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研究成果の概要（和文）：本申請課題では、治療用遺伝子を体内の望みの部位に運ぶナノ材料を生体成分から開発する
ことを目指している。申請者は 生体内に存在する直径10nmの高比重リポタンパク質(HDL)に着目した。HDLは試験管の
中でapoA-I蛋白質とリン脂質から作製できる。しかしHDLを血管内投与すると、肝臓細胞など正常細胞の持つHDL受容体
に認識される。従って望みの部位（例えば癌組織など）にHDLを集積させるために、このHDL受容体に認識されにくくす
る必要がある。遺伝子組換え技術を用いて、様々なapoA-I部分断片を有するHDLを作製し、HDL受容体への親和性を評価
したところ、親和性が低下したHDLを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Our purpose in this study is to develop nanomaterials capable of delivering therap
eutic gene to desired sites, such as cancer tissues, by utilizing natural nanomaterials in our body. High-
density lipoprotein (HDL) is a natural nanomaterial that delivers lipids from peripheral tissues to the li
ver in our body. Due to its physiological functions, HDL have a propensity to accumulate in liver via HDL 
receptor recognition of apoA-I moiety in HDL. In order to weaken this recognition in the liver and then to
 redirect HDL to desired sites, we designed 9 apoA-I deletion mutants and succeeded in preparation of 8 HD
L mutants. Among them, a few HDL mutants were found to show decreased affinity to the HDL receptor.
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝子キャリアを含めほとんどのドラッ
グキャリアは、生体適合化のため、ポリエチ
レングリコール(PEG)で表面修飾する必要が
ある。しかし PEGは遺伝子の細胞内導入を阻
害するだけでなく、近年抗原性を示すことも
明らかとなった。これに対して申請者は、
我々の血中に存在する高比重リポタンパク
質(HDL)に着目した。HDLは試験管内でリン
脂質と脂質結合タンパク質 apoA-I から作製
でき、生体適合化のための PEG修飾が不要で
ある。 
	 天然の HDLの大きさは約 10 nmであるが、
申請者は HDL のサイズを薬物内包によって
100 nm 以上にまで制御することに成功して
いる。一般に 5–100 nm ナノ粒子は癌・炎症
組織に集積することが知られているため、サ
イズコントロールされた HDL も癌・炎症組
織集積性を示す可能性がある。 
	 HDL は末梢組織から肝臓へ余剰コレステ
ロールを輸送する。この肝臓輸送には
Scavenger Receptor class B type I (SR-BI)と呼
ばれる HDL 受容体が関与している。SR-BI
による HDL認識は apoA-Iを介して行われる
ことから、肝臓以外への集積性を HDL に付
与するためには、SR-BI 認識を軽減させるこ
とが必要である。apoA-Iは 243アミノ酸から
なり、10–20 アミノ酸程度から構成される
α-helix がベルト状につながった構造を有す
るとされている。そこで申請者は、この
α-helix 単位で欠損させた様々な apoA-I 欠損
変異体を作製し、得られる HDL の SR-BI 親
和性を軽減させることを考えた。 
 
２．研究の目的 
	 様々な apoA-I断片を含む HDL変異体ライ
ブラリーを作製し、その中から SR-BI低親和
性の HDLを見いだす。さらにその HDLの遺
伝子キャリアとしての機能を評価する。 
 
３．研究の方法 
	 apoA-I 断片は遺伝子組換えにより得た。
HDLの作製は、apoA-I断片とリン脂質ミセル
を混合して静置し、その後透析することによ
り行った。SR-BI 親和性評価は、SR-BI 安定
発現細胞を用いて行った。具体的には、野生
型 HDL（全長 apoA-I を含む。以後 HDL(wt)
と表記）を蛍光ラベルし、この蛍光ラベル
HDL(wt)の上記細胞への結合活性が、各 HDL
変異体共存下でどの程度減少するかを、
fluorescence-activated cell sorter (FACS)で調べ
た。蛍光ラベルしていない HDL(wt)を共存さ
せたときの減少度と比較することで、各 HDL
変異体の SR-BI親和性を評価した。 
 
４．研究成果 
	 設計した apoA-I欠損変異体を図 1に示す。
SR-BI高親和性領域がN, C両末端に存在する
との報告も考慮し、9 種の欠損変異体遺伝子
を設計・作製した。このうち、8 種類の蛋白

質が大腸菌で発現が確認された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 本研究で作製した apoA-I欠損変異体
の一次構造	 N末端 43アミノ酸からなる変
異体以外、全ての変異体は大腸菌発現で取得
可能であった。 
 
	 各 apoA-I欠損変異体から得られた HDL変
異体の大きさを表 1 に示す。各 HDL 変異体
は、欠損により残ったアミノ酸残基番号を利
用して表記されている。例えば、N 末端 59
アミノ酸と C末端 101アミノ酸を欠損させた
HDL は、HDL(60-142)となる。HDL(wt)は
phospholipid/protein molar ratio = 100で作製す
ると天然型同様約 10 nmの粒子径を示す。こ
れに対して同 molar ratio で HDL 変異体を作
製した場合、その粒子径は野生型に比べて大
きくなった。これはおそらく apoA-I欠損変異
体では phospholipid/protein weight ratioが増大
して phospholipid 過剰下で粒子形成がなされ
たためと、欠損によって得られる HDL が不
安定化したための両方が考えられる。そこで 
 
表 1. 各種 HDL変異体の平均粒子径 d 

Name 

d (nm) 

Weight 
ratio* 

Molar 
ratio* 

HDL(wt) 11 11 

HDL(1-65) 40 46 

HDL(44-142) 36 31 

HDL(44-184) 31 37 

HDL(44-243) 18 15 

HDL(60-142) 14 20 

HDL(60-184) 10 13 

HDL(145-243) 35 53 

HDL(187-243) 23 31 
* Weight ratioと Molar ratioは HDL作製時の
lipid/protein混合比(=100)を表す。 
 



HDL(wt)と同じ protein/phospholipid weight 
ratio で各 HDL 変異体を作製すると、ほぼす
べての場合で粒子径は減少し、野生型の粒子
径に近づくものも存在した。 
 

図 2. FACS による CHO-SR-BI への f-HDL
結合活性とその SR-BI 依存性の評価	 
f-HDLの細胞への非特異的結合を抑制するた
め、2 mg/mL BSAを共存させた。 
 

 
図 3. FACSによる各種 HDLの CHO-SR-BI
への結合活性評価	 2 mg/mL BSA存在下、
各種 HDLによる f-HDL (20 µg/mL)の結合活
性阻害の程度を表す。この値が高いほど、そ
の HDL 変異体の SR-BI 結合活性は低いこと
を示唆する。 
 
	 SR-BI 安定発現細胞(CHO-SR-BI)は、東京
大学大学院薬学研究科の新井洋由教授より
ご提供頂いた。CHO-SR-BI を用いて SR-BI
親和性を FACSで高感度に評価するためには、
HDL(wt)をその SR-BI 親和性にできる限り影
響を与えない範囲で、より多くの蛍光物質で
ラベルする必要がある。具体的には、結合に
応じて蛍光強度が大きく上昇し、かつラベル
していない HDL(wt)共存下ではその蛍光強度
が大きく低下する（＝結合が SR-BI依存的で
ある）ことが望ましい。反応条件を種々検討
した結果、2 mg/mLウシ血清アルブミン(BSA)

（HDLの CHO-SR-BIへの SR-BI非依存的な
結合を抑制するために添加）存在下、
CHO-SR-BI への結合によって蛍光強度が~7
倍上昇し、6 倍量のラベル化していない
HDL(wt)共存下で~60%蛍光強度が低下する
蛍光ラベル HDL(wt) (f-HDL(wt))を作製する
ことに成功した（図 2）。 
 
	 この f-HDL(wt) (20 µg/mL)と各 HDL変異体
を共存させ、CHO-SR-BIへの f-HDL(wt)結合
阻害度を比較した（図 3）。この結果、検討し
た 7種の HDL変異体のうち、HDL(wt)よりも
SR-BI 結 合 活 性 が 低 下 し た も の は 、
HDL(44-142), HDL(44-243), HDL(60-184), 
HDL(44-184)であり、逆に SR-BI 結合活性が
増 強 し た も の は 、 HDL(187-243), 
HDL(143-243), HDL(1-65)となった。N, C両末
端を欠損させると SR-BI 結合活性は低下し、
その低下度はC末端を欠損させた場合に大き
くなり、これらは前述した過去の知見と矛盾
しない。 
	 現在、最も SR-BI 結合活性の低下した
HDL(44-184)を基にさらに変異体作製を進め、
欠損の最適化を行っている。さらに
HDL(44-184)のサイズやHDL作製に用いるリ
ン脂質の種類を種々変えることで SR-BI結合
活性に与える影響についても研究を進める
予定である。 
	 以上まとめると、近年抗原性が明らかとな
った合成高分子 PEG を必要としない遺伝子
キャリアとして、我々の血中に存在するナノ
粒子 HDL に注目し、新しい生体適合性遺伝
子キャリアの開発を目指した。体内の望みの
部位、例えば癌組織、に HDL を集積させる
ため、HDL 受容体 SR-BI に認識されにくい
HDL 変異体を作製するため、様々な apoA-I
断片を含む HDL 変異体を作製した。SR-BI
発現細胞を用いる結合活性評価系を構築し、
各 HDL変異体を評価した結果、元の HDLよ
りも顕著に結合活性の低下した変異体
HDL(44-184)を見いだした。 
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