
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

免疫応答回避性の糸状菌界面活性蛋白質の探索とその医療用ナノ粒子への応用

Development of immune-response free nano-particles using fungal biosurfactant protei
n

５０３１２６２４研究者番号：

阿部　敬悦（Abe, Keietsu）

東北大学・（連合）農学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４６５８２８１

平成 年 月 日現在２６   ８ ２２

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）：ナノ粒子は医療応用が期待されているが、免疫系での捕捉が課題である。近年、糸状菌の界
面活性蛋白質 が免疫応答回避 (ステルス) 能を有することが示された。本研究では、金属ナノ粒子を麹菌由来の精製
界面活性蛋白質RolA で被覆した新規ステルスナノ粒子の開発を行った。精製 RolA および RolA 被覆粒子は樹状細胞
においてサイトカイン産生を誘起せず、RolA 被覆粒子はマクロファージによる貪食が低下していた。RolA 被覆粒子を
マウスに静脈投与し、肝臓・脾臓への蓄積を MRI で観察したところ、RolA 被覆粒子は両臓器への取り込みが低下して
いた。以上、RolA被覆粒子のステルス性が確認された。

研究成果の概要（英文）：Although nano-particles have been developed for medical treatments, immune-respons
es including phagocytosis by macrophages are a major obstacle for medical use. Recently, a biosurfactant p
rotein, hydrophobin originating from conidia of the pathogenic fungus Aspergillus fumigatus has been shown
 as an escaping factor from host immune-systems (stealth factor). In the present study, we developed novel
 stealth nano particles coated with the hydrophobin RolA of the industrial fungus Aspergillus oryzae. Fe3O
4 nano-particles were coated with purified RolA. When RolA-coated particles were incubated with dendritic 
cells, cytokine production from dendritic cells was not stimulated. RolA-coated particles showed lower lev
els of phagocytosis by macrophages than non-coated particles. When RolA-coated particles were administered
 to mice by intravenous injection, RolA-coated particles indicated significantly lower levels of accumulat
ion to the liver and spleen than non-coated particles by MRI-imaging.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)医療用ナノ粒子と課題：医療用ナノ粒子
は、蛍光イメージング、MRI、中性子捕捉療
法、磁気温熱療法分野、薬物送達系(DDS) と
しての利用が期待されている。MRI や CT では
固体ナノ粒子がイメージング試薬として利
用できるが、静脈内に投与したナノ粒子の殆
どが肝臓や脾臓などの細網内皮系（網内系）
に捕捉され（マクロファージの貪食）標的組
織へ送達できないことが大きな課題となっ
ている。網内系に捕捉されないナノ粒子を創
成できれば、少投与量 で高性能な診断・治
療用のプローブを達成できる。我々は、有
機・無機ハイブリッド技術を用いた、多種の
金属酸化物ナノ粒子の精密合成に成功し、特
にがん細胞送達選択性の高い精密サイズ制
御(20nm)ナノ粒子を合成した(高見ら Dalton 
Transactions, 5442 [2008])。しかし、網内
系での捕捉対策が課題となっていた。 
(2)ステルス微生物素材の発見と生産：近年、
ある種の病原真菌が動物全般に対しα-1,3-
ｸﾞﾙｶﾝ(AG) (PNAS 104:1366,2007)やﾊｲﾄﾞﾛﾌｫ
ﾋﾞﾝ(HP)(Nature 460:1117,2009)を細胞表面
に発現することで自身を免疫系から回避し
(ステルス機能）、感染宿主での生存を図って
いることが報告された。我々は以前より、こ
れらの研究とは関連しない抗真菌剤開発（藤
岡 Euk. Cell6:1497[2007]）やﾌﾟﾗｽﾁｯｸの分
解ﾘｻｲｸﾙ研究(高橋ら Mol Microbiol 
57:1780,2005）において、独立にこれらの新
素材を発見して素材生産を行っていた(AG- 
阿部ら特許 4595074 号; HP-阿部ら特許
4273504 号)。 
(3)免疫応答評価系：申請者らは(川上・福本)、
ステルス素材の免疫応答評価系としてマウ
ス樹状細胞・ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞを用いた評価系を有し
ており(宮里ら Infect Immun 77: 3056, 
2009)、既に麹菌 HP 群のうち RolA の予備評
価を行って良好な結果を得ている(阿部ら特
願 2011-176686)。 
(4)ステルスナノ粒子構想：ナノ粒子を新規
ステルス微生物素材で被覆することでナノ
粒子をステルス化し、網内系に捕捉されるこ
となく標的組織に送達するための技術開発
が浮上した。 
２．研究の目的 
医療用ナノ粒子では、ヒトや動物への投入時
の免疫系による粒子の捕捉が大きな課題と
なっている。本研究では、生体中で安定な金
属酸化物ナノ粒子に、糸状菌由来の新規の免
疫応答回避(ステルス)因子である界面活性
蛋白質を被覆し、ステルス機能と水溶性を賦
与した、新規のステルスナノ粒子を創成する。
その新粒子のステルス機能を免疫細胞・動物
アッセイ系で評価する。併せて、糸状菌由来
の複数の界面活性蛋白質のステルス性を評
価し、最適なステルス因子を選択する。 
３．研究の方法 
(1)ステルス素材用新規界面活性蛋白質の探

索・発現・精製～糸状菌、例えば麹菌は固体
表面に接着する際、細胞表層に様々な界面活
性蛋白質を発現して機能を発揮すること明
らかにしてきた(高橋ら Mol Microbiol 
57:1780,2005; 大滝ら Appl. Environ 
Microbiol. 72, 2407, 2006)。麹菌を種々の
固体表面と接触培養を行うことで、固体表面
に界面活性蛋白質を結合させて、それらを溶
出後、蛋白質の N-末端ペプチドをペプチドシ
ークエンサーおよび質量分析によって決定
する。ペプチド配列を麹菌ゲノム情報と照合
することで、新規界面活性蛋白質を同定する。
同定された界面活性蛋白質は、麹菌組み換え
体として生産・精製する。生産した界面活性
蛋白質は、以下(2)で免疫応答評価を行った
後に、(3)でナノ粒子の被覆を行う。 
(2)界面活性蛋白質の樹状細胞を用いた免疫
応答能評価：免疫系細胞(樹状細胞・マクロ
ファージ)は、その表層に微生物菌体成分を
認識する受容体が存在し、細胞内シグナル伝
達を経て転写因子 NFκBを介した、サイトカ
イン産生(IL-12, TNF-α, INF-α)とコステ
ィミュラトリー分子(CD40, CD80, CD86)の発
現により、免疫応答、炎症反応が起きる。界
面活性蛋白質被覆ナノ粒子は、この免疫応
答・炎症反応を回避する必要がある。樹状細
胞を用いた予備検討では 精製 RolA 単体・精
製 RolA 被覆酸化鉄ナノ粒子は、樹状細胞で
サイトカイン産生を誘起しない。本開発では
精製ステルス素材の純度評価に樹状細胞応
答系を用い、マクロファージによる捕捉(貪
食)が起こるかも評価する。マウスモデルを
用いた in vivo 評価では、網内系での捕捉回
避能を評価する(図 1)。 

図 1.ナノ粒子の課題とステルス化 
(3)界面活性蛋白質によるナノ粒子の被覆
(高見・阿部)：これ迄に麹菌を宿主として
RolA 組換え体を生産し、各種クロマトグラフ
ィーを用いて精製 RolA 1mg/L 培養生産性を
得ている(Mol Microbiol 57:1780,2005)。予



備検討の結果、精製 RolA で酸化鉄ナノ粒子
を被覆することに成功している。同様の方法
で、新たに見出された界面活性蛋白質につい
ても、酸化鉄ナノ粒子の被覆を行う。 
(4)界面活性蛋白質被覆ナノ粒子のマクロフ
ァージ貪食回避能の評価：本研究では精製ス
テルス素材の純度評価に樹状細胞応答系を
用い、樹状細胞試験で免疫応答を回避した界
面活性蛋白質で酸化鉄ナノ粒子を被覆する。
その被覆粒子でマクロファージを刺激し、マ
クロファージによる捕捉(貪食)を回避し得
るかも評価する。これまでの予備検討では、
酸化鉄ナノ粒子を RolA で被覆した場合、マ
クロファージの貪食回避が可能である(阿部
ら特願 2011-176686)。 
(5)界面活性蛋白質被覆ナノ粒子の in vivo
評価試験：界面活性蛋白質被覆酸化鉄ナノ粒
子をマウスに静脈注射し、肝臓・脾臓の網内
系のマクロファージに捕捉されるかを
MRI-imaging で評価した。 
４．研究成果 
(1)ステルス素材用新規界面活性蛋白質の探
索・発現・精製～麹菌を種々の固体表面と接
触培養を行うことで、固体表面に界面活性蛋
白質を結合させて、それらを溶出後、分子量
１万前後の蛋白質を MS 解析で同定した。主
要 な 結合界 面 活性蛋 白 質は、 既 知 の
hydrophobin RolA、疎水表面結合蛋白質 HsbA
であり、さらに２種 AO090003000334(0334) 
と AO090026000357 (0357)をセルロース結合
性蛋白質として見出した。0334 および 0357
は、大腸菌と麹菌の種々の発現系による高発
現を試みたが十分な高発現が得られず、粒子
作製に必要な精製蛋白質量を確保すること
が出来なかった。 
(2)界面活性蛋白質の樹状細胞を用いた免疫
応答能評価～1)の結果、今後の粒子作製と各
種試験に必要な蛋白質量を確保できる界面
活性蛋白質は、hydrophobin RolA だけであっ
たので、RolA を用いて以下、開発を進めた。
RolA については、以前の予備検討で蛋白質単 

図 2. RolA および RolA 被覆粒子の樹状細胞
刺激試験 

独で C57BL/6 マウスより調製した骨髄樹状
細胞（BM-DC）をしないことが知られていた
が、今回再確認をした結果刺激ないことが確
認された(図 2)。 
(3)界面活性蛋白質によるナノ粒子の被覆：
以前から予備検討を進めていた金属ナノ粒
子として、高温熱水反応により合成した酸化
鉄(Fe3O4)ナノ粒子(平均粒径 200 nm)を用いた。
2)の結果により RolA 蛋白質が樹状細胞を刺
激しないことが確認された。樹状細胞試験、
4)のマクロファージ貪食回避試験を行うにあ
たり、RolA 蛋白質と酸化鉄ナノ粒子に対する
LPS の混入を除去する必要がある。そこで、
RolA はポリミキシン B 固定化カラムで、酸
化鉄ナノ粒子は 1%デオキシコール酸洗浄す
ることでLPSを低減する系を確立した(図 3)。
これにより RolA 被覆粒子による樹状細胞お
よびマクロファージ試験を安定して実施す
ることが可能になった。 

図 3. RolA およびナノ粒子からの LPS 除去 
酸化鉄ナノ粒子を完全被覆するために、表

面積計算から 0.28mg の粒子を被覆するのに
必要な RolA 量は 3.26μgである。そこで精製
RolA を粒子に添加して吸着させた後、洗浄区
分も含めて、上清に残存する RolA 量から吸
着 RolA 量を算出した。その結果、0.28mg の
粒子には、5μg以上の RolA を添加することで
飽和完全被覆が達成された(図 4)。 

図 4. 酸化鉄粒子(0.28mg)の RolA 完全被覆 
 LPS除去後のRolAとLPSを除去した酸化鉄
ナノ粒子を被覆した。LPS-free RolA 被覆粒
子で樹状細胞刺激試験を行った結果、RolA 非
被粒子は粒子添加量に応じて、樹状細胞より
サイトカイン TNF-αの産生が認められたが、
RolA 被覆粒子では、TNF-αなどのサイトカイ
ンが産生されなかった(図 2)。 
(4)界面活性蛋白質被覆ナノ粒子のマクロフ
ァージ貪食回避能の評価：LPS-free RolA 被



覆ナノ粒子が樹状細胞に認識されないこと
を確認したので、マクロファージの貪食試験
を行った。以前の予備的検討では、RolA 被覆
粒子のマクロファージの貪食回避能が定性
的に示されていたが、本研究ではマクロファ
ージ貪食回避能を定量的に測定した。マクロ
ファージ RAW264.7 細胞と酸化鉄ナノ粒子お
よび RolA 被覆ナノ粒子を培養し、細胞に貪
そされた粒子を濃塩酸可溶後、可溶化した鉄
イオンを原子吸光法で定量して貪食の評価
とした。大気圧顕微鏡においても、RolA 被覆
粒子の貪食回避が観察され、鉄の定量からも
有意な RolA 被覆粒子の貪食回避が観察され
た(図 5)。 

図 5. RolA 被覆粒子のマクロファージ貪食回
避能 
(5)界面活性蛋白質被覆ナノ粒子の in vivo
評価試験：RolA 被覆酸化鉄ナノ粒子では、非
被覆酸化鉄ナノ粒子に比べ、静脈投与後の肝
臓及び脾臓への取り込みが低下していた(図
6)。以上の結果を総合すると、RolA 被覆酸化
鉄ナノ粒子は、医療用ナノ粒子に必要なステ
ルス能を有すると考えられた。 

図 6. RolA 被覆粒子のマウス投与後の MRI イ
メージ―ングと各臓器の集積度定量値 
 作製した RolA 被覆粒子のゼータ電位の測
定結果から，RolA 被覆粒子はマウス血中の
pH 域において負の電位を有しており、血中
において高い分散性を示すと考えられる。 
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