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研究成果の概要（和文）：MRIは非侵襲・無障害な画像診断法で空間分解能に優れているが、組織・疾患特異性が無く
、高感度かつ疾患特異的なMRI造影剤の開発が急務である。そこで高感度造影剤の開発を目的とし、造影剤としてsmall
 heat shock protein 16.5を利用した。このタンパク質は内孔（8nm）を有するナノカプセル（外径13nm）を形成する
ため、Gd錯体を内包できる。ナノカプセルを発現・精製を行い、内部にGdを導入した。MRI測定によってカプセル内の
疎水性部位導入によるシグナルの増強が確認された。また膵癌標的ペプチドiRGDをカプセル表面に提示することによっ
て、膵癌細胞のイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：Contrast agents with greater specificity and sensitivity are required to improve 
the diagnosis of cancers using MRI. In this study, small heat shock protein 16.5 (Hsp16.5)-based 
nanocages conjugated with gadolinium(III)-chelated MRI contrast agents were developed for the diagnosis 
of cancer. Nanocages with one to four hydrophobic domains were designed to investigate whether template 
size influences relaxivity. MRI data showed that larger nanocages have higher T1 relaxivities than 
smaller nanocages as a result of 1) a reduction in molecular tumbling rates caused by an increase in 
nanocage size and 2) a robust cage structure resulting from the introduction of hydrophobic domains. The 
introduction of iRGD peptides that specifically target neuropilin-1 enabled the selective binding of 
nanocages to pancreatic cancer cells. Therefore, this iRGD- modified Hsp16.5 nanocage displays great 
potential as a highly specific and sensitive MRI contrast agent for the diagnosis of pancreatic cancer.

研究分野：生体機能材料
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１．研究開始当初の背景 
 画像診断法の発展は疾病の早期発見とそ
の治療効果の改善にめざましい進歩をもた
らした。中でも MRI は非侵襲・無障害であ
ること、そして軟部組織コントラストが高く、
空間分解能に優れていることから臨床医学
の現場において重要な位置を占めている。事
実、MRIの国内設置数はすでに 8000台を越
え、臨床診断装置として不可欠な役割を担っ
ている。また超音波診断や CTで評価困難な
病変の広がりを容易に把握できることや、骨
などのアーチファクトが少ないことも MRI
の大きな特徴である。しかし MRI には、病
巣検出能は高いものの疾患特異性が低いと
いう欠点がある。特に微少な癌部の検出は、
疾患の早期発見と術中における摘出部位の
確認のために重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 MRI 装置のハードとソフト両面における
進歩は、撮像の時間分解能や画像の空間分解
能など画像診断情報の質を向上させ、MRI
の対象領域をますます拡大している。しかし
ながらその撮影原理上、MRIによって病変部
位を特異的に描出することは困難であり、ほ
とんどの場合、単純な形態診断法として使わ
れている。この欠点を補完し、病変部位のコ
ントラストを増強するために使われている
のが主にガドリニウム錯体である MRI 造影
剤である。既に肝臓・脾臓・骨髄といった網
内系に特異的な造影剤が臨床において広く
使われており、組織選択性という観点では大
きな成果を上げている。しかし現在臨床で利
用されている造影剤は癌などの特定の疾患
に対する特異性は低く、未だ発展途上と言わ
ざるを得ない。MRIを単なる形態診断から機
能診断へと発展させるためには、病態の分子
医学的情報に応答する新しい機能化造影剤
の開発が不可欠である。 
 そこで本研究では、生体の機能を生体内外
の細胞機能等を利用して分子レベルで可視
化する、いわゆる分子イメージング技術を導
入した新しい MRI 機能化ナノ造影剤を開発
する。この機能化造影剤のプラットフォーム
として、タンパク質ナノカプセルを利用する。 
 このバイオナノカプセルは内孔（内径 10 
nm）を有する球状構造体（24量体、外径 15 
nm）を形成するため、その内部にガドリニ
ウム錯体を内包することが可能である。我々
はすでにこのバイオナノカプセルの遺伝子
クローニングに成功し、大腸菌を使った大量
発現系と精製法を確立している。興味深いこ
とに、臨床用 MRI 造影剤であるマグネビス
トとほぼ同じ分子構造を有する Gd-DTPAを、
このバイオナノカプセルの内孔に固定した
所、その MRI シグナルはマグネビストのお
よそ 20 倍に増強された。おそらくバイオナ
ノカプセルに固定したことによって、
Gd-DTPA の運動性が制限され、水分子との
相互作用が効率的に行われたことによるも

のと推察される。また、担癌マウスを用いた
in vivo評価系においても、バイオナノカプセ
ルによって癌組織が MRI で検出可能である
ことを確認している。 
 本研究では MRI 診断の精度と感度を向上
させ、単なる形態診断法とし用いるのではく
なく、疾患の機能診断を可能とする新しい
MRIナノ造影剤の開発を目指す。タンパク質
ナノカプセルを MRI ナノ造影剤のベースと
して様々に機能化し、①分子標的により組
織・細胞選択性の付与、②MRI造影剤の内包、
③細胞シグナルに応答した MRI シグナルの
増幅を実現する。MRIナノ造影剤によって組
織レベルまでしか検出できなかった MRI 診
断の役割を、細胞から分子レベルの病変を見
出す、非侵襲の機能診断へと発展させる。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではMethanococcusjannaschiiに由
来するMj285が自己組織化によって形成する
ナノ構造体に着目し、その機能化を目的にす
る。この構造体は内孔（径 8 nm）を有する球
状構造体（24 量体、外径 13 nm）を構築する
ことがしられている。X 線結晶構造解析の結
果、このタンパク質の C末端はカプセルの外
表面に露出していることが明らかになって
おり、この領域に標的に対するアンテナ分子
を組み込むことが可能である。そこで、膵癌
特異的な iRGD（cyclic(CRGDKGPDC)）ペプチ
ドをこのカプセル表面に提示することを試
みた。この iRDG ペ プ チ ドは腫瘍の
Neuropilin-1 に作用し浸透増強効果をもた
らす、次世代の分子標的リガンドとして注目
を集めている。 
 また MRI造影剤のためのキャリアとして利
用するため、ここにガドリニウム錯体を疎水
性内孔に内包させた。X 線結晶構造解析の結
果、Mj285 の Gly41 がこの内孔に位置するこ
とが分かっている。そこで、Dpnl 法により、
この Gly41 を Cys に変異させ、ここにマレイ
ミド化 DTPA-Gd 錯体を固定化した。タンパク
質に結合したガドリニウム錯体の運動性を
抑制するため、タンパク質ナノカプセルの疎
水性領域であるN末端へリックスを連続的に
付加した4種類のカプセルを設計した（図1）。 

 膵癌特異的タンパク質ナノカプセルの遺
伝子を定法にしたがって発現ベクター

図 1 膵癌特異的ナノカプセルの模式図 



pET21a に挿入した。 DNA シークエンシング
で遺伝子配列を確認 した後、組み換えベク
ターを大 腸菌株 BL21gold(DE3)へ形質転換
した。この 菌株を 100 mg/mL のアンピシリ
ンを含む 2× YT 培地に接種し、37℃で振と
う培養した。 OD600 値が 0.6 に達した際に、
終濃度 1mM の IPTG を加えて組み換えタンパ
クの発現を誘導し、そのまま 4時間培養を続
けた。培養終了後、培地を遠心分離し、得ら
れたペレットを十分に懸濁させた。これをソ
ニケーション(200 W, 45 s)し、4℃で遠心分
離(20,000 g, 20 min)した後、不溶性分画を
除去した。組み換えタンパク質の精製は
HiLoad 26/10 Q Sepharose HPTM アニオン交
換カラムでイオン交換クロマトグラフィー
を行った。各フラクションを SDS-PAGE で分
析した。目的のタンパク質を含むフラクショ
ンは、TSKgel G3000SW カラムを用いてゲル濾
過精製した。得られたタンパク質は 
MALDI-TOF 質量分析計によって確認した。 
動的光散乱法（DLS）と透過型電子顕微鏡
（TEM）観察によって、ナノスケールの球状
構造体を形成していることを確認した。In 
vitro においける膵癌特異性の評価について
は、蛍光ラベル化したナノカプセルとヒト膵
癌由来細胞株 AsPC-1、Suit-2 を用い、共焦
点レーザー顕微鏡、フローサイトメーターを
用いたナノカプセル細胞導入試験によって
定量的に評価した。得られた膵癌特異的ナノ
造影剤の緩和度は、9.4T 高磁場 MRI および
1.5T Open 型 MRI 装置により評価した。 
 
４．研究成果 
 今回作製した4種類のタンパク質ナノカプ
セル（1-Nanocage, 2-Nanocage, 3-Nanocage, 
4-Nanocage）の粒径と TEM 画像を図 2に示し
た。DLS により粒径測定を行うと、平均粒径
はそれぞれ 16.5 nm、20.0 nm、30.1 nm、37.1 
nm であり、N末端疎水性領域を付加させるこ
とによって、連続的に粒径が増大することが
分かり、また単分散なナノカプセルであった。
TEM 画像より、どのナノカプセルも単一な構
造を形成していることが観察され、カプセル
表面に iRGD ペプチドを提示させても構造を
保っていた。 

 次に 1.5 T オープン型 MRIを用いてタンパ
ク質ナノカプセル緩和能の測定を行った（図
3）。造影剤 Gd-DTPA はカプセル内側のシステ
インに結合させ、ICP-MS により結合させた
Gd 濃度を求めた。緩和能を測定したところ、
ナノカプセル 1-Nanocage, 2-Nanocage, 
3-Nanocage, 4-Nanocage はそれぞれ 14.9 
mM-1s-1、16.5 mM-1s-1、34.6 mM-1s-1、46.4 mM-1s-1

であり、サイズが増大するにつれ、緩和能の
向上が見られた。特に 4-Nanocage はおよそ
40 nm のサイズで、通常の造影剤 Gd-DTPA の
10 倍以上の造影効果を示した。これはタンパ
ク質ナノカプセルのサイズや分子量、疎水性
アミノ酸を導入したことによるナノカプセ
ルの高分子効果や剛直性の増大によるガド
リニウムと水分子の回転相関時間の短縮に
よるものと考えられる。 
 
 

図 2 ナノカプセルの粒径と TEM画像 

図 3 ナノカプセルのMRI画像 

図 4 フローサイトメトリーによる
ナノカプセルの細胞内取り込み評価 



 次に蛍光色素 Alexa488 でラベル化したナ
ノカプセルを膵癌細胞 AsPC-1, Suit-2 細胞
と乳癌細胞 HeLa 細胞に添加し、24 時間後の
取り込みをフローサイトメトリーにより評
価した（図 4）。ナノカプセル表面には膵癌細
胞をターゲティングする iRGD ペプチドを提
示しているため、AsPC-1, Suit-2 には取り込
みが認められ、HeLa 細胞には取り込みは見ら
れなかった。表面の iRGD ペプチドが細胞表
面の Neuropilin-1 を認識していることが分
かった。 
 

 共焦点蛍光顕微鏡によって 4-Nanocage の
24 時間後の細胞内分布を観察したところ、核
内には移行せず、細胞質もしくはリソソーム
内に集積していることが分かった（図 5）。お
そらくナノカプセルはレセプターを介して
エンドサイトーシス経由で細胞内に移行し
たと考えられる。 
 

 次にナノカプセルをMRI造影剤として膵癌
細胞をイメージングできるか in vitro にお
いて評価した（図 6）。ガドリニウム錯体を固
定化したナノカプセルを AsPC-1, HeLa 細胞
に 10 µM添加し、24時間後、細胞を回収した。
MRI により断面画像を取得したところ、

AsPC-1 においてシグナルの増強が見られ、
HeLa 細胞ではシグナルはほとんど見られな
かった。また、緩和能が非常に高かった
4-Nanocage は 4 種類のナノカプセルの中で、
膵癌細胞を感度良く検出した。 
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