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1.1  緒言 

 

微粒子材料は、バイオテクノロジーにおいて様々な利用が成されている。中でも100 nm

以下のナノ粒子は各種センシングシステムやドラッグデリバリーシステム(DDS)など幅広

い領域での利用が期待されている。ナノ粒子の特徴として、粒径をナノサイズにすること

で、単位体積当たりの表面積が著しく増大する点が挙げられる。シグナル分子を複数提示

したナノ粒子をプローブとしてバイオセンシングへ応用する場合、標的物質に対するシグ

ナルの出力が増強されるため、高感度なセンシングシステムの構築が可能である。一方

で、ナノ粒子に薬剤を内包しDDSへ応用した場合、通常の薬剤では到達できない患部に薬

剤を送達できるため、ナノ粒子への期待が高まっている。特にその優れた自己組織化能や

生体適合性からタンパク質は、ナノ粒子の有用な材料として注目されている。 

ナノ粒子の設計にタンパク質を用いることで、生体適合性や低抗原性、生分解性などを備

えることができる。また遺伝子工学的手法により分子を作製可能であるため、リポソームや

高分子といったナノ粒子に比べ、単分散な粒子が作製できるといった利点がある。また他の

ペプチドもしくはタンパク質のドメインやモチーフを組み入れることで機能付加が可能と

なり、簡便に目的に沿った融合タンパク質を構築できる。 

細胞外マトリックスの一種であるエラスチンタンパク質のモデルペプチド(Elastin-like 

polypeptide: ELP)は、高い生体適合性や生体内における安定性、薬剤内包能を有すること

から DDSキャリアへの応用が期待されている。さらに ELPは、相転移温度(Tt)と呼ばれる

一定温度を超えると構造を変化させ、巨大な凝集塊を形成する温度応答性を有する。しかし

加熱により生じる凝集塊が 1 µm を超え、かつ無秩序なため、DDS キャリアとして利用す

るためにはそのサイズや配向性を制御する必要があった。この凝集体のサイズを制御する

ために、当研究室では、先行研究として ELPの疎水性ドメインをモチーフとした温度応答

性ペプチド(GVGVP)nと負電荷を有するアミノ酸であるアスパラギン酸(Dm)ポリペプチド
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の融合タンパク質を作製した。Dmの静電反発力を利用することで粒子サイズを 100 nm以

下に制御し、GVGVPの方向性を制御することに成功した。さらに、(GVGVP)n の代わりに

より高い構造安定性を有する(AVGVP)nに、Dmを付加したタンパク質を作製した。これに

より、凝集体のサイズ、および分子配向の制御能に加え、温度変化に対して高い安定性を有

するナノ粒子を構築することに成功した。しかしながら、この粒子を医療分野へ応用するた

めには、目的に応じた機能を付加する必要がある。そこで本研究では、(AVGVP)n Dmに機

能性タンパク質を融合することで、バイオセンシングの検出プローブや、DDS キャリアと

しての実現を目指す。 

 以降本章では、最初に医療分野におけるナノ粒子の重要性について述べる。次にタンパク

質粒子材料として注目を集めているエラスチンについて概説し、ELP を用いたナノ粒子設

計の優位性とこれまでの研究例を挙げる。またこの粒子を担体としたバイオセンシングシ

ステムやドラッグデリバリーシステムへの応用について述べる。最後に、本研究の目的と意

義を明らかにする。 

 

1.2  医療分野に向けたナノ粒子の開発 

 

原子・分子を目的に応じた形状もしくは構造へと組み立てるボトムアップ法、もしくは固

体の物質を微細加工するトップダウン法によって得られるナノメートルスケールの大きさ

を有する微粒子である「ナノ粒子」は近年、様々な分野で高機能化材料のカギとなる先端材

料として注目を浴びている[1-2]。粒子サイズが ナノスケールとなることによって、通常の

マイクロスケールの構造体とは異なる種々の性質（構造的、形態的、熱的、光学的、電磁気

的、力学的物性）を示し、このような特性が種々の目的に応じた機能化に利用される。こう

したナノ粒子の開発と利用に関する近年の発展は、医療分野にまで進展している[3]。歴史

的には医療とナノ粒子の関わりは古く、すでに 1970 年代の論文には「ナノ粒子」という
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用語が登場し、これを利用したドラッグデリバリーシステム (DDS)に関する報告がなされ

ている[4-5]。こうしたナノ粒子の応用には、大きく分けて二つの方向性が考えられる。まず

ひとつは、粒子自体の微細な形状とその特性をそのまま利用しようとするアプローチであ

る[6]。例えば、金ナノ粒子や量子ドットによるナノメディシンはその代表例である。この

アプローチは、個々の粒子が量子効果に基づく光学的特性を発揮することで、イムノアッセ

イや蛍光イメージング、がんに対する抗腫瘍効果を期待するものであり、生体サンプルへ投

与されたナノ粒子は血中で分散した状態でその機能を発揮する[7]。もうひとつの流れは、

ナノ粒子を機能性素子として適当なアセンブリング技術によってユニットへ組込み、ミク

ロあるいはマクロなスケールをもつ複合的な構造体を構築しようとするアプローチである

[8]。こうしたナノ構造の制御は、例えば散剤や錠剤などに対して従来にない機能を付与し

うる有力なツールとなる可能性を秘めている。このようなナノ粒子の幅広い応用性は、目的

に応じたテーラーメイドな高機能化材料を創生することができるため、医療分野において

注目を集めている。 

ナノメディシンに求められる機能や特性は多種多様であるため、その要求に応じて材料

の選定がなされている。例として、金、PLGA、リポソーム、デンドリマー、カーボンナノ

チューブなど様々な材料が挙げられる[8-12]。これら材料は、ナノメートルスケール(~200 

nm)であるが、サイズや構造が不均一なものの混合物であるといえる。たとえば水溶性高分

子のナノ粒子は通常、分子量の分散が大きいことが知られている。またその他のナノ材料に

おいても、ラジカル重合などの化学反応を用いて形成されていることから、その構造やサイ

ズが全く均一であるということはありえない。このような構造サイズの不均一性は、ナノメ

ディシンの精度を高めるうえでの障害となる可能性がある。 

そこで新たに注目されているのが、生体高分子であるタンパク質を用いたナノ粒子であ

る。遺伝子工学的に作製するタンパク質は合成高分子と比べ分子量の分布がほとんどなく、

それぞれの一次構造もほぼ一義的に決まっている。高次構造を形成すると、それに応じて新
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しい機能を発現できる点が合成高分子にはない大きな特徴である。これらの特徴から、タン

パク質を用いることで高機能なナノ粒子の構築が期待できる。そこで次節では、ナノ粒子の

材料として注目を集めているエラスチンについて説明し、それを用いた研究を紹介する。 

 

1.3 タンパク質粒子材料としてのエラスチン 

 

1.3.1 天然エラスチンとトロポエラスチン 

エラスチンは、様々な組織に見られる主要な細胞外マトリックスであり、伸縮性や反跳性

などの機能を付与する弾性繊維の主要な構造要素である。一生を通じて継続的な代謝回転

が行われないため、耐久性に非常に優れており、例えばヒトの胸部動脈の場合、エラスチン

は機械的な損傷を受けずに数十億回の拡張と収縮サイクルに耐えることが出来る。トロポ

エラスチンは、化学結合によって架橋することでエラスチンネットワークを形成する約 

800 残基のアミノ酸からなる分子量約 72kDa の前駆体分子であり、水に不溶であり耐久

性が高く、半減期は 70 年である[13]。トロポエラスチンの構造は、疎水性ドメインと親水

性ドメインが交互に続く特徴を持っており、各ドメインは一般的に異なるエキソンにより

コードされている[14-15]。疎水性ドメインはグリシン（Gly）、バリン（Val）、アラニン（Ala）、

プロリン（Pro）残基の繰り返し配列によって構成されており、(例：Gly-Val-Gly-Val-Pro、

Gly-Val-Pro-Gly-Val、Gly-Val-Gly-Val-Ala-Pro)、親水性領域は主としてリジン（Lys）残基

が点在した Ala繰り返し配列(例：Ala-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala)によって構成

されている[13]。トロポエラスチン分子は、相転移温度（Tt）よりも低い水溶液中では可溶

性を示す一方で、温度が Ttを超えると急激な相転移を起こし、ポリペプチドの脱溶媒和お

よび凝集を引き起こす。このコアセルベーションプロセスにおいて、繊維状構造の形成が観

察され、トロポエラスチン分子のアラインメントがエラスチンネットワークの集合におい

て重要な因子であるということが明らかとなった[16-17]。 Keeley らは、ヒトエラスチン
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をベースとして、組換えにより発現したポリペプチドが、実際に整列し、原線維を形成する

能力を有することを示した[18]。これにより、疎水性ドメインの相互作用は、分子間で架橋

する Lys残基を含む親水性ドメインの位置がベースとなっていることを提唱した[13]（Fig. 

1.1）。  

Tt を介した加熱時のトロポエラスチンのコアセルベーションは、タンパク質の分子内お

よび分子間の熱力学的なエントロピーの増加によって引き起こされている。Tt より高温の

状態でのこのコアセルベーションにおける熱力学的選択は、水和した水分子のエントロピ

ーが大きく関わっている。 Ttより低い温度では、バルク水よりも低いエントロピーの水分

子層によって非極性側鎖が水和している。温度が上昇すると、非極性側鎖が分子内および分

子間での接触を起こし、結合水分子が遊離し、そのエントロピーの増加がタンパク質のエン

トロピーの減少を補う[19-20]。このプロセスは、温度を上げるとトロポエラスチンの溶解

度が低下し、Tt 以下に冷却しても可逆的であるため、高分子工学において、下限臨界溶液

温度（LCST）挙動と呼ばれている。次節では、トロポエラスチン中で見出された合成ポリ

ペプチドの LCST挙動について解説していく。 

 

1.3.2 ELPの LCST挙動 

Urry らは、トロポエラスチンおよびその配列中に見出される繰り返し配列(ELP)につい

て広範囲に研究し、合成ポリペプチド Val-Pro-Gly-Val-Gly（VPGVG）繰り返し配列が、ト

ロポエラスチンと同様の挙動でコアセルベートすることを見出した[16,21]。この VPGVG

繰り返し配列は、トロポエラスチンのコアセルベーションにおける単純モデルとなり、Tt以

上の加熱によって Fig. 1.2 に示した構造変化を引き起こす。具体的には、ポリペプチドが、

Tt 以下でのランダムコイル構造から、 Tt 以上でのβスパイラルへとコンフォメーション

が変化し、同時に水和水分子を放出する[20,22-23]。 βスパイラル構造は、VPGVG繰り返

し配列により形成される II型のβターンにより構成される。 Proおよび Gly残基は、βタ
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ーンのコンフォメーションの維持に重要であるが、残りの Val残基は、天然アミノ酸もしく

は一部の非天然アミノ酸に置換することができる[20,24-25]。このような繰り返し配列の立

体構造はβスパイラルをとっているといわれているが、歪んだβスパイラルの立体構造を

取っていることも報告されている[25]。しかし、ELPs が Tt 以下において既にβスパイラ

ル構造をとることも報告されており、前述のランダムコイルから構造化したβスパイラル

への立体構造の変化以外のメカニズムによって LCST 挙動を引き起こしている可能性も残

っている[26]。このように ELPの LCST挙動のメカニズムは全て解明されているわけでは

ない[27]。 

Urry らは、ELP と呼ばれるエラスチンの GVGVP 繰り返し配列に基づいて LCST 挙動

の異なる様々なポリペプチドを開発した[28]。そのモデルは Gly-Xaa-Gly-Val-Pro（GXGVP）

の 5 つのアミノ酸ユニットから成るポリペプチドであり、2 番目の残基は L-プロリンを除

く任意の天然アミノ酸で構成される。通常、ELP- [XiYjZk-n]という表記で記述され、括弧内

の大文字は、ペンタペプチド繰り返し中の Xaa ゲスト残基のアミノ酸 1 文字表記、下付き

文字は、そのゲスト残基の割合を示し、nはペンタペプチドの繰り返し数を表す。まずゲス

ト残基を変化させることにより、ELPの LCST挙動を調整できることが分かっている。例

えばこの残基の疎水性を増加させると、Ttが減少する。 ゲスト残基の置換は、Ttへの影響

が大きいため、ELP の LCST 挙動を改変するのに広く使用される方法である。しかし、

GXGVP のゲスト残基以外の残基を変更することで、ELP の性質を大きく変えることも可

能である。例えば、GXGVPの 3番目のグリシンをアラニン残基へと置換し、ゲスト残基を

バリンとした（GVAVP）nや、4番目のバリンをアラニンへ置換した（GVGAP）nなどは、

可逆的な弾性を全く示さなくなる[19,29]。一方で、4番目のバリンをイソロイシンに置換す

ると、LCST挙動の可逆的な弾性は保ち続ける[30]。 

ELP に劇的な変化をもたらす置換として、GXGVP の 1 番目のグリシンをアラニン残基

に変え、ゲスト残基をバリンとした置換した（AVGVP）nポリマーがある[31]。このポリマ
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ーは Tt以上の加熱による凝集時にヒステリシスを示し、エラストマーよりも可塑性となる

ため、再度 Tt以下に戻してもモノマーへと解離しない(Fig.1.4[A])[32]。構造変化を維持し

続けるという、不可逆的な LCST挙動を示すこの（AVGVP）nは安定な微粒子材料の設計

において非常に有用であるといえる。 

また、アミノ酸の組成だけでなく、ELPの全鎖長も Ttに大きな影響を及ぼす[33]。この

効果は分子量が低い ELPにおいて最も高く、ELPの鎖長を調整することで任意の温度領域

において LCST を示すよう設計することもできる[34]。このようにゲスト残基の選択やポ

リペプチドの全長を考慮した ELPの設計をすることで、Ttを自在に操ることができる。ま

た ELPの LCSTを変化できる重要な要素として、ELP溶液の塩濃度がある[35-36]。 Cho

らはHofmeisterシリーズにおける広範囲なカオトロピックおよびコスモトロピックなアニ

オンについて、塩濃度の増加とともに ELPの Ttが減少することを示した[37-38]。さらに、

ELP の濃度を変えることで、ELP の設計が完了した後に Tt を変更することも可能である

[39]。しかし、濃度に対して Ttが対数依存的であり変化量が制限されているため、Ttに対

する ELP の濃度の影響は一般的にはかなり小さく、Tt はほとんど ELP 配列のデザインに

依存しているといえる。 

このような検討により設計されたELPの作製はこれまで長時間にわたる有機合成により

行われてきたが、組換え DNA技術の台頭により、従来よりも正確に規定された配列および

分子量を有するポリペプチドが作製できるようになった。 遺伝子工学により ELP を産生

する一般的な方法として、ライゲーションによって作製した ELP配列をコードするプラス

ミドによって形質転換された大腸菌を使用する方法があり[39]、このほかにも様々な技術が

利用されている[33,40-41]。これら技術による優れた配列制御により、特異的な温度特性と

自己組織化能を持つ ELP の設計が可能となった。さらに、組み換え技術により ELP ブロ

ックコポリマーのような複雑なポリペプチドが容易に作製することができるようになった

[42-43]。 次節ではそれらによって形成されるナノ粒子について詳しく説明していく。 
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1.4  ELPにより構成されるナノ粒子 

 

1.4.1  Ttの分散による両親媒性ミセル形成 

ELP ポリペプチドは、温度の上昇によって刺激応答してナノ粒子を形成することが示さ

れている。この現象は、ELPの設計を変えることで粒子サイズや Ttを調整することもでき

る。ナノサイズに制御された温度応答性粒子を作製するため、2 種類以上の ELP ブロック

を融合したジブロックコポリマーが開発されている[44]。このジブロックコポリマーは 1つ

の ELPをベースにして、性質の異なる ELP配列もしくは生体分子鎖から構成される。Fig. 

1.3に、Ttを経て相転移する際の ELPのジブロックコポリマーの自己集合の一般的原理を

示す。 2つの ELPブロックは、異なる極性のゲスト残基を用いることによって、異なる Tt

を有するように設計される。疎水性ブロックの Ttが親水性ブロックの Ttよりも低いので、

疎水性ブロックが凝縮した状態において親水性ブロックがランダムコイルコンフォメーシ

ョンをとる範囲の温度が存在する。この温度範囲内で、両親媒性が誘発され、ELP ブロッ

クコポリマーは自己集合して、サイズの分散が低い粒子になりミセル状の形態をとる。親水

性ブロックの Ttを超える加熱を行うと、全構造の凝集が引き起こるが、これは、形態とサ

イズの制御が全くできないため、一般的に望ましくない。そのため、生理学的温度において

ミセル構造を維持するような Tt をもつブロックコポリマーを作製することが重要である。

次章ではこの ELPブロックコポリマーの設計について述べる。 

 

1.4.2 ELPジブロックコポリマー 

温度応答性の自己集合によってナノ粒子を形成する ELPジブロックコポリマーを初めて

示した例として、Conticello らの研究が挙げられる [45]。彼らは疎水性ドメイン 

[VPGEG(IPGAG)4] 14および親水性ドメイン[VPGFG(IPGVG)4] 16の ELP配列を融合した

ジブロックコポリマーを開発した。それぞれのゲスト残基は一定の温度において極性に差
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が出るように設計しているため Ttに差を生み出している。Ttより低い温度では、このジブ

ロックコポリマーは、主にユニマーポリペプチド鎖として存在していたが、 Tt 以上では、

疎水性ブロックの脱水によりナノ粒子の形成をもたらし、平均直径 87±15nm の単分散な

粒子が観察された。 

さらに、ELPの組成を正確に制御することにより、自己集合能を制御することができる。

Chilkoti らは、球状のナノ粒子へと自己組織化できる、2 つの異なる ELP ブロックに基づ

いたブロックコポリマーを開発した。 ELPゲスト残基を変化させることにより、親水性ブ

ロック ELP-[VPGVG(VPGGG)7(VPGAG)8]n および疎水性ブロックの ELP-[VPGVG]m を

融合したブロックコポリマーを作製した[43,46]。低温側の Tt以上に加熱すると、疎水性ブ

ロックが凝集し、高温側の Ttまでの 8～10℃の範囲で安定な単分散の球状ナノ粒子が形成

される。さらに 2 つのブロックの長さを調整することで、ジブロックコポリマーがナノ粒

子を形成する臨界ミセル温度(CMT)を最大限に拡大させることが可能になった。また、ELP

ブロックコポリマー中にシステイン残基を導入し、ジスルフィド結合によって分子内架橋

することでナノ粒子を安定化させる試みや[47-48]、ELPブロックコポリマーのN末端にリ

ジン残基を組み込み、自己集合後のアミン反応性試薬による架橋により、低温側の Tt以下

の温度まで下げても分解しない安定なナノ粒子を形成させる試みがなされている[49-50]。

医療分野においては、サンプルの温度変化や、血漿タンパク質やリポペプチド等の両親媒性

物質と接触する可能性があるため、ELP ベースのナノ粒子の安定性を向上することは特に

重要とされている。 
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1.4.3 ELPハイブリッドポリマー 

前節では、複数の ELP ブロックからなるコポリマーによるナノ粒子の設計を説明した。

しかし、ELP 同士の融合ではなく、他の生体高分子や低分子を融合し、その性質によって

LCST 挙動を制御する試みもなされている[35,51]。Smits らは、ポリエチレングリコール

(PEG)をELPに融合したELP-PEGハイブリッドポリマーを作製した[52]。ELPは疎水性、

PEGは親水性であるため、塩濃度の上昇よって ELPの転移が起こり、自己集合によってミ

セル状のナノ粒子が形成された。またシルク様ポリペプチドと ELPを融合したシルクエラ

スチン様ポリマー（SELP）も開発されており、ELP に低温での凝集性を持たせることで、

自己集合化よりナノ粒子のみならずハイドロゲル、ナノファイバーなどの様々な規則的構

造を取ることが明らかとなっている[53-57]。そのほかにも、疎水性低分子薬物[58]、一本鎖

DNA[59]、短鎖ペプチド[60]、ウイルスコートタンパク質[61-63]、などの融合によってナノ

粒子を形成するハイブリッドポリマーの作製が試みられている。当研究室では Fujitaらが、

(GVGVP)n に負電荷を有するポリアスパラギン酸を融合したハイブリッドポリマーを作製

し、静電的な反発力と親水性を利用することで生理条件下(37℃, pH 7.4)付近における 100 

nm以下の粒子形成、および ELPの配向性を制御することに成功した[64]。また Haraらは

(GVGVP)n と比較して高い構造安定性を有する(AVGVP)n にポリアスパラギン酸を付加す

ることで、凝集体のサイズ、および分子配向の制御能に加え、温度変化に強く、より安定性

が高いナノ粒子を構築することに成功している(Fig. 1.4(B))。さらにこのハイブリッドポリ

マーに標的リガンドを融合させることで、ELP ナノ粒子を特定の領域に標的化することに

も成功している[65,66]。 

以上のように ELPによって構成されるナノ粒子は、生物医学への応用において理想的な

材料となりうる。特に ELPベースで構築する大きな利点は、生分解性および生体適合性に

優れていることである。実際、エラスターゼやコラゲナーゼによるに対する ELPの分解が

報告されている[67]。また生体適合性の高さは、Urryらによって報告されており、ELPが
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非毒性で非突然変異誘発性、また非免疫原性であることを示している[68]。このように ELP

で構成されたナノ粒子はナノメディスンとして高い素質を有することを示唆している。次

節以降では、ELP ナノ粒子の医療分野への展開として、バイオセンシングシステムとドラ

ッグデリバリーシステム(DDS) への応用に焦点を当てて解説する。 

 

1.5 ELPナノ粒子のバイオセンシングへの応用 

 

1.5.1 ELISAによる腫瘍マーカーの検出 

バイオセンシングシステムの中でもEnzyme-Linked Immuno Sorbent Assay ( ELISA )

は、抗原に対する特異抗体を反応させ、さらなる抗原・抗体反応、あるいは化学反応

を組み合わせて特異抗体と標識物質の免疫複合体を形成し、最終的に標識酵素の発色

反応や、発光反応によって抗原の存在を可視化・定量化する分析手法である。この方

法は、検出のターゲットである抗原を精製せずにその存在量を定量できるため、ライフサ

イエンス分野やバイオ研究分野において広く普及している[69]。特に医療検査において

は、その手軽さと汎用性の高さからELISAが取り入れられ、患者の体内の異変を血液や尿

などの体液中で検知することで、幅広く貢献している。 

 検出対象となる物質はアレルギー源、病原体、各種ホルモン等さまざま存在するが、中で

も腫瘍マーカーの検出は、現代病ともいえるがんの早期発見につながることから、いち早く

ELISA の検出対象として研究が進められてきた。腫瘍マーカーの ELISA 検出として最も

よく知られ、研究例も多いのが、前立腺特異抗原 (PSA)である。1979年Wangらが精漿か

ら PSAの精製に初めて成功し[70]、1980年に KuriyamaらによってHRP標識した抗 PSA

抗体を用いて血清中の PSAが ELISAで定量化された[71]。1994 年に前立腺がんの症状を

示さなくとも PSA 濃度が高い個人では、前立腺がんのリスクが高まるという研究結果を受
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け、PSA は前立腺がんのスクリーニング用マーカーとして FDA に認可された。そのほか

にも、大腸がん、胃がん患者の血中に多く見られる癌胎児性抗原(CEA)、肝臓がん患者の血

中に多く見られるα-フェトプロテイン(AFP)の検出法として、ELISA が取り入れられてい

る [72]。 

しかし現行では、癌患者でもその血中濃度はごく微量であるため、疾病が進行する前に

早期発見するための検出感度は不十分な場合も多く、これまで以上に高感度なセンシング

システムの開発が急務とされている。そこで近年では、ナノ粒子を用いて、ELISAの感度

を向上させる手法が研究されており、ナノ粒子の表面に酵素等のシグナル標識物質を複数

提示させて利用することで、腫瘍マーカーの検出感度を向上させる技術が開発されてい

る。次章ではシグナル物質を整列提示したナノ粒子からなる検出プローブによるELISAの

高感度化について解説する。 

 

1.5.2  ナノ粒子をベースとした高感度化 

前節で述べたように、抗原(標的物質)とそれに対する抗体を取得さえすれば、ELISA は

様々な物質の検出系として応用することができる。しかしながら、医療検査において ELISA

が有用なものであるためには、さらに高感度でなければならない。バイオマーカーが超低濃

度の時点、つまり疾患を早期かつ兆候が見える前のステージで検知し適切な診断を施せば、

死亡率低下もしくは生存率向上につながる。そのためには、シグナル増幅の役割を持つ酵素

を改良する必要性がある。そこで近年ではナノ材料を利用して酵素を増幅させた研究が盛

んに行われており、その代表的なナノ材料として金ナノ粒子が挙げられる。 

金ナノ粒子とは、1 µm 以下の金微粒子が流体中に分散しているコロイドのことである。

特に、金により構成されたナノ粒子 (AuNP)は、大きさや形状、表面の化学的特性、あるい

は凝集状態を変化させることで、粒子の光学的・電子的特性を調整することが可能であるた

め、有機太陽電池、センサープローブ、治療薬、生物医学用ドラッグデリバリー、触媒をは
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じめとするさまざまな分野で利用されている [73-78]。また金ナノ粒子は、特有の物理化学

特性を有しているため、金ナノ粒子上に DNAや、抗体、その他さまざまな生体分子を提示

させることができる [79-81]。この特性を利用して、金ナノ粒子に酵素を提示し、1標的物

質あたりに複数の酵素を提示した高感度な ELISA 用検出プローブの作製が行われている。

Ambroshi らは金ナノ粒子表面に HRP標識抗体を複数提示させたナノ複合体を作製し、乳

がんのバイオマーカーである CA15-3 に対して複数の HRP を結合させることで ELISA に

よる検出の高感度化に成功した(Fig.1.5) [82]。また、Zyou らは金ナノ粒子表面に複数の

HRP と二次抗体を提示したプローブを作製することで、pg/ml オーダーで検出できる従来

よりも高感度な Pb(Ⅱ)の検出システムを構築した[83]。また Jiaらは、金ナノ粒子表面に複

数のHRPと検出抗体を提示し、抗原を介して捕捉抗体が提示された磁性マイクロ粒子と結

合することで標的物質をpg/mlオーダーで特異的に検出するNano-ELISAを開発した[84]。

金ナノ粒子を用いる利点として、粒子自体が安定で、低コストであることが挙げられる。し

かし、金ナノ粒子は粒径の制御が難しい上に凝集しやすく、酵素の提示数の違いで ELISA

の定量性に影響を与えやすいこと、酵素を複数提示させるための表面積が十分でないこと

が問題点として挙げられる。 

また、ナノカーボンを材料として ELISAを高感度化させる試みも数多くある。ナノカー

ボンは、ナノメートルの大きさの構造をもつカーボン（炭素）からなり、人工的に作製され

た物質である。ナノカーボンは重量当たりの表面積が広く、抗体や酵素といった生体分子と

の結合が容易なため、生化学分析のアプリケーションとしての利用が可能である [85-88]。

そのため、このナノカーボンに酵素を提示し、1標的物質あたりに複数の酵素を提示した高

感度な ELISA用検出プローブの作製が行われている。 

カーボンナノチューブ(CNT)は円筒状で、直径が 1 nm、長さが 1 µm程度の微小で細長

い形状をしたナノカーボンである。円筒面はグラファイトの一原子層であるグラフェンを

丸めた形であり、炭素原子は六方格子をとっている。Zhangらは、多層の CNTの表面上に
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多数の HRP と二次抗体を共有結合により提示し、血管拡張性失調症変異タンパク質を 0.2 

fg/mlの検出限界で高感度に検出できる ELISAを開発した[89]。Chunglokらも単層のカー

ボンナノチューブにHRPとHRP標識抗ネズミチフス菌抗体を提示させた複合体を作製し、

サルモネラ菌の高感度アッセイを可能にした [90]。 

ナノカーボンを用いる利点として、単位重量当たりの表面積が大きく、酵素を多数提示し

やすいことが挙げられる。しかし欠点として、これらナノカーボンの作製は研究途上である

ため、均一なサイズで作製することが難しいこと、大量生産ができないことなどが挙げられ

る。 

 

1.5.3 ELPナノ粒子による ELISAの高感度化  

 前節では金ナノ粒子、ナノカーボンを利用した ELISAの高感度化の取り組みについて述

べた。いずれの場合も、1つの分子に多数の酵素を提示することが高感度化につながってい

る。一方で、これらの分子は、粒径等のサイズ制御が困難であるといわれている。そこで本

研究では、ELPを基盤としたタンパク質ナノ粒子に着目した。ELPで構成されたナノ粒子

は均一なサイズを持っているため、ELISA における酵素担体として非常に高い素質を有す

ることが示唆される。また優れた自己集合性と高い生体適合性を有することから、生体医工

学およびナノテクノロジーの分野において大きな潜在性を秘めたナノ素材といえる。そこ

で本研究では、このタンパク質ナノ粒子をベースとして表層に機能付加を行うことで、

ELISA における検出プローブとしての応用を考えた。具体的には発光能を有する酵素とし

て Nano Luciferase、およびビオチン化配列である Biotin Accepter Peptideを、ナノ粒子

を形成するするハイブリッドポリマーに融合し、発光能とアビジンを介した抗体結合能の

付加を行った。次項と次々項では、それぞれの機能付加の役割について、詳しく解説する。 
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1.5.4 Nano Luciferase による発光能付加 

生命科学研究で用いられる多くの定量方法の中でも、生物発光に基づく分析法はその特

性である高い感度と使い易さにより広く汎用されている。生物発光とは、生物体による光エ

ネルギーの放出形態のことで、バクテリア、菌類、原生動物、魚類、昆虫そのほか広く観察

されている。ルシフェラーゼを触媒として、ルシフェリンが酸化発光するホタル、ウミホタ

ル、ホタルイカなどの例がよく知られている。この生物発光を標識酵素としたイムノアッセ

イはいくつか報告されている。De Lucka らはホタルルシフェラーゼを標識酵素とする

methotrexate、dinitrophenol (DNP)、trinitrotoluene (TNT) の発光イムノアッセイを開発

した[91-92]。 

 生物発光を用いたイムノアッセイの特徴としては、① 高感度であり、微量分析の検出が

可能であること ② 定量性の範囲の幅が広く、数オーダーにわたっていること ③ 光源が

不要であるため迷光がないこと ④ 反応が迅速で秒単位の短時間で分析できること など

があげられる。一方で欠点としては、ルシフェラーゼを用いる場合には、酵素が不安定であ

ることがあげられる。 

Nano Luciferase (Nluc) は、2012年にプロメガ社によって開発された、他のルシフェラ

ーゼと比較して最も比活性の高いトゲオキヒオドシエビ (Oplophorus gracilirostris）由来

のルシフェラーゼである。このルシフェラーゼは基質として Frimazine と酸素分子を利用

することにより、アデノシン三リン酸 (ATP) の非存在下で、長寿命なグロータイプの生物

発光が生じる。さらに Nlucは、低分子量 (171アミノ酸、19kDa)、高い物理的安定性、翻

訳語修飾が必要ないことなど、様々な利点を有している[93]。 

本研究では、シグナル発光の役割を果たす酵素として、Nluc を利用した。優れた比活性

を有するNlucを融合タンパク質に導入することで、検出プローブの高感度化が期待できる。

また発光寿命が長く、安定性が高いため、生物発光を利用したイムノアッセイにおける欠点

であった「酵素の不安定さ」を改善できると期待できる。さらには、分子量が低いため、ナ
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ノ構造体の作製時やアッセイ系において立体障害を最小限に抑えることが可能であると考

えられる。 

 

1.5.5 Biotin Acceptor Peptideによる抗体結合能付加 

イムノアッセイ等における物質の標識方法の 1 つとして、アビジン又はストレプトアビ

ジンと、ビオチン間の結合を利用する方法がある。これらの結合は解離定数が極めて小さい

ため、検出感度の向上や定量的なアッセイを行なうために有用である。例えば、検体中に存

在する抗原を検出するイムノアッセイの場合、抗原に結合したビオチン化抗体を、酵素標識

したアビジンまたはストレプトアビジンと反応させ、残存した標識の活性を測定すること

が行われている。また、抗体等のビオチン化のために、被ビオチン化物質のアミノ基、カル

ボキシル基、チオール基などを利用してビオチンを固定化するビオチン化試薬が市販され

ている。しかし、化学試薬はタンパク質の活性部位にも非特異に結合してしまうため、タン

パク質の機能を阻害してしまうという問題点があった。そのため、タンパク質の機能を阻害

することのない、特異的な標識技術の開発が望まれていた。 

細胞内に存在するビオチンリガーゼによって認識されるタンパク質ドメインは、生物種

を越えて広く保存されており、このタンパク質ドメインを融合した種々のタンパク質が生

体内でビオチン化されることが報告されている [94]。しかし、このビオチン化されうるド

メインは、最も小さいものでも 75 アミノ酸残基を必要とする大きなポリペプチドである。

より小さな部位特異的ビオチン化タグを開発するために、種々のビオチン酵素のビオチン

周辺配列を模倣し、15～27 残基のランダムなアミノ酸配列を持つペプチドライブラリーを

構築し、大腸菌内でビオチン化するペプチド配列が探索された。Biotin Accepter Peptide 

(BAP)と名づけられた短いペプチドは、大腸菌のビオチンリガーゼにより効率的にビオチン

化されることが見出された [95]。 

本研究では、ビオチン標識された抗体との結合を目的として、BAP 配列を融合タンパク
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質に導入した。ビオチン化された融合タンパク質は、アビジンを介することで、ビオチン標

識抗体－アビジン－融合タンパク質の複合体を形成することができ、間接的に抗体結合能

を付加することが可能であると期待される。 

 

1.6  ELPナノ粒子の DDSへの応用 

 

1.6.1 DDSとナノキャリア 

 薬物の体内動態を考慮した製剤設計により医薬品を開発する場合、薬物を効率的に疾患

部位に送り届けることが最終的な目標であり、その考え方の原点には、ドラッグデリバリー

システム(DDS）の概念が存在する。DDS は、従来の治療薬よりも治癒効果を向上させる方

法や，副作用を軽減する方法を考える分野であり、実際には、薬物送達を①場所、②時間、

③量 を制御して行うための技術を開発することが目標である。DDSは、標的部位に到達し

てから元の化合物に戻り、薬効を発揮させるプロドラックや、PEG や糖鎖を修飾し、粘膜

透過性の促進、排泄、分布、代謝を変化させるハイブリッド薬物など、薬物そのものを化学

修飾する戦略がある。しかし新たな戦略としてナノ材料に薬物を封入あるいは吸着して体

内動態を制御する「ナノキャリアによる DDS」が注目を集めている[96]。一般的な低分子

化合物薬は、単独で体内に静脈投与すると、血中を循環した後、腎臓を経由して迅速に排泄

される。よって標的部位に到達できる薬物はごくわずかであり、体内分布は非特異的なもの

となってしまう。これに対し、ナノキャリア(10~200 nm) に封入した薬物を血中に投与す

ると、糸球体の濾過サイズが 5 nm であるため腎臓からの排泄を防ぐことができ、血中滞

留性が改善される。また Klibanovらは、キャリア表面を親水性の PEGで修飾することで、

肝臓、脾臓に分布している単核食細胞系(MPS)からの捕捉を防ぎ、血中滞留性が劇的に向上

することを提唱した[97]。さらにMaeda、Matsumuraらによって、血中の粒子径 200 nm

以下のキャリアが、がん新性血管の漏出性と未発達なリンパ管によって、がん周囲に蓄積す
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る EPR(Enhanced Permeability and Retention) 効果を示すことを明らかにした[98-99]。

このような血中滞留性向上やEPR効果などの生体に備わった機能を受け身に利用する標的

化をパッシブターゲティングと呼ぶ。実際に in vivo で薬物キャリアを用いた研究は

Kataoka らにより行われ、抗がん剤アドリアマイシンを内包したがんターゲティングキャ

リアを開発し、安定な血液循環と固形がんに対する高い抗がん活性を示した[100]。これ以

降、抗がん剤をキャリアに内包し、EPR 効果によってがん細胞に蓄積させる試みが広く行

われるようになった。そこで次節では、様々なナノ粒子を薬物内包キャリアとして利用した

DDS研究について紹介する。 

 

1.6.2 様々な材料をベースとしたナノキャリアによる DDS 

これまで、臨床応用を目指し様々なナノサイズのキャリアの開発が行われてきた。がん治

療を目的として既に医薬品に応用されているもの、もしくはこれからの応用が期待されて

いるキャリア材料について解説する。 

まず DDSキャリアとして最も広く研究されてきたナノ粒子として、リポソームが挙げら

れる。リポソームはリン脂質二重膜から構成される小胞であり、生体適合性と抗原性の面で

大きく優れている。当初は細網内皮系(RES)のMPS に取り込まれやすいという生物学的な

問題が大きな障壁となっていたが[101]、Young らが、表面を PEG で修飾したステルス性

リポソームを開発し、免疫活性化タンパク質の非特異的な吸着を抑えることで血中滞留性

とそれに伴う EPR効果を高めた[102]。これに伴い、抗がん剤を封入した PEG-リポソーム

キャリアの治療効果の検討が進められ、既にドキソルビシンを封入したリポソーム製剤

(DOXIL®)として上市されている。また McNeeley らは、PEG-リポソーム間にシステイン

切断配列を挿入した機能性粒子を開発し、がん細胞到達後のシステインの投与により、立体

障害となる PEG修飾を本体から脱離させることで、薬物送達能の向上を報告した[103]。し

かしながらリポソームは均一サイズでの調製が難しく、継時的に不安定である場合が多い
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ため、DDSの精度をさらに高めていくことは困難である場合が多い。 

生体適合性かつ生分解性に優れている PLGA(乳酸－グリコール共重合体)ナノ粒子も

DDS キャリアの候補として注目されている。作製法を最適化することで薬剤の内包効率や

徐放性を制御可能であり、その機能性の高さから DDS 研究での応用展開が図られている

[104]。Fonsecaらは、抗がん剤 Paclitaxelを内包した 200 nm以下の PLGA ナノ粒子を作

製し、抗がん剤単独投与よりも高いがん細胞内取り込み率であることを報告した[105]。ま

た、Sannaらは、糖類のキトサンを修飾したカチオン性 PLGA ナノ粒子を開発し、アニオ

ン性の細胞表面への親和性と吸着性を高めることで、薬剤を細胞内へ効率よく取り込ませ

ることに成功した[106]。数々の研究成果が功を奏し、既にリュープロレリン酢酸塩を含有

した PLGA ナノ粒子の医薬品であるリュープリンが前立腺がんの治療薬として市販されて

いる。しかしながら、PLGA は熱や水分の影響を受けやすく、特有の高付着性・高凝集性を

示すため、粒子サイズが増大し、RES に取り込まれやすくなり、薬効が低下するといった

欠点がある。 

 金ナノ粒子も DDSキャリアの候補の 1つである。金ナノ粒子はリポソーム (100 nm)や

PLGA (50 nm～200 nm)では作ることのできない 20nm以下の範囲でナノ粒子を作製する

ことができ、サイズ調整と粒子表面への化学物質の修飾が容易であること、イメージングへ

の応用が可能であることから、新しい DDSナノキャリアとして期待されている[107-108]。

Zhang らは、桿状の金ナノ粒子表面にシリカをコーティングした抗がん剤ドキソルビシン

内包型金ナノロッドを開発した。シリカコーティングにより粒子の薬剤内包量と生体適合

性を向上させ、さらに抗がん剤の DDSと同時にがん細胞に蓄積した金ナノ粒子の近赤外光

を吸収する性質を利用して生体内イメージングすることで、がんの診断と治療を同時に行

えるセラノスティクス技術を確立した[109]。また Deng らは、生分解性のブロックコポリ

マーと金ナノ粒子を複合した、ドキソルビシン内包型キャリアを開発した。金ナノ粒子が強

力な近赤外光照射により局在表面プラズモン共鳴を起こし発熱することで熱に比較的弱い
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がん細胞を殺傷するため、抗がん剤療法と温熱療法を同時に行える優れた特性を示した

[110]。このように金ナノ粒子を利用することでマルチな特性をキャリアに付与できるため、

臨床試験が盛んにおこなわれているが、生分解性を持たず、生体に存在しない無機物である

ため、安全性の確保が必要であり、キャリアとしての実用化には至っていない。 

これら材料の、サイズの不均一性や、体内での安定性、生分解性、生体毒性といった種々

の欠点は、体内における薬物動態の精度を高めていく上では大きな障害となりうる。また、

ボトムアップでキャリアに機能付加する場合、化学修飾に頼らざるを得ないため、構造が複

雑化するほどコストの高騰が避けられず、医薬品としての実現化が遠のいてしまう。そこで

新たに、生体高分子を用いた DDSキャリアが注目されている。生体高分子は、生体を構成

する高分子の総称であり、単分散でそれぞれの一次構造もほぼ一義的に決まっている。また

高次構造を形成すると、それに応じて新しい機能を発現できることが他の材料にはない大

きな特徴である。よって、生体高分子を利用することで高機能な DDSキャリアの構築が可

能であると考えられる。そこで次項では、生体高分子の中でも ELPをキャリアとした DDS

研究を紹介する。 

  

1.6.3 ELPナノ粒子をキャリアとした DDS 

タンパク質を用いたキャリア設計は、生体適合性や低抗原性、生分解性などの条件を備え

たキャリア構築が期待できる。またタンパク質は分子設計が DNA の配列で規定されるた

め、リポソームや金ナノ粒子といった DDSキャリアに比べ、単分散のものが作製できると

いう利点がある。さらに、他のタンパク質のドメインやモチーフを組み入れることで機能付

加が可能となり、簡便に目的に沿った融合タンパク質を構築できる。これらの利点より、タ

ンパク質をベースとした DDS キャリアが期待されている。タンパク質の中でも特に ELP

は優れた自己集合性と生体適合性から、DDS の分野において大きな潜在性を秘めた分子素

材といえる[111]。事実 Chilkoti[112-113]、Urry[28, 68]、Rodriguez [114-115]らの研究グ
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ループなどを中心に、DDS キャリアや細胞足場材料などへの応用が報告されている。

MacKey らは、ELP の疎水基の部分に、Cys 残基を複数導入した両親媒性ポリマーを作製

し、マレイミド修飾した疎水性抗がん剤を大量封入できるナノ粒子を作製し、マウスモデル

における高い抗腫瘍効果を示した[58, 116-117]。また Soonらは、2種類の両親媒性ポリマ

ーを混合し、複数の相転移温度を持つナノ粒子を作製し、2段階の構造変化により薬剤の内

包に加え放出が行えることを示した[118]。これらのタンパク質キャリアは、EPR効果を考

慮した 100 nm以下の粒子径制御がなされており、がん治療を目的とした DDSキャリアと

して実現が期待されている。しかし、Cabral により 100 nm以下の粒子は血管を透過して

腫瘍組織には移行するものの、がん環境の性質によっては間質に留まり、がん細胞まで到達

できないことが報告された[119]。よってがん治療へ応用するには、EPR効果などのパッシ

ブターゲティングだけでなく、キャリア自体の機能付加により能動的に標的指向性を高め

るアクティブターゲティングを行う必要がある。次項ではキャリアのアクティブターゲテ

ィングに焦点を当てる。 

 

1.6.4 キャリアの細胞標的化 

疾患に対する治療において最も理想とされ薬物治療法は、薬物を適切な部位のみに送達

することであり、中でも直接疾患部位への選択的結合性を利用して能動的に送達できる標

的化戦略をアクティブターゲティングと呼ぶ。キャリアに標的能を持たせることは、表面に

抗体やペプチド等の機能性分子を付加することにより可能となる。抗体を利用した例とし

ては、Swaminathanがいくつかの種類のがん幹細胞で過剰発現している糖タンパク質であ

る CD133 を標的として[120]、抗 CD133 抗体を修飾した抗がん剤内包 PLGA ナノ粒子を

作製し、肺がんモデルマウスにおいて腫瘍の肥大化を抑制した[121]。ペプチドを利用した

例では Chilkotiらが、がん細胞に過剰発現しているα5β3インテグリンに特異的に結合す

る細胞接着配列である RGD 配列を ELP ポリマーの疎水性末端に融合し、がん細胞標的能
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を持った抗がん剤内包ミセルを構築することに成功した[122]。さらに ELPポリマーに癌細

胞の血管細胞に過剰発現している CD13 受容体のリガンドである NGR トリペプチドを融

合させることで、癌の血管組織への標的も試みている[123]。また、Yangらはがん細胞と同

様にリンパ管腫瘍に特異的に結合する LyP-1の環状ペプチド[124]を表面修飾した抗がん剤

内封リポソームを開発し、マウスの肺腺がんのリンパ管腫瘍の転移を抑制した[125]。一般

的にターゲティングツールとして用いられるペプチドは抗原性が低く、短鎖で立体障害等

の影響を与えないため、標的化キャリアに適したリガンドであるといえる[126]。 

 

1.6.5 キャリアの細胞内輸送化 

前述のように、標的細胞への到達性を向上させることに付随し、さらに細胞内への送達性

を向上させることもターゲティングにおいて重要なファクターとなる[127]。HIV-1 ウイル

ス由来の TAT（Trans-Activator of Transcription Protein）が細胞膜を通過し，細胞質内へ

移行することが報告されて以来、同様の作用を有するペプチドがいくつか見つかり、膜透過

性ペプチド（Cell Penetrating Peptide：CPP）と総称されるようになった[128-129]。その

後 CPP を DDSキャリアに導入し、薬剤を細胞内にまで送達し薬効を高める研究が進めら

れている。Tiwariらは水疱性口内炎ウイルス Gタンパク質(VSV-G)由来のペプチド VG-21

を金ナノ粒子表面に修飾し、細胞表面のレセプターに結合後のエンドサイトーシスを誘導

することで細胞透過性を付与することに成功した[130]。Ryu らはアルギニンを豊富に含む

Bacペプチドと細胞周期阻害ペプチド p21を ELPキャリアに融合し、優れた細胞透過性と

膵臓がんマウスにおける抗腫瘍効果を示した。[131-132]ほかにもハチ毒主要成分のメリチ

ン由来ペプチド[133]、HIV 由来の Rev ペプチド[134]、サケ白子由来のプロタミンペプチ

ド等[135]が、DDSキャリアの細胞透過性付加に利用されている。これらのペプチドと前節

で紹介した標的能を併せ持ったアクティブターゲティングキャリアが理想的であるが、非

特異的な細胞内侵入を防ぐため、細胞標的化までは細胞内輸送機能はマスキングされ、標的
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の細胞に到達してから細胞内輸送能が発揮されるのが望ましい[136]。 

そこで最近では、腫瘍細胞周囲の血管へ到達後に、受容体 NRP1 を介した腫瘍血管透過

を行うシステムが報告されている。NRP1 は通常、血管内皮細胞の膜上に存在し、VEGF165 

や Sema3A などのリガンドと複数の塩基性アミノ酸を介して結合すると、細胞間の間隙が

広がり、血管透過性が向上することが知られている[137]。このメカニズムを利用して DDS 

を実現するために、塩基性アミノ酸を含む配列を持つ Internalizing RGD (iRGD) と呼ば

れる環状ペプチドが開発されている (Fig. 1.6(A))。iRGDは前項で述べたRGDモチーフと、

NRP1 を介した組織浸透の要素を持つ C 末端の RXXK 配列 (CendR モチーフ)を組み合わ

せた配列であり、RGD配列によって腫瘍血管内皮細胞に結合後、 iRGDが酵素的に切断さ

れて開裂し、CendR 配列が露出することで腫瘍血管内皮細胞を透過する輸送システムが作

動する(Fig. 1.6(B)) [138]。この環状ペプチドの段階的なターゲティングは、腫瘍への薬剤

の蓄積効率を最大限に高めることができる。実際 Sugahara らによって iRGD を担がんマ

ウスに投与することで NRP1 に結合して血管漏出性が亢進し、薬剤のデリバリー効率が向

上することが示された[139]。 

 

1.7 本研究の目的と意義 

 

以上、本章では微粒子工学におけるナノ粒子は様々な分野で高機能化材料のカギとなる

先端材料として注目を浴びており、医療分野への応用まで進展していることを述べてきた。

その中でもタンパク質である ELPから成るナノ粒子は単分散で機能付加が容易であり、さ

らに生分解性および生体適合性に優れているため、ナノメディスンとしての応用に相応し

い材料であることを示した。バイオセンシングの分野においては、腫瘍マーカーを早期の段

階で発見するために ELISA の高感度化が求められており、特にナノサイズの材料を担体と

してシグナル増幅の役割を果たす酵素を複数提示する手法は、大幅な検出感度の向上が期
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待できる。また、DDS の分野においても、薬剤をより安全かつ効果的に利用するために、

DDS キャリアとして高い素質を有している ELP ナノ粒子が注目を浴びており、さらに生

体高分子を用いて DDS キャリアにがん細胞への標的能と細胞内移行能を付加することで、

より効果的な DDSが可能である。 

当研究室ではエラスチンの疎水性ドメインをモチーフにした温度応答性ペプチド

(AVGVP)n とポリアスパラギン酸 ( 以下、Dm ) のハイブリッドポリマーがナノ粒子を形

成することを見出している。通常、エラスチン様ポリペプチド(ELP)は、温度に応答して可

逆的に構造を変化させ、高い温度で巨大な凝集体を形成する。しかしながら、Dmを導入し

た ELPは、加熱時に Dmの反発力によりミセル状の粒子を形成し、粒子のサイズを 30 nm

程度に制御することが可能である。またこのミセルは、機能性タンパク質を表層に融合する

ことで様々な性質を付与できることが示されている。上記の特性を利用して、(AVGVP)n 

Dmで構成されたタンパク質に機能性分子を付加し、医療分野への応用を目指した高機能化

タンパク質ナノ粒子を設計することを本研究の目的とし、現在まで不可能であった、進行

がんに対する早期発見の実現や画期的な治療法を開発していくことを本研究の意義とする。 

本論文では、第二章において腫瘍マーカーの高感度バイオセンシングへの応用を目的と

して、 (AVGVP)42 D44に、発光酵素であるNano luciferase (以下 Nluc)と、ビオチンが付

加される認識配列 Biotin Accepter Peptide (以下 BAP)を遺伝子工学的に融合させることで、

ナノ粒子に発光能と、アビジンを介した抗体結合能を付加した。このナノ粒子を ELISA法

の検出プローブとして利用し、1つの粒子に提示された複数の酵素によるシグナル増幅によ

って、高感度に標的物質を検出できるか否かを検証した。 

次いで第 3 章においては、DDS への応用を目的として、(AVGVP)42 D44 に、細胞接着

配列 RGDと組織透過性配列 CendRを組み合わせた環状ペプチド internalizing RGD(以下

iRGD)を遺伝子工学的に融合させ、ナノ粒子にがん細胞接着能と、細胞内輸送能を付加した。

このナノ粒子を、がん細胞を標的とするキャリアとして利用し、内包物が iRGD の機能を
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利用してがん細胞へ特異的に送達されるか検証した。 

次いで第 4 章においては、実際に第 3 章で構築したナノキャリアに抗がん剤を内包し、

効率的にがん細胞の細胞死を誘導できるか否かを検証した。また、in vivoにおける体内動

態を調べるために、キャリアを nudeマウスへ静脈注射し、血中滞留性を検証した。 

最後に、第 5 章において本研究で得られた結果を総括するとともに今後の展望について

述べ、結論とする。 
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Figure 1.1 

トロポエラスチン中の疎水性ドメインの相互作用と、それにより起こる分子

間架橋による構造アラインメント。疎水性ドメインは、疎水性側鎖(三角形)が突

出したひし形構造、親水性の架橋ドメインはリジン残基が突出した波型で示し

ている。疎水性側鎖間の相互作用によりリジン残基を有する親水性ドメインが

近接して架橋を引き起こす。リジン残基はリシルオキシダーゼによって酸化的

に脱アミノ化され、トロポエラスチン 2 分子のリジン残基間でデスモシンもし

くはイソデスモシン架橋を形成する [18]。 
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Figure 1.2 

Tt以上の温度においてポリ(GVGVP) がとるβスパイラル構造。 

ポリ(GVGVP)は、ペンタペプチドの 1番目および 4番目のバリン間の分子内水

素結合によって、安定なβターン構造を繰り返している。通常、ランダムコイル

構造をとるが Tt以上の加温によって構造が変化し、ターンの構造を維持しつつ

螺旋状のβスパイラル構造をとる [20]。 
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Figure 1.3 

ELP をベースとしたナノ粒子形成の一般的な原理。疎水性ブロックと親水性

ブロックを有する ELP ブロックコポリマーは、疎水性ブロックの Tt よりも高

い温度で加熱するとミセルに自己集合する。さらに、親水性ブロックの Tt以上

に加熱すると、ナノ粒子の構造は破壊され、マイクロスケールの無秩序な凝集を

引き起こす [44]。 
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Figure 1.4 

(A) (AVGVP)nの濁度の温度変化。30℃付近で相転移温度を超え、凝集を形成す

る。一度凝集を形成すると相転移温度より大幅に冷却しない限り、凝集は解消

されない [111] 

(B) ポリアスパラギン酸を用いた(AVGVP)n の粒子径制御の概念図。(AVGVP)n

を用いることでより構造安定性の高い粒子が構築可能 [64]。 
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Figure.1.5 

金ナノ粒子表面への酵素複数提示による ELISAの高感度化の一般的な原理 

(A) 金ナノ粒子表面へ静電的相互作用、疎水性相互作用、金とチオールの配位結

合等により、HRP 標識抗体を修飾することで、多酵素複合体を形成させる。 

(B) 固相に吸着した抗体に捕捉された腫瘍マーカーCA15-3 に対して多酵素複

合体を添加すると、マーカー1分子に付き複数のHRPが対応する。このため、

単独の酵素と比較して、低いバックグラウンドを維持しつつ酵素による検出

シグナルを増幅することができ、ELISAの高感度化が実現できる [82]。 



第 1章 

序論 

 

- 36 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.6 

(A) 環状 iRGD ペプチドの化学構造。両末端のシステインのチオール基同士の

ジスルフィド結合により、環状構造をとる [140]。 

(B) iRGD ペプチドによるカーゴデリバリーの模式図。RGD によって腫瘍血管

に集積し、酵素的にペプチドが切断され CendRが露出する。それにより腫瘍

内部への浸透が促進し、付随した薬剤の高効率なデリバリーが実現する [139]。

(A) 

(B) 
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2.1 緒言 

 

 当研究室で作製した ELP の疎水性ドメイン(AVGVP)n とポリアスパラギン酸(Dm)の融

合タンパク質は、加熱によりミセル状の粒子を形成する。このナノ粒子は、高い構造安定性、

サイズ及び分子方向の制御能を有しており、バイオセンシングの高感度化としての利用が

期待できる。この粒子をバイオセンシングに応用するためには、酵素によるシグナル増幅機

能および、分子認識機能の付与が有効である。本章では、発光酵素であるトゲオキヒオドシ

エビ由来のルシフェラーゼ Nano luciferase (Nluc)と大腸菌内の修飾酵素によりビオチンが

付加される認識配列 Biotin Accepter peptide (BAP) をナノ粒子に付加することで、バイオ

センシングの高感度化を試みる (Fig. 2.1)。 

はじめに、作製した粒子化タンパク質 (AVGVP)42-D44-Chis (AD)にNlucと BAPを連結

した融合タンパク質 (AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chis (ADNB)の発現ベクターを遺伝子工

学的に構築し、大腸菌 BLR株に発現させ、アフィニティークロマトグラフィーにより精製

した。次に精製した ADNB のアビジン結合能を、ウエスタンブロッティングによって評価

し、粒子形成に際して活性低下が懸念される、Nluc の熱安定性を発光活性測定により評価

した。次に ADNB が温度に応答して構造変化することを濁度測定により評価した。また

ADNB 粒子の粒子径を動的光散乱法(DLS)により評価した。また、ADNB の凍結融解安定

性、保存安定性を発光活性測定により評価した。 

続いてルシフェラーゼ融合タンパク質ナノ粒子をバイオセンシングに利用可能であるか

検証した。融合タンパク質 ADNBは粒子形成時に、粒子を構成するタンパク質の数と同等

の酵素が存在している。このナノ粒子の ELISA法への応用法としては、固相担体に吸着さ

せた捕捉抗体に標的分子を特異的に結合させ、その上に標的分子の抗体 (1 次抗体)－ビオ

チン標識 2 次抗体－ストレプトアビジン－ADNB ナノ粒子の複合体を結合させ、発光測定

する系である (Fig.2.1)。この時、1つの標的分子に対して ADNBナノ粒子を介し、複数の
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ルシフェラーゼを結合させることができ、微量の標的分子に対しても高いルシフェラーゼ

発光を示すため、高感度に標的物質を検出できると考えられる。 

最初に固相担体に任意濃度のストレプトアビジンを固定化し、ADNB 粒子を固定化後に

基質を添加することで、ADNB 粒子のストレプトアビジン検出能を評価した。続いて、固

相担体に任意濃度のビオチン標識抗体を固定化し、ストレプトアビジンを介して ADNB粒

子を結合させ、ADNB 粒子の抗体検出能を評価した。最後に標的物質として肝臓がんマー

カーである α-Fetoprotein (AFP) を用いて腫瘍マーカーに対する ADNB 粒子を用いた

ELISAの検出能を評価した。 

 

2.2 実験方法 

 

2.2.1 試薬 

 プラスミド作製時に用いた制限酵素及びその他の酵素類はタカラバイオ株式会社より購

入し、合成オリゴフラグメント(Nco I – EcoR I -Nde I -Spe I)はグライナージャパン社より

購入した。組み換えタンパク質発現のために使用したプラスミドは Stratagene社、または

Novagen 社より購入した。大腸菌 JM109 株、BLR (DE3)株はそれぞれタカラバイオ(株)、

Novagen®社より購入した。Nlucルシフェラーゼベクター (pNL1.1 [Nluc] Vector) および

その基質 (Nano-Glo™ Luciferase Assay Reagent) は、Promega社より購入した。Human 

serum (from human male AB plasma)は Sigma-Aldrich社より購入した。その他の試薬等

は特筆しない限り特級のものを使用した。 

 

2.2.2 プラスミドの構築 

 pET28b-(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chis 作製までのプラスミドの構築スキームを Fig. 

2.2 に示す。プラスミドの設計には、すでに当研究室で作製されたプラスミド pET28b-
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(AVGVP)42-D44-Oligo-Chis、pET28b-Oligo-BAP-Chisと、Nlucベクター (pNL1.1) を用い

た。pNL1.1のNlucをコードしている箇所の N末端側に EcoR I , Nco I , Sal I、C末端側

に Xho I , EcoR I の制限酵素配列が付加されるよう primer (5’-ggggaattcgccatgggcgtcgac 

ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTC -3’,  5’- tcagaattcctcgagCGCCAGAATGCGTTCGC 

ACAGCCG -3’) を用いて PCR反応によって増幅し、EcoR I -Nco I - Sal I - Nluc -Xho I- 

EcoR Iのフラグメントを得た。得られた PCR産物を Sma Iで切断したクローニング用ベ

クターpUC18に挿入することで pUC18-Nlucを作製し、シーケンスを確認した。また、合

成オリゴフラグメントNco I- EcoR I -Nde I-Spe Iを Nco I と Spe Iで処理して Elucを除

去した pET28b-Eluc-BAP-Chisに挿入することで、 pET28b-Oligo-BAP-Chisを得た。次

に、pUC18 - Nluc - Chis を Nco I と EcoR Iにて切断し、得られたNlucフラグメントを、

Nco I とEcoR Iで同様に処理した pET28b - Oligo -BAP - Chisに挿入することで、pET28b-

Nluc-BAP-Chis (NB)を作製した。最後に、pET28b-Nluc-BAP-Chisを Nco Iと Sal Iにて

切断して得られた Nluc-BAP フラグメントを Nco I と Xho I にて処理した pET28b-

(AVGVP)42-D44-Chisに挿入することで。pET28b-(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chis (ADNB)

を得た。 

 

2.2.3 融合タンパク質の発現、精製および定量  

大腸菌内においてタンパク質を発現させるために、作製したプラスミド pET28b-

(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chisで形質転換した大腸菌 BLR (DE3)株を、Kanamycin 20 µg 

/ ml, Tetracycline 20 μg/mL を含む LB 培地にて 37℃で振とう培養を行った。その後、

O.D.660=0.6 に達した時点で終濃度 1 mM の Isopropyl thiogalactoside (IPTG)と、50 µM

の Biotin を加え、25℃、Overnight で培養を行い、タンパク質を発現させた。ビオチンを

培地に添加したのは、大腸菌由来のビオチンが ADNB 発現時に BAP 配列に提示され、ビ

オチンが不足し、大腸菌生育に悪影響を与えないようにするためである。回収した大腸菌の
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ペレットを 2.5×10-3 unit/µl の Benzonase® Nuclease (Novagen)と、1 mg/mlとなるよう

に lysozymeを加えた PBSで懸濁し、超音波処理により破砕した。そして破砕された大腸

菌ライセートに 1 mM となるように Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) を加え、

17,000 g にて 15 分間の遠心を行い、上清を分取することにより可溶画分ライセートを得

た。 

可溶画分中に含まれる目的タンパク質は、コバルトイオンを配位した TALON® Metal 

Affinity Resin (Clontech) とヒスチジンタグとの配位結合を利用して精製を行った。レジ

ンを充填したポリプレップエンプティカラム(BioRad)を PBSで平衡化し、そこに可溶画分

を添加した。4℃において 1時間ローテーションを行い、目的のタンパク質をレジンに吸着

させた。フロースルーを除去し、非特異的に吸着したタンパク質を除去するために、レジン

の 3倍量のWash buffer (50 mM NaH2PO4Buffer、0.3 M NaCl、pH 8.0)で 5回洗浄を行

った。さらにレジンの 3 倍量の 10 mM Imidazole を含む Wash buffer (50 mM 

NaH2PO4Buffer、0.3 M NaCl、pH 8.0)で 3回洗浄を行った。その後、100 mM Imidazole

を含む Elution buffer (50 mM NaH2PO4Buffer、0.3 M NaCl、pH 8.0) をレジンと等量加

え、4℃で 15 分間インキュベートしたのち、グラビティーフローで目的タンパク質を溶出

した。同様の手順でさらに 3回、計 4回溶出を行った。 

精製したタンパク質は Slide-A-lyzer (Pierce)を用い、100 倍以上の PBS で 4℃において

1時間以上の透析を 3回行った。精製したタンパク質は、12％ポリアクリルアミドを用いた

SDS-PAGEに展開したあと、CBB染色液(ナカライテスク)に浸して染色し、目的タンパク

質が得られたことを確認した。タンパク質濃度は BCA protein assay kit (Pierce)により決

定した。精製したタンパク質は-80℃で保存した。 
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2.2.4 ELP融合 Nluc のビオチン提示評価 

精製した ADNB に対して Streptavidin Alkaline phosphatase (Promega)を用いて

Western blottingを行うことで、ELP融合NlucのBAP部分へのビオチン提示を確認した。 

ELP融合Nlucを、12％ポリアクリルアミドを用いた SDS-PAGEに展開したあと、ポリア

クリルアミドゲルを blotting buffer (メタノール: MQ : 10×blotting buffer = 6 : 30 : 4) 中

で 15分間浸したろ紙とメンブレンに挟み、90分間トランスファーした。その後メンブレン

を取り出し、Blocking One (ナカライテスク社) 4 mlに 30分間漬け、ストレプトアビジン

アルカリホスファターゼを 10 µl加え、10分間振盪した。PBS-T (0.1%含有 Tween20 PBS)

で洗浄を 3回行い、基質である Fast red-TR salt (sigma)を 1 ml加え、5分間静置させるこ

とで酵素反応させた。 

 

2.2.5 ADNBナノ粒子の熱安定性評価 

ADNBは、精製・透析後 1時間のサンプルを用意した。1 nM に希釈した ADNBを 0.5 

mlマイクロチューブに添加し、iCycler (Biorad)のグラジエント機能を用いて 25~80℃の

温度で 20 分間加熱した。その後室温で 20℃まで冷却し、白色の 96-well polystyrene 

plate (Corning®社, product#3922)  に移した。Nano-Glo® Luciferase Assay Reagentを

30 µl加え、マイクロプレートルミノメーター(Lmax)で積算時間 1秒にて発光値を算出し

た。 

 

2.2.6 濁度測定による相転移評価 

濁度は DU7500 分光光度計(Beckman)を用い、マルチセル温度コントローラで任意の温

度で測定した。温度に対する濁度の変化は、温度変化速度を 1℃/minとし、350 nmの透過

光により測定を行った。温度は 20℃から測定を開始し、50℃まで達した後、再度 20℃まで

冷却した。相転移温度は濁度変化の中間点での温度と定義した。 
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2.2.7 動的光散乱法(DLS)による粒子径測定  

 試薬及びバッファーはすべて 0.22 μmのメンブレンフィルターにて、ダストを除去した。

データはNano-ZS (Malvern)を用いて、633 nmのレーザー光の 90°の方向の散乱を 10秒

間以上、複数回測定し、収集することで 1 セットとした。これを 5 セット行った。セルは

Malvern 社の“Size & Zeta ”キャピラリーセル(DTS1060)もしくはポリスチレン製セル

(DTS0012)を使用した。セルの温度を変化させた場合、10 分間平衡化した。粒子径分布の

散乱強度表示から体積表示への換算はNano-ZS付属のソフトウェアを用いた。 

 

2.2.8 ADNBナノ粒子の凍結融解安定性評価 

ADNBは 45℃で 20分間加熱しナノ粒子を形成させた。ADNBナノ粒子を白色の 96-

well polystyrene plate (Corning®社, product#3922) に 50 fmol分注した。Nano -Glo® 

Luciferase Assay Reagentを 30 µl加え、マイクロプレートルミノメーター(Lmax)で積算

時間 1秒にて発光値を算出し、この時の発光値を、活性 100%とした。次にサンプルを-

80℃で 45分間凍結し、その後室温に静置して 15分間で融解した。サンプルを 50 fmol 

採取し Nano-Glo® Luciferase Assay Reagent を 30µl 加え、マイクロプレートルミノメ

ーター(Lmax)で積算時間 1秒にて発光値を算出し、同様の操作を凍結融解 1回目の測定結

果とした。これを凍結融解 6回目の測定結果を得るまで繰り返した。 

 

2.2.9 ADNBナノ粒子の保存安定性評価 

ADNBを 4℃、25℃に保存し、Nluc活性の経時変化を調べた。ADNBは精製、透析後 1

時間のものを用意し、PBS で 5 µM に調整した。ADNB は 45℃、20 分間加熱しナノ粒子

を形成させた。白色の 96-well polystyrene plate (Corning®社, product#3922) に、採取し

た 50 fmolのサンプルを添加し、Nano-Glo® Luciferase Assay Reagentを 30µl加え、ル

ミノメーターで積算時間 1 秒にて発光測定を行った。この時、経過時間 0 秒における発光
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値を 100%の活性とした。ADNBサンプルを 4℃、25℃中で静置し、0、24、48、96、192、

240、312、384、456、528、600、672、768 時間ごとにサンプルを採取し、白色の 96-well 

polystyrene plate に 50 fmol 添加し、Nano-Glo® Luciferase Assay Reagent を 30 µl加

え、ルミノメーターで積算時間 1秒にて発光測定を行った。 

 

2.2.10 ADNBナノ粒子のストレプトアビジン検出能評価 

200 nMの ADNBを 45℃で 20分間加熱し、ナノ粒子形成後、10000 rpmで 3分間遠心

し、上清を採取することでナノ粒子を調製した。96-well polystyrene plate (Corning®社, 

product#3922) に PBSで任意の濃度に調整した Streptavidin 50 µlを加えて、37℃で 1時

間インキュベートした。PBS-Tで 3回洗浄した後、Blocking One 200 µl を加えて 37℃で

30分間ブロッキングした。PBS-Tで 3回洗浄した後、200 nMの融合タンパク質(AVGVP)42-

Chisを 250 µl加えて 25℃で 1時間ブロッキングを行った。PBS-Tで 3回洗浄した後、200 

nMのADNB 50 µlを加え、4℃で 1時間インキュベートすることで、StreptavidinへADNB

を結合させた。PBS-Tで 3回洗浄した後、Nano-Glo® Luciferase Assay Reagentを 30 µl

加え、マイクロプレートルミノメーター(Lmax)で積算時間 1秒にて発光値を算出した。 

 

2.2.11 ADNBナノ粒子を用いたビオチン化抗体検出能評価  

200 nMの ADNBを 45℃で 20分間加熱し、ナノ粒子形成後、10,000 rpmで 3分間遠心

し、上清を採取することでナノ粒子を調製した。96-well polystyrene plate (Corning®社, 

product#3922) に PBSで任意の濃度に調整した biotinylated Anti-Rabbit IgG 50 µl を加

えて、37℃で 1 時間振盪させながらインキュベートした。PBS-T で 3 回洗浄した後、200 

nMの AVGVPを 200 µlを加えて 37℃で 1時間振盪させながらブロッキングした。PBS-T

で 3回洗浄した後、200 nMの ADNB 50 µl を加え、4℃で 1時間浸透させながらインキュ

ベートし、Streptavidinを介して ADNBを結合させた。PBS-Tで 3回洗浄した後、Nano-
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Glo® Luciferase Assay Reagentを 30 µl加え、マイクロプレートルミノメーター (Lmax)

で積算時間 1秒にて発光値を算出した。 

 

2.2.12 ADNBナノ粒子を利用した腫瘍マーカー検出能評価 

400 nMの ADNBを 45℃で 20分間加熱し、ナノ粒子形成後、10000 rpmで 3分間遠心

し、上清を採取することでナノ粒子を調製した。96-well polystyrene plate (Corning®社, 

product#3922) に Anti-AFP, Human, Mouse-Mono (EXBIO社) 1µg/mlを 100 µl加えて、

37℃で 1 時間振盪させながらインキュベートした。PBS-T 250 µl で 3 回洗浄した後、

Blocking Oneを 250 µl加え、37℃で 1 時間振盪させながらブロッキングを行った。PBS-

T 250 µlで 3回洗浄した後、5% BSAもしくはヒト血清(sigma社)で任意の濃度に希釈した

α-Fetoprotein (Fitzgerald 社)を 100 µl加えて 37℃で over nightで振盪させながらインキ

ュベートした。PBS-T 250 µlで 3回洗浄した後、Anti-AFP, Human, Rabbit-Poly (Monosan

社) 1 µg/ml を 100 µl 加えて、37℃で 1 時間振盪させながらインキュベートした。PBS-T 

250 µlで 3回洗浄した後、Anti-IgG (H+L), Rabbit, Goat-Poly, Biotin (Vector 社) 1 µg/ml

を 100µl加えて、37℃で 1 時間振盪させながらインキュベートした。PBS-T 250µl で 3回

洗浄した後、Streptavidin 1 µg/mlを 100 µl加えて、37℃で 1 時間振盪させながらインキ

ュベートした。PBS-T 250 µlで 3回洗浄した後、200 nMの AVGVPを 250 µl加え、25℃

で 1 時間振盪させながらブロッキングを行った。PBS-T 250 µlで 3回洗浄した後、400nM

の ADNB 50 µlを加え、25℃で 1 時間振盪させながらインキュベートし、Streptavidinを

介して ADNB を結合させた。PBS-T 250 µl で 3 回洗浄した後、Nano-Glo® Luciferase 

Assay Reagentを 30 µl加え、マイクロプレートルミノメーター(Lmax)で積算時間 1秒に

て発光値を算出した。検出限界(DL）は得られた結果から標準偏差およびグラフの傾きを算

出し、次頁の IUPACの定義に従って求めた。 
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DL ＝ 3.3 s/a 

 s：blank試料の測定値の標準偏差 

 a：検出限界付近の検量線の勾配 

 

2.3 実験結果及び考察 

 

2.3.1 融合タンパク質の発現、精製および定量 

 本研究で用いたプラスミドは、全て T7プロモーター下流に構造遺伝子を有し、pET28b-

(AVGVP)42-D44-ChisはN末端側から、温度に応答して凝集体を形成する配列 (AVGVP) の

42 回繰り返し、凝集体のサイズを制御するためのアスパラギン酸 (D44)、精製用 tag であ

る His tag が付加されるように設計されている。pET28b-(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chis

は、シグナル発光能を付加するために、ポリアスパラギン酸の末端に Nluc を融合した。

また、ビオチンをナノ粒子表面に提示しアビジンとの結合能を付加するために、Nluc の末

端にさらに BAPを融合した (Fig. 2.3 (A))。C末端に Nlucと BAPを融合することで、ナ

ノ粒子表面にNlucとビオチンが提示され、粒子を構成する融合タンパク質の数だけ発光

能を持ち、アビジンに対する結合能を持つナノ粒子が形成されると期待した。これら

pET28b-(AVGVP)42-D44-Chis を用いて発現させたタンパク質は AD、pET28b-(AVGVP)42-

D44-Nluc-BAP-Chisを用いて発現させたタンパク質は ADNBと名付けた。 

 本章で作製したプラスミドで形質転換した大腸菌 BLR (DE3)株を用いてタンパク質を発

現誘導したところ、いずれも可溶性のタンパク質として発現した。発現したタンパク質はす

べて、可溶画分から TALON® Metal Affinity Resin を用いて単離精製を行った。精製後、

透析を行い 10% glycerol を含む PBS中に溶解した。得られたタンパク質を SDS-PAGEに

より確認したところ、いずれのタンパク質においてもエクストラバンドが多少現れたが、純

度の高いバンドとして確認できた (Fig. 2.3 (B))。得られたバンドがアミノ酸配列から予測
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される分子量 (AD : 26.7 kDa, ADNB : 50.6 kDa)より若干大きいのは ELPの特性に起因す

るものと考えられる [141]。 

 

2.3.2 ELP融合 Nluc のビオチン提示評価 

 ADNBの BAP配列へのビオチン提示は、アルカリホスファターゼ標識アビジンを用いて

Western blottingにより確認した (Fig. 2.4 (A))。 ADNB は大腸菌系を用いた発現の際に、

大腸菌内のビオチンリガーゼ  (BirA)により BAP 配列のリジン残基がビオチン化され

る。AD を SDS-PAGE 展開したレーンをネガティブコントロールとし、ADNB を SDS-

PAGE 展開したレーンと比較した。その結果ネガティブコントロールである AD のレーン

では、アルカリホスファターゼによる呈色反応が全く見られなかった。それに対し、ADNB

のレーンでは ADNBの分子量 50.6kDa付近に赤色の呈色反応が見られた。これは、ADNB

の BAP配列がビオチン化され、アルカリホスファターゼ標識アビジンと特異的に結合して

いることに起因する。以上のことから、作製した融合タンパク質 ADNBは、BAP配列にビ

オチンが提示されていることが明らかとなった。 

 

2.3.3 ADNBナノ粒子の熱安定性評価 

融合タンパク質 ADNB は相転移温度以上の加熱により、表面に Nluc が提示されたナノ

粒子を形成することが予測される。しかしながら、粒子形成過程の加熱によるNlucの活性

低下により ELISAへの適用時に検出感度の低下が懸念される。この加熱による活性低下を

検証するために、融合タンパク質 ADNB を対して 25~80℃まで 5℃刻みで 20 分間加熱を

行い、その後 4℃にて基質を添加し、加熱していない ADNB の発光値を 100%の活性とし

てとして活性を比較した (Fig. 2.4(B))。その結果、25℃と 30℃で加熱した ADNB は活性

低下の傾向が見られたため Nluc の活性が加熱により低下したといえる。しかし 35℃で加

熱した ADNB は、活性が減少せず、90%以上を維持していた。その後も ADNB は 40℃か
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ら 60℃にかけて活性 90%を保持し、60℃を境に活性が急激に減少していった。ADNB が

35~60℃の間で高い活性を保持していた理由としては、ADNB の相転移が 34.5℃で開始さ

れるので、35℃以降のサンプルは AVGVP とアスパラギン酸の繰り返し配列により安定な

粒子を形成し、そのコアであるエラスチン部分が保護基として作用していると考えられる。

60℃以降で活性が急激に減少したのは、Nluc の Tm 値が 60℃であるので [93]、加熱によ

り Nluc が変性したことに起因する。この結果から ADNB は、60℃の環境下まで高い活性

を保持できることが示された。 

 

2.3.4 温度変化による粒子形成評価 

 精製した ADNBが温度に応答して集合状態を取るか否かを検討するために、連続的に温

度を変化させながら濁度を測定した。タンパク質溶液は ADが 600 µg/ml、ADNB が 1600 

µg/mlになるように調製した。その結果を Fig. 2.5 (A) に示す。昇温過程においては、ADNB

もADと同様に特定の温度を境に濁度が上昇していることが明らかになった。よってADNB

は温度応答性を有するといえる。相転移温度は ADが 34.5℃であったのに対し、ADNBは

37.5℃であった。降温過程では、ADは 30℃までは濁度がほとんど下がっていなかったが、

それ以降、濁度が緩やかに減少する結果となった。当研究室のMatsumotoらが行った AD

を用いた濁度測定でも同様の現象が見られているため、降温過程で粒子が崩壊している可

能性が考えられる [65]。一方で ADNB は 20℃まで降温しても濁度がほとんど下がってお

らず、温度変化に伴う構造変化が不可逆的であることが示された。Rinconらは、(AVGVP)

の繰り返し配列が相転移温度を境にマイクロスケールの凝集体を形成し、その凝集体は

15℃まで冷却した後も崩壊せず安定に存在することを報告している [142]。この特徴は AD、

ADNBの挙動と一致しており、ADNBは(AVGVP)n の構造安定性を保持していることが示

された。 

 次に ADNBが実際にサイズ制御された粒子を形成するか否かを、動的光散乱法 (DLS)を
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用いて測定した。PBS中に 400 µg/mlとなるようにタンパク質溶液を調整し、20℃、45℃、

20℃の順で温度を変化させながら粒子径の測定を行った。その結果が Fig. 2.5(B)である。

Fig. 2.5(B) より、ADと ADNBは温度に応答して粒子径のピークが移動した。まず始めの

20℃ではどちらも 10～15 nm 前後の粒子径を示した。次に 45℃に加熱すると AD と同様

に粒子径ピークがシフトし、ADの 30 nm前後の粒子径より大きい 40 nm前後のサイズを

示した。つまり ADNB は(AVGVP)nの性質通り温度に応答して凝集し、粒子化しているこ

と、またアスパラギン酸の静電反発力を利用することで凝集の際限ない成長を抑制してい

ることが明らかになった。ADNB が AD に比べ粒子径が大きいのは、Nluc と BAP が融合

していることに起因すると考えられる。最後に再度冷却して 20℃にしたところ、ADNBは

AD と同様に粒子が崩壊することなくサイズが維持していた。これらの結果から ADNB は

当初の設計通り、加熱により粒子を形成し、一度粒子を形成すると冷却後も解離せず、粒子

径を保ったままであることが示された。その結果は Fig. 2.5 (A)の濁度測定の結果とも一致

する。 

 

2.3.5 ADNBナノ粒子の凍結融解安定性評価 

 タンパク質の保存法として一般的である凍結保存において、融合タンパク質 ADNB の

Nluc 活性が維持できるかを調べるために、－80℃の凍結融解を最大 6 回まで繰り返し、

Nlucの活性を調べた。Nluc –BAP (NB)をコントロールとし、粒子形成前のモノマー状態の

ADNB、粒子形成後の ADNB の Nluc 活性と比較した。凍結融解前のタンパク質を凍結融

解 0回とし、その発光値を 100%の活性とした。その結果を Fig.2.6に示す。 

凍結融解 1 回目の時点で、コントロールである NB は活性が 10%以下に減少していた。

Nlucは－80℃による凍結に弱いことが示された。それに対して、モノマー状態の ADNBは

活性が 60%程度保持されていた。さらに粒子形成後の ADNBは、凍結融解してもほぼ活性

が維持されていることが分かった。2回目以降の凍結融解では、どのタンパク質も活性低下
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が見られたが、粒子形成後の ADNBでは、6回目の凍結融解においても 20%程度の活性を

保持していた。これらの結果から、融合タンパク質 ADNBから成るナノ粒子は、凍結融解

に対して高い安定性を保持していることが示された。 

 

2.3.6 ADNBナノ粒子の保存安定性評価 

 ADNBナノ粒子を長期間一定の温度に静置し、Nlucの活性をどれだけ維持できるか調べ

た。Nluc -BAP (NB)をコントロールとし、粒子形成前のモノマー状態の ADNB、粒子形成

後の ADNB の Nluc 活性と比較した。精製後 4℃で 1 時間静置したタンパク質を時間 0 h

とし、その発光値を 100%の活性とした。0 h の時点での NB の発光値は、402.0 ×104 

RLU/sec、粒子形成前 ADNB は 2049.0 ×104 RLU/sec、粒子形成後 ADNB は 2078.2 ×

104 RLU/secであった。始めに 4℃で静置した場合のNluc活性推移の結果を Fig. 2.7 (A)に

示す。 

24時間静置の時点で、コントロールであるNB は活性が 30%以下に減少しており、その

後は 312 時間まで 30%前後を推移し、それ以降は減少傾向を示した。768 時間後には活性

が 10%以下まで低下した。それに対し、ナノ粒子を形成した ADNB は、24 時間後に 60%

近くにまで減少したが、その後は 600 時間まで活性は 60%に保持されていた。その後は活

性が減少し始め、768 時間の時点で活性は 48%だった。最も活性が保たれていたのはナノ

粒子形成前のモノマー状態の ADNBであり、他の 2サンプルが大きく活性低下していた 24

時間静置のサンプルでも 95%の活性を保持していた。その後も大きな活性低下はなく 90%

前後の活性を維持し、768時間の時点においても活性は 90%だった。 

次に、25℃で静置した場合のNluc活性推移の結果を Fig. 2.7 (B)に示す。NBは 24時間

静置の時点で活性が 30%以下にまで低下し、その後は 312時間まで 30%前後まで活性を保

持していたが、それ以降活性が緩やかに低下し、768時間後の時点で活性は 12%であった。

それに対し、ナノ粒子を形成した ADNBは、経過時間に比例して活性が低下しており、312
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時間経過後、活性が 50%を切り、768 時間後の時点で活性は 18%であった。25℃で静置し

た場合も、やはりナノ粒子形成前のモノマー状態の ADNBが最も活性を保持しており、384

時間経過まで活性が 80%以上を保っており、その後は緩やかに低下していったが、768 時

間後の時点でも活性は 52%であった。ルシフェラーゼの中でも安定なウミホタルルシフェ

ラーゼの室温での半減期 60 時間と比較してもかなり安定であることが分かる [143]。エラ

スチン構造を有していない NB は活性の低下が大きかったため、エラスチン構造がルシフ

ェラーゼの安定性に関与していると考えられる。また、ナノ粒子形成状態よりも、粒子形成

前のモノマー状態の ADNB の方がエラスチンとの接触面積大きいため、モノマー状態の

ADNBの方が、活性保持率が高かったと考えられる。 

これらの結果から、融合タンパク質 ADNBは優れた長期保存安定性を有しておりバイオ

センシングにおける検出プローブとして有用であることが示された。 

 

2.3.7 ADNBナノ粒子のストレプトアビジン検出能評価 

 ADNB ナノ粒子の表層に提示されているビオチンのアビジン結合能を利用して、ストレ

プトアビジン検出を行った (Fig. 2.8)。コントロールとして、2.2.3 で作製した融合タンパ

ク質ADNBのADの部分を欠いたNluc-BAP (NB) を用いた。その結果が Fig. 2.9である。

NB を検出プローブとしたサンプルでは、ストレプトアビジンの濃度が 1～104 pg/ml にお

いて、発光値は低く抑えられており、ストレプトアビジンの濃度依存的な発光値の上昇は見

られなかった。105 pg/ml において発光値の上昇が見られ、106 pg/ml において発光値が飽

和状態となり、その発光値は、4.11×106 RLU/sec程度であった。それに対して、ADNBナ

ノ粒子を検出プローブとしたサンプルでは、ストレプトアビジンの濃度が 1～103 pg/ml に

おいて発光値は低く抑えられており、ストレプトアビジンの濃度依存的な発光値の上昇は

見られなかった。104 pg/mlにおいて、発光値のわずかな上昇が確認され、107 pg/mlにお

いて発光値が飽和状態となり、その発光値は 1.97×107 RLU/sec 程度であった。両者を比
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較すると、ADNB ナノ粒子を検出プローブとしたサンプルの方が、ストレプトアビジンの

検出限界が低かった。これは ADNBがナノ粒子を形成する事によって、アビジン 1分子あ

たりにより多くのルシフェラーゼが結合するため、より低濃度のストレプトアビジンを検

出できることに起因している。さらに、結合飽和時の発光値が、NBの場合と比べて 5倍程

度高かったため、より定量的に検出できたといえる。これは、NB の比活性が ADNB と比

較して低いことに起因すると考えられる。以上の結果から、ADNB ナノ粒子は、アビジン

結合能を利用して、高感度で定量的な検出に利用可能であることが示唆された。 

 

2.3.8 ADNBナノ粒子のビオチン化抗体検出能評価 

 2.3.7 より、ADNB ナノ粒子の検出能のポテンシャルの高さが明らかとなった。そこで、

次のステップとして、任意の濃度に希釈したビオチン化抗体を固相に吸着し、ストレプトア

ビジン－ADNB ナノ粒子の複合体を固定化することによって、ビオチン化抗体が検出可能

であるかを確認した (Fig. 2.10)。また粒子を形成させないモノマー状態の ADNB もコント

ロールとして同様の実験を行い、ADNB ナノ粒子に優位性があるかを調べた。その結果が

Fig. 2.11である。モノマー状態の ADNBを検出プローブとしたサンプルでは、ビオチン化

抗体の濃度が 1～103 pg/mlにおいて発光値は低く抑えられており、ビオチン化抗体の濃度

依存的な発光値の上昇は見られなかった。104 pg/mlにおいて発光値の上昇が見られ、その

後は 106 pg/ml まで急激に発光値が上昇し、飽和状態となった。よって、モノマー状態の

ADNBのビオチン化抗体検出限界は 103～104 pg/mlの範囲内にあるにあるといえる。これ

に対し、ADNB ナノ粒子を検出プローブとしたサンプルでは、ビオチン化抗体の濃度 1～

102 pg/ml まではモノマー状態の ADNB と同様に、発光値の上昇は観測されなかったが、

103 pg/mlにおいて発光値の上昇が確認できた。その後は 105 pg/mlまで急激に発光値が上

昇し、飽和状態となった。よって ADNB ナノ粒子のビオチン化抗体検出限界は 102～103 

pg/mlの範囲内にあるといえる。モノマー状態の ADNBと比較すると、10倍程度検出限界
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が向上していることが明らかとなった。これは、ADNBがナノ粒子を形成する事によって、

ビオチン化抗体 1 分子あたりに複数のルシフェラーゼが結合するため、より低濃度のビオ

チン化抗体を検出できることに起因している。 以上の結果から、ADNB ナノ粒子を検出

プローブとした場合、モノマー状態と比較して、10 倍程度高感度に標的物質を検出できる

ことが示唆された。 

 

2.3.9 ADNBナノ粒子の腫瘍マーカー検出能評価 

 これまでの結果より、融合タンパク質 ADNBにより構築されたナノ粒子が、標的物質に

対する高感度な検出能を持つことが示唆された。このナノ粒子は、医療・臨床検査の対象と

なっている腫瘍マーカー等の高感度な検出が実現できるものと期待できる。そこで、ADNB

ナノ粒子を用いて、胎児の肝細胞や卵黄嚢で産生される糖タンパク質である α-Fetoprotein 

(AFP) をターゲットとした ELISA を行い、その感度を検討した。AFP は健常者ではほと

んど産生されないが、肝細胞癌、肝芽腫などの腫瘍細胞では産生されるため、肝臓がんにお

ける腫瘍マーカーとして広く知られている。 

本実験では、固相に吸着させた抗 AFP 抗体に、PBS で任意の濃度に調製した AFP を固

定化し、一次抗体、ビオチン化二次抗体、ストレプトアビジン、ADNB ナノ粒子の順に添

加することで複合体を形成させ、Nlucの発光によってその感度を調べた (Fig. 2.12)。その

結果を Fig. 2.13(A)に示す。AFPの代わりにヒト血清アルブミン (HSA) を添加したコント

ロールサンプルにおいては、HSAの濃度を高くしても、発光値はほとんど変化しなかった。

一方、AFP を添加したサンプルのうち、モノマーの ADNB で検出したサンプルにおいて

は、AFPが 1～102 pg/ml の濃度までは、コントロールに近い発光値を示し、103 pg/mlに

おいて、コントロールとの有意な差が現れた。その後は、AFP 濃度に依存して緩やかに発

光値が上昇している。よって、モノマー状態の ADNB の AFP検出限界は 102 pg/ml～ 103 

pg/ml 程度であると推測した。それに対し、ADNB ナノ粒子で検出したサンプルにおいて
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は、AFPが 1～10 pg/ml の濃度までは、コントロールに近い発光値を示し、102 pg/mlの

時点でコントロールとの有意な差が現れている。よって、ADNBナノ粒子の AFP検出限界

は 10 pg/ml～102 pg/ml程度であると推測される。また低濃度領域での検出挙動と検量線作

成によって算出される検出限界(LOD)を調べるため、500 pg/ml 以下の濃度の AFP におけ

るNlucの発光値についてより細かい間隔でプロットした。その結果をFig. 2.13(B)に示す。

ADNB ナノ粒子で検出したサンプルにおいては、低濃度領域においても濃度依存的に発光

値が上昇しており、モノマー状態の ADNB と比較すると、各濃度における Nluc 発光値に

よって作成した検量線の傾きが大きい結果となった。また、blank試料の測定値の標準偏差

と検量線の傾きに基づいてLODを算出すると、ADNBナノ粒子による検出では 25.9 pg/ml,、

モノマーの ADNBによる検出では 2.48×102 pg/mlとなり、ADNBナノ粒子による検出は

モノマー状態と比較して、10倍程度高感度であることが明らかとなり、2.3.8での実験結果

と一致している。この結果から、ADNB ナノ粒子は腫瘍マーカーを標的として、シグナル

増幅によって高感度に検出できることが明らかとなった。 

 最後に、この ADNB ナノ粒子を検出プローブとした高感度 ELISA によって、ヒト血清

中の AFPを検出できるか否かを実証した。生体中に進行した癌が存在する場合、腫瘍マー

カーは、血液もしくは尿に遊離しているため、生物学的試料中においても腫瘍マーカーを正

確に検出できることが極めて重要である。ヒト血清中で任意の濃度に AFPを希釈してプレ

ート上に固定化し、抗体を介して結合した ADNB ナノ粒子の Nluc の発光によってその感

度を調べた。その結果を Fig. 2.14に示す。ADNBナノ粒子で検出したサンプルは AFPの

濃度依存的にNlucの発光シグナルが増加していることが分かった。この結果から、ADNB

ナノ粒子を検出プローブとしたELISAが血清中の試料の検出に適用可能であることが明ら

かとなった。既に確立された ELISAを高感度化する場合においては、実験プロトコルを大

きく変更する必要はなく、HRP 等の酵素の代わりにこのプローブを導入するだけでシグナ

ル増幅が可能である。このため、本研究において開発された高感度化プローブは汎用性が高
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く、他の腫瘍マーカーを対象とした ELISAへと容易に展開することが期待できる。 

 

2.4 結言 

 本章では、ELPの疎水性ドメイン(AVGVP)nとポリアスパラギン酸(Dm)の融合タンパク

質で構築されたタンパク質ナノ粒子をバイオセンシングへと応用するために、シグナル増

幅の役割を担う発光能とアビジンを介した抗体結合能を付加させ、ELISA における高感度

な検出プローブを作製することを目的とした。そのために(AVGVP)42-D44-Chis の D44末端

に Nlucと BAPを融合した(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chisを作製し、その構造や物性、熱

や凍結融解に対する耐性を評価した。また ADNBナノ粒子を用いて、ELISAにおける腫瘍

マーカーの検出系を構築し、高感度に標的物質を検出できるか否かを検証した。 

 まず、遺伝子工学的手法によって融合タンパク質 ADNBを作製し、ウエスタンブロッテ

ィングによって、融合タンパク質の BAP配列にビオチンが提示されたことを確認した。ま

た熱安定性評価を行い、60℃の加熱においても Nluc の活性を 90%以上保持していること

が確認され、ナノ粒子形成における加熱がルシフェラーゼ活性に影響を与えないことを明

らかにした。次に、DLSによる粒子径の計測により、AD、ADNB ともに 35℃程度の加温

において粒子を形成すること、並びにその粒子は 20℃に冷却後も大半が解離されず粒子径

を保っていることを示した。また、ADNBの粒子径は 40 nm前後であることを明らかにし

た。次にバイオセンシングにおける検出プローブ材料として重要項目である凍結融解安定

性、長期保存安定性について評価した。凍結融解に関しては、ADNB ナノ粒子は 1 回の凍

結融解においてもルシフェラーゼ活性を 95%以上保持していることを確認した。このこと

から、(AVGVP)n が凍結融解の緩衝材として働き、凍結融解安定性を向上させていることが

分かった。また長期間一定温度で ADNB を静置し、時間経過における Nluc の活性を追っ

たところ、粒子形成前のモノマーの ADNBは、室温で長期間保存してもルシフェラーゼの

活性低下が低減されていることを確認した。 
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 続いてストレプトアビジンを標的物質した ADNB ナノ粒子の検出能評価を行い、ADNB

ナノ粒子はストレプトアビジン結合能を利用して、高感度で定量的にストレプトアビジン

を検出可能であることが示唆された。続いてビオチン化抗体を標的物質として、ADNB ナ

ノ粒子の検出能評価を行った。ADNBナノ粒子のビオチン化抗体検出限界は102～103 pg/ml

程度であり、従来の標的 1分子に 1酵素を提示する検出法と比較して、10倍程度高感度に

検出できることが示された。最後に、腫瘍マーカーである α-Fetoprotein を標的とした

ELISA系を構築し、ADNB ナノ粒子の検出能を評価した。ADNBナノ粒子の AFP検出限

界は 25.9 pg/ml程度であり、従来の標的 1分子に 1酵素を提示する検出法と比較して、10

倍程度高感度に検出できることが明らかとなった。さらに生体サンプルを模倣したヒト血

清中の AFPに関しても検出可能であり、生体試料中のマーカー検出に適用可能であること

が明らかとなった。 

以上の結果から融合タンパク質 ADNBより構成されたタンパク質ナノ粒子は、ELISAに

おける様々な標的物質 1分子に対して複数のルシフェラーゼが結合することにより、1分子

あたりのシグナルが増幅された高感度な ELISAを確立し、優れた腫瘍マーカーの検出能を

有することが明らかとなった。 
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Figure 2.1 作製した融合タンパク質の粒子形成と ELISAにおける検出プロー

ブとしての応用の概念図  

ナノ粒子は、表層にルシフェラーゼとビオチンが多価に結合しているため、ス

トレプトアビジンを介して標的タンパク質を認識したビオチン化抗体に結合可

能となる。複数提示したルシフェラーゼの発光により、高感度な標的タンパク質

の検出が実現できる。 
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Figure 2.2  pET28b-(AVGVP)42-D44-Nluc-BAP-Chis のプラスミド構築スキーム 
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Figure 2.3 

(A) 構築したタンパク質  

(B) AD, ADNBの精製後サンプルの SDS-PAGE  
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Figure 2.4 

(A)  AD, ADNBのWestern blotting (ADNB: 50.6 kDa) 

(B) 各温度での加温後における ADNBの Nluc活性測定 
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Figure 2.5 

温度変化による粒子形成評価  

(A) AD (●) と ADNB(▲)の温度に対する濁度変化 

(B) 各温度における粒子径。青は 20℃、赤は 45℃、灰色は再冷却後の 20℃にお

ける粒子の直径を示す。 
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Figure 2.6 

凍結融解された融合タンパク質の Nluc活性測定 

●は NB、▲は粒子形成前の ADNB、■は粒子形成 ADNB 
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Figure 2.7 

(A) 4℃ (B) 25℃環境下で保存した融合タンパク質の Nluc活性 

●は NB、▲は粒子形成前の ADNB、■は粒子形成 ADNB 
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Figure 2.8 

ナノ粒子を検出プローブしたストレプトアビジン検出の概念図 
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Figure 2.9 

各濃度のストレプトアビジンにおける Nluc発光値のグラフ 

●は NBを、▲は ADNBナノ粒子を検出プローブとして用いた測定結果 
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Figure 2.10 

ナノ粒子を検出プローブとしたビオチン化抗体検出の概念図 
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Figure 2.11 

各濃度のビオチン化抗体における Nluc発光値のグラフ 

●は ADNB ナノ粒子を、▲は ADNB のモノマーを検出プローブとして用いた

測定結果 
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Figure 2.12 

ナノ粒子を検出プローブとした ELISAによる AFP検出の概念図 
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Figure 2.13 

ELISAでの各濃度の AFPにおける Nluc発光値のグラフ 

(A) AFP 1-103 pg/ml (B)AFP 1-5×102 pg/mlのエリア 

■は AFP の代わりに HSA を添加したコントロール ●は ADNB ナノ粒子を、

▲は ADNBのモノマーを検出プローブとして用いた測定結果 

●は α-Fetoproteinの検出限界の濃度を示す。 
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Figure 2.14 

ADNB ナノ粒子を利用した ELISA でのヒト血清中の各濃度の AFP における

Nluc発光値のグラフ 
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3.1 緒言 

 

 当研究室で作製した ELP の疎水性ドメイン(AVGVP)n とポリアスパラギン酸(Dm)の融

合タンパク質は、加熱によりミセル状の粒子を形成する。このナノ粒子は、高い構造安定性、

サイズ及び分子方向の制御能、薬剤内包能を有し、DDSキャリアとして高い素質を有する。

この粒子を DDSキャリアとして応用するためには、特定の細胞への細胞標的能と細胞内輸

送能を付加する必要がある。本章では、がん細胞で過剰発現している αVβ3インテグリンに

対する細胞接着活性配列である RGD モチーフと、NRP1 を介した細胞内移行能を示す

CendRモチーフの両方のドメインを持つ iRGD配列をナノ粒子に付加することで、がん細

胞への標的化と、がん細胞への内在化を試みる(Fig. 3.1)。 

はじめに、作製した粒子化タンパク質(AVGVP)42-D44-Chis (AD) に iRGD を連結した融

合タンパク質(AVGVP)42-D44-iRGD-Chis (ADiR) の発現ベクターを遺伝子工学的に構築し、

大腸菌 BLR (DE3)株に発現させた。次に精製した ADiRが温度に応答して構造変化するこ

とを濁度測定により評価した。また、ADiRのRGD活性を細胞接着能測定により評価した。

ADiR粒子の粒子径、薬剤内包能を、動的光散乱法(DLS)、蛍光測定法により評価した。最

後にがん細胞への細胞内移行能は、薬剤蛍光モデルである Coumarin-6 (C-6)の蛍光観察よ

り評価した。以上より、作製したタンパク質が温度に応答してナノ粒子を形成し、表面に提

示された iRGDによりがん細胞に特異的に結合し、細胞内部へ取り込まれることを示す。 
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3.2 実験方法 

 

3.2.1 試薬 

 プラスミド作製時に用いた制限酵素及びその他の酵素類はタカラバイオ株式会社より購

入した。組み換えタンパク質発現のために使用したプラスミドは Stratagene 社、または

Novagen社より購入した。大腸菌 JM109株、BLR(DE3) 株はそれぞれタカラバイオ(株)、

Novagen®社より購入した。8-Anilino-1-naphthalene sulfonic acid (1.8-ANS) は和光純薬

工業株式会社より購入した。Coumarin-6 (C-6) は関東化成工業株式会社より購入した。 

細胞培養培地 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)と penicillin/streptomycin は

Sigma-Aldrich社より購入した。Fetal bovine serum (FBS)は BioWest社より購入した。

その他の試薬等は特筆しない限り特級のものを使用した。 

 

3.2.2 細胞株 

ヒト肺胞基底上皮腺がん細胞 (A549) 、ヒト胎児腎細胞 (HEK293)は Riken Bioresource 

Center より購入した。A549 細胞および HEK293 細胞は、10％FBS および 1％

Penicillin/Streptomycin を添加した DMEM 中で、37℃で 5％CO2 を含む加湿条件下で培

養した。 

 

3.2.3 プラスミド構築 

プラスミドの設計には、すでに当研究室で作製されたプラスミド pET28b-(AVGVP)42-

D44-Oligo-Chisを用いた。EcoR I-Spe I-GGGS2-iRGD-Hind Ⅲ-Xho Iのアミノ酸配列がコ

ードされた合成オリゴ(5’- aattcACTAGTGGCGGTGGATCTGGCGGTGGATCTTGCCGT 

GGAGATAAAGGACCGGATTGCAAGCTTc-3’、 5’- tcgagAAGCTTGCAATCCGGTCCTT 

TATCTCCACGGCAAGATCCACCGCCAGATCCACCGCCACTAGTg-3’)をアニーリング
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し、EcoR I と Xho I で処理した pET28b-(AVGVP)42-D44-Oligo-Chis に挿入することで、

pET28b-(AVGVP)42-D44-iRGD-Chisを作製した。得られた pET28b-(AVGVP)42-D44-iRGD-

Chisのシークエンスを確認した。 

 

3.2.4 融合タンパク質の発現、精製および定量  

大腸菌内においてタンパク質を発現させるために、作製したプラスミド pET28b-

(AVGVP)42-D44-iRGD-Chisで形質転換した大腸菌 BLR (DE3)株を、Kanamycin 20 µg / ml, 

Tetracycline 20 μg/mLを含むLB培地にて37℃で振とう培養を行った。その後、O.D.660=0.6

に達した時点で終濃度 1 mM の IPTG を加え、25℃、Overnight で培養を行い、タンパク

質を発現させた。回収した大腸菌のペレットを 2.5×10-3 unit/µlの Benzonase® Nuclease 

(Novagen)と、1 mg/ml となるように lysozyme を加えた PBS で懸濁し、超音波処理によ

り破砕した。そして破砕された大腸菌ライセートを 17,000 gにて 15分間の遠心を行い、上

清を分取することにより可溶画分ライセートを得た。 

可溶画分中に含まれる目的タンパク質は、ニッケルイオンを配位した His-Select Nickel 

Affinity Gel (Sigma)とヒスチジンタグとの配位結合を利用して精製を行った。レジンを充

填したポリプレップエンプティカラム(BioRad)を PBSで平衡化し、そこに可溶画分を添加

した。4℃において 1時間ローテーションを行い、目的のタンパク質をレジンに吸着させた。

フロースルーを除去し、非特異的に吸着したタンパク質を除去するために、レジンの 3 倍

量のWash buffer (50 mM NaH2PO4Buffer、0.3 M NaCl、pH 8.0)で 2回洗浄を行った。

さらにレジンの 3倍量の 20 mM Imidazoleを含むWash buffer (20 mM NaH2PO4Buffer、

0.3 M NaCl、pH 8.0)で 5 回洗浄を行った。その後、100 mM Imidazole を含む Elution 

buffer (50 mM NaH2PO4Buffer、0.3 M NaCl、pH 8.0) をレジンと等量加え、4℃で 15分

間インキュベートしたのち、目的タンパク質を溶出した。同様の手順でさらに 3回、計 4回

溶出を行った。 
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精製したタンパク質は Slide-A-lyzer (Pierce)を用い、100 倍以上の PBS で 4℃において

1時間以上の透析を 3回行った。精製したタンパク質は、12％ポリアクリルアミドを用いた

SDS-PAGEに展開したあと、CBB染色液(ナカライテスク)に浸して染色し、目的タンパク

質が得られたことを確認した。タンパク質濃度は BCA protein assay kit (Pierce)により決

定した。精製したタンパク質は-80℃で保存した。 

 

3.2.5 ELP融合 iRGDの環状形成評価 

精製したタンパク質の iRGD 配列が安定な環状構造をとっているか否かを、還元時と非

還元時のタンパク質の SDS-PAGE展開と、マレイミド基付加による蛍光測定によって評価

した。SDS-PAGEによる環状化の確認では、還元処理の有無で ADiR の構造を比較するた

め、大腸菌内で形成されたジスルフィド結合を解消するために 2-メルカプトエタノール(2-

Me)を加えたサンプルと、加えていないサンプルを用意し、12％ポリアクリルアミドを用い

た SDS-PAGEに展開したあと、CBB染色液(ナカライテスク)に浸して染色した。また、マ

レイミド基の蛍光標識による環状形成評価では、300 µg/mlに調製した AD (26.8 kDa, SH

基数 0)、ADiR (27.4 kDa, SH基数 2) タンパク質の PBS溶液 100 µlを 1.5 mlマイクロチ

ューブに入れ、100 mMの DTT (Dithiothreitol) 溶液 10 µlを加え、よく混合した。コント

ロールとして、DTTを加えないサンプルも用意し、酸化型グループとした。37℃で 30分間

インキュベートした後、溶液全量を MWCO 10K フィルトレーションチューブに移し、

10000 rpm で 15分間遠心した。PBS 500 µl をフィルトレーションチューブに加えて混合

し、10000 rpm で 15 分間遠心し、濾液を除去した。これを 3 回繰り返すことで未反応の

DTTを除去した。最後の遠心後、PBS 100 µlをフィルトレーションチューブに加え、よく

混合した。1.5 mlマイクロチューブに移し、20 mM Oregon green-Mal 溶液を 1.5µl加え、

37℃で 30 分インキュベートした。その後、溶液全量を MWCO 10K フィルトレーション

チューブに移し、10000 rpm で 15分間遠心した。PBS 500 µlを加えて混合し、10000 rpm
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で 15 分間遠心し、濾液を除去した。これを 3 回繰り返すことで未反応の DTT マレイミド

を除去した。PBS 100µlをフィルトレーションチューブに加えてよく混合し、1.5 mlマイ

クロチューブに移した。サンプルを 25 µg/ml となるよう PBS で希釈し、FP-6500 

spectrofluorometerで波長 494 nmの励起光を照射し、500 nm～600 nmにおける蛍光ス

ペクトルを測定した。光増倍管の印加電圧は 290 Vで行った。 

 

3.2.6 ELP融合 iRGDの RGD活性評価 

 ELP に融合した iRGD のがん細胞への結合能を評価するために、ADiR 融合タンパク質

の細胞接着能評価を行った。浮遊細胞培養用 96 well plate (BD Bioscience) に任意の濃度

の AD、 ADiR融合タンパク質を 100 µl添加し、37℃で 1時間インキュベートすることで

タンパク質を固相表面にコーティングした。PBSで 1回洗浄後、1%BSAを 200 µl添加し、

37℃で 1時間インキュベートすることでタンパク質のブロッキングを行った。PBSで 3回

洗浄した後、DMEM (1% Penicillin/Streptomycin 含有) 中で培養した A549 を 4.0×104 

cells/well の密度で添加し、37℃で 2 時間インキュベートした。PBS で 3 回洗浄した後、

CCK-8 Cell Counting Kit (DOJINDO, Japan)を用いて細胞数測定を行った。 

 

3.2.7 濁度測定による相転移評価 

濁度は DU7500 分光光度計(Beckman)を用い、マルチセル温度コントローラで任意の温

度で測定した。温度に対する濁度の変化は、温度変化速度を 1℃/minとし、350 nmの透過

光により測定を行った。温度は 20℃から測定を開始し、50℃まで達した後、再度 20℃まで

冷却した。相転移温度は最高濁度と最低濁度の中間点(Turbidity:50 %)における温度と定義

した。 
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3.2.8 動的光散乱法(DLS)による粒子径測定  

 試薬及びバッファーはすべて 0.22 μmのメンブレンフィルターにて、ダストを除去した。

データはNano-ZS (Malvern)を用いて、633 nmのレーザー光の 90°の方向の散乱を 10秒

間以上、複数回測定し、収集することで 1 セットとした。これを 5 セット行った。セルは

“Size & Zeta ”キャピラリーセル(DTS1060)もしくはポリスチレン製セル(DTS0012)(ともに

Malvern)を使用した。セルの温度を変化させた場合、10分間平衡化した。粒子径分布の散

乱強度表示から体積表示への換算は Nano-ZS付属のソフトウェアを用いた。 

 

3.2.9 蛍光測定によるナノ粒子の薬剤内包能評価  

ADiR 粒子内部への薬剤内包能評価は、疎水性部位へ結合する 1-anilinonaphthalene-8-

sulfonic acid (1,8-ANS)の蛍光測定により検討した。融合タンパク質 ADiRが 500 µg/ml、

1,8-ANS が 100 µMとなるように PBSで調製し、25℃で 10分間インキュベートした。そ

の後、波長 370 nm の励起光を照射し、蛍光スペクトルを測定した。測定には FP-6500 

spectrofluorometer (Jasco) を用いた。次に、42℃で 10分間インキュベートし、同様に測

定を行った。光増倍管の印加電圧は 290 Vで行った。 

 

3.2.10 ナノ粒子への薬物モデルの内包法の最適化  

ADiR ナノ粒子への薬物モデルの内包法の最適化は、疎水性蛍光色素である coumarin-6 

(C-6) を用いて行った。融合タンパク質 ADiR が 5 µM、C-6 が 50 µM となるように PBS

で調製し、混合液を作製した。超音波処理を行った後 42℃で 15分間インキュベートし、色

素を取り込んだナノ粒子を形成させた。タンパク質溶液を Slide-A-lyzer (Pierce)を用いて、

100倍以上の PBSで 37℃において overnightの透析を 1回～3回行い、未内包の C-6を除

去した。最後にフィルター滅菌(0.22 µm)を行うことで C-6内包 ADiR粒子を調製し、蛍光
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スペクトルを測定した。測定には FP-6500 spectrofluorometer (Jasco) を用いた。光増倍

管の印加電圧は 290 V で行った。また濃度を振った単独の C-6 (超音波処理済み)の蛍光強

度により検量線を作製し、ADiRナノ粒子中の C-6のモル濃度を推定した。 

 

3.2.11 ADiRナノ粒子の細胞内導入能評価  

ADiR粒子のがん細胞への取り込みは、疎水性蛍光色素である coumarin-6 (C-6)を内包し

て行った。コントロールとして、iRGD配列を持たないナノ粒子 AD、iRGD 配列を有して

いるが RGD 配列を欠損させ、CendR 配列のみを有する ADiR-RGD(－)、iRGD 配列を有

しているが CendR 配列を欠損させ、RGD 配列のみを有する ADiR-CendR(－)を用いた。

ADiR-RGD(－)の iRGD ドメインは CRG”E”KGPDC、ADiR-CendR(－)の iRGD ドメイン

は CRGD”E”GPDCの配列を有しており、遺伝子工学的手法により作製し、ADiR と同様の

発現精製法によって融合タンパク質を得た。 

タンパク質溶液(5 µM)と C-6 (50 µM)を混合し、超音波処理を行った後 42℃で 15分間イ

ンキュベートし色素を取り込んだナノ粒子を形成させた。タンパク質溶液を Slide-A-lyzer 

(Pierce)を用いて、100 倍以上の PBS で 37℃においてオーバーナイトの透析を 3 回行い、

未内包の C-6を除去し、タンパク質濃度を BCA protein assay kit (Pierce)により決定する

ことで C-6内包 ADiR 粒子を調製した。 

DMEM (1% Penicillin/Streptomycin、10％ FBS 含有)中で培養した A549 もしくは

HEK293細胞を、細胞培養用 35 mm dish plates (BD Bioscience)に 1.0×104 cells /wellの

密度で播種し、37℃で一晩培養した。その後無血清培地に培地交換してさらに一晩培養し

た、調製した C-6 内包ナノ粒子をタンパク濃度が 6 nM となるように添加した。任意の時

間経過後に、PBSで 1回洗浄後、共焦点顕微鏡もしくは蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
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3.3 実験結果及び考察 

 

3.3.1 タンパク質の発現、精製および定量 

 本研究で用いたプラスミドは、全て T7プロモーター下流に構造遺伝子を有し、pET28b-

(AVGVP)42-D44-Chis は N 末端側から温度に応答して凝集体を形成する配列(AVGVP)の 42

回繰り返し、凝集体のサイズを制御するためのアスパラギン酸(D44)、精製用 tagであるHis 

tagが付加されるように設計されている。pET28b-(AVGVP)42-D44-iRGD-Chisは、がん細胞

への標的能と細胞内移行能を付加するためにポリアスパラギン酸の末端に iRGD を融合し

た(Fig. 3.2(A))。C 末端に iRGD を融合することで、ナノ粒子表面に iRGD が提示され、

αVβ3 インテグリンを過剰発現しているがん細胞に対する標的能と、NRP-1 を介した細胞

内移行能が付加されることを期待した。これら pET28b-(AVGVP)44-D42-Chis を用いて発現

させたタンパク質を AD、pET28b-(AVGVP)44-D42-iRGD-Chis を用いて発現させたタンパ

ク質を ADiR名付けた。 

 本章で作製したプラスミドで形質転換した BLR(DE3)株を用いてタンパク質を発現誘導

したところ、いずれも可溶性のタンパク質として発現した。発現したタンパク質はすべて、

可溶画分からHis-Select Nickel Affinity Gel を用いて単離精製を行った。精製後、透析を

行い PBS中に溶解した目的タンパク質を最終生成物とし、いずれのタンパク質においても

ほぼ単一のバンドとして確認できた (Fig. 3.2(B))。得られたバンドがアミノ酸配列から予

測される分子量 (AD:26.7 k, ADiR: 27.4 k)より大きいのは ELPの特性に起因するものと考

えられる[141]。 

 

3.3.2 ELP融合 iRGDの環状形成評価 

通常、分子内に偶数個のチオール基が存在する場合、分子内ジスルフィド結合が優先的に

形成するとされている。ADiR ナノ粒子の iRGD 部位が 2 つのシステイン(Cys)のチオール
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基同士のジスルフィド結合によって環状構造を形成しているか否かを確認するため、タン

パク質還元時と非還元時における SDS-PAGEと蛍光測定によって評価した。iRGD配列の

システイン残基の状態として、分子間のシステイン残基同士のジスルフィド結合、分子内の

システイン残基同士のジスルフィド結合(環状形成)、非結合状態の 3つの可能性がある。ま

ず SDS-PAGEにより、分子間のシステイン残基同士のジスルフィド結合による多量体形成

が引き起っていないことを確認した。還元時と非還元時における SDS-PAGE 展開の結果が

Fig. 3.3(A)である。図のように還元処理の有無で、タンパク質のバンドのシフトはなく、分

子間ジスルフィド結合による凝集は見られなかった。このことから、ADiRのチオール基同

士での分子間結合による二量体以上の形成は起こっていないと考えられる。よって、分子間

結合の可能性は消され、分子内結合によって iRGD が環状構造を取っている、もしくはフ

リーの状態の 2択に絞られた。 

さらに分子内ジスルフィド結合による環状形成を明らかにするため、蛍光試薬である

Oregon Green® 488 Maleimideを標識して蛍光測定をおこなった。Oregon Green-Malは、

マレイミド基がチオール基（-SH）の求核攻撃を受けて結合を形成するため、SH基を有し

た化合物に Oregon Greenを標識することができる。そこでこの性質を利用して、iRGD部

位の環状形成を評価した。ADiRの iRGD部位が環状構造を形成している(酸化型)と仮定す

れば、2つのシステインのチオール基はジスルフィド基となり、Oregon Green-Malが標識

されず、蛍光を発さないと考えられる。コントロールとして、iRGD部位を欠いた AD、 還

元剤(ジスルフィド結合を切断し、チオール基へ戻す)である DTT を加えた ADiR に対して

も同様の実験を行った(Fig. 3.3(B))。その結果、還元型 ADiRのサンプルは、Oregon Green 

の蛍光スペクトル 520nm付近において強い蛍光が見られた。それに対して酸化型 ADiRは

520nm付近において、コントロールである ADと同様の結果となった。この結果は、ADiR

は分子内のジスルフィド結合によって、フリーなチオール基を有していないため、Oregon 

green-Mal が結合できなかった一方で、DTT によって強制的にジスルフィド結合を開裂す
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ることで、Oregon green-Malが結合し、蛍光を発したことを示唆している。コントロール

と酸化型 ADiR で見られるわずかな蛍光が観測されたのは、フィルター濾過の際に融合タ

ンパク質に結合していないフリーな Oregon green-Mal が完全に除去できていなかったた

めだと考えられる。よって今回作製した ADiR は、狙い通り iRGD ドメインにおいて、分

子間チオール基のジスルフィド結合によって環状構造を形成していることが明らかとなっ

た。 

 

3.3.3 ELP融合 iRGDの RGD活性評価 

 ADiRのインテグリン結合能を A549の細胞接着測定を行うことで評価した。ヒト肺胞基

底上皮腺がん細胞である A549は、細胞表面に αVβ3インテグリンを過剰発現していること

が明らかにされている[144]。固相化した ADiR が、がん細胞の αVβ3 インテグリンに結合

することで、A549がプレートに接着し、その接着細胞数は固相化した ADiR の濃度に依存

することが予想される。 

 各濃度のタンパク質溶液でコーティングした細胞培養プレートに、無血清培地で培養し

た A549を添加して 2時間インキュベートし、洗浄後の細胞数を測定した(Fig. 3.4(A))。AD

を添加したサンプルでは細胞が全く接着しておらず、ADの濃度に依存した細胞接着数の増

加も見られなかった。それに対し ADiRを添加したウェルでは、ADiRの濃度に依存して細

胞数が増加していることが示された。よって、ADiR はがん細胞に対する接着能を有するこ

とが示唆された。続いて、この接着が iRGDに由来する RGD配列と αVβ3インテグリンの

特異的な相互作用であることを市販の RGD ペプチドを利用して検証した。A549 の添加前

に任意の濃度のRGDペプチドによって細胞表面の αVβ3インテグリンをブロッキングする

ことで、細胞の接着阻害が起きるか否かを調べた(Fig. 3.4(B))。その結果、RGDペプチドの

濃度依存的に細胞の接着阻害が起こり、細胞数が減少していることが確認された。これは、

細胞表面の αVβ3インテグリンの機能阻害により、細胞が固相化した ADiRに結合できなく
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なったためだと考えられる。以上の結果から、ADiR は自身の RGD 配列による、αVβ3 イ

ンテグリンへの結合能を有していることが明らかとなった。 

 

3.3.4 温度変化による粒子形成評価 

 精製した ADiR が温度に応答して集合状態を取るか否かを検討するために、連続的に温

度を変化させながら濁度を測定した。タンパク質溶液はそれぞれ 500 µg/ml になるように

調整した。その結果が Fig. 3.5(A)である。昇温過程においては、ADiRも ADと同様に特定

の温度を境に濁度が上昇していることが明らかになった。よって ADiR は温度応答性を有

するといえる。相転移温度はそれぞれ AD が 34.6℃、ADiR が 38.2℃であり、どちらも生

体温度付近であった。一方、降温過程では ADiR と AD はともに濁度がほとんど下がって

おらず、温度変化に伴う構造変化が不可逆的であることが示された。これにより ADiR は

(AVGVP)nの構造安定性を保持していることが示された。 

 次に ADiRが実際にサイズ制御された粒子を形成するか否かを、動的光散乱法(DLS)を用

いて測定した。PBS 中に 500 µg/ml となるようにタンパク質溶液を調整し、20℃、37℃、

20℃の順で温度を変化させながら粒子径の測定を行った。その結果が Fig. 3.5(B)である。

Fig. 3.5(B) より、AD と ADiR は温度に応答して粒子径のピークが移動した。まず始めの

20℃ではどちらも 10～15 nm前後の粒子径を示した。次に 37℃に加熱すると 30 nm前後

にピークがシフトした。つまり ADiR は(AVGVP)n の性質通り温度に応答して凝集し、粒

子化していること、またアスパラギン酸の静電反発力を利用することで凝集の際限ない成

長を抑制していることが明らかになった。最後に再度冷却して 20℃にしたところ、粒子径

は 37℃のときのものとほぼ一致した。37℃における ADiRの粒子径は ADとほぼ同じこと

から、アスパラギン酸による粒子径制御において iRGD の存在はほとんど影響しないこと

が示された。これらの結果から ADiRで構成された粒子は当初の設計通り、加熱により粒子

を形成し、一度粒子を形成すると冷却後も解離せず、粒子径を保ったままであることが示さ
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れた。その結果は Fig. 3.5(A)の濁度測定の結果とも一致する。 

 

3.3.5 薬剤内包能評価 

 3.3.4 の結果から、ADiR は(AVGVP)n の性質よりある一定の温度以上で凝集し、アスパ

ラギン酸の静電反発力を利用することでサイズ制御された粒子を形成することが明らかに

なった。この結果は、ADiR 粒子が疎水性のコアを保持したミセル状の粒子であることを示

唆している。そこで本項では、ナノ粒子に 1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid (1,8-ANS)

を取り込ませ、ナノ粒子が周囲の疎水性分子を内包可能かどうか検討した。 

 1,8-ANS は疎水性ポケットや脂質の疎水性部位へ蓄積し、蛍光を発する。ELP にも結合

し、加熱による集合に伴い蛍光を発することが知られている[145]。そこで、この性質を利

用して各温度における蛍光強度を測定し、薬剤内包能を評価した。その結果が Fig. 3.6であ

る。1,8-ANSを含む PBS中で ADと ADiRを粒子化させたところ、著しい蛍光の増大が観

察され、さらに ADiR 粒子は AD 粒子の約 2 倍の蛍光強度を示した。これは加熱により

(AVGVP)n が疎水性コアを形成した結果と考えられる。一方、BSA は温度に関わらず蛍光

値がほぼ一定であり、PBS はほとんど蛍光を発していない。このことからも、蛍光強度の

増加は粒子化によるものであると考えられ、ADと ADiRは粒子化の際、ポリアスパラギン

酸部位が外側を向き負電荷の層を、(AVGVP)n 部位が内側を向き疎水性環境を形成してい

ることが示唆された。また疎水性化合物とともに加熱することで粒子化の際それらを取り

込み、粒子内に内包可能であることが示された。また ADiRは、iRGDの付加により AD粒

子の約 2倍の薬剤内包能を有することが明らかとなった。 

 

3.3.6 ナノ粒子への薬物モデルの内包法の最適化 

3.3.5の結果から ADiRナノ粒子は疎水性化合物とともに加熱することで粒子化の際それ

らを取り込み、粒子内に内包可能であることが示されたが、内包されないまま溶液中に残っ
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た化合物も存在する。DDS キャリアとして薬物を内包する際は、そのようなフリーな薬物

が適切な DDSを経ずに副作用を引き起こすリスクがあるため、透析等によって除去する必

要がある。そこで疎水性の蛍光薬物モデルである蛍光色素 Coumarin-6 ( MW：350.4, λ

max：444nm, λem：503 nm)をナノ粒子へ内包し、フリーな色素を除去できる透析時間を検

証した。まず、濃度既知の Coumarin-6 (C-6)を用意し、蛍光測定により検量線を作製した

(Fig.3.7(A))。その結果、C-6 の濃度依存的に蛍光強度が増加し、ナノ粒子中の C-6 の定量

に必要な検量線を得ることができた。続いて、混合サンプルの加熱により調製した蛍光内包

ナノ粒子に対して任意の回数の透析行い、粒子に内包された C-6 の濃度の推定と、未反応

の C-6の除去された量を Fig.3.7(A)の検量線をもとに測定した (Fig.3.7(B))。その結果、フ

リーな C-6 のみを透析したサンプルの測定値がナノ粒子溶液中に残存した未反応の C-6 の

量であると推定すると、オーバーナイトの透析の回数を重ねるごとにフリーな C-6 が除去

され、3回行うことでほとんど除去されていることが確認された。また、その時点でのナノ

粒子中の C-6の濃度は 15µM、タンパク質濃度は 2.9µM であった。この結果から、最適な

内包法は未反応な C-6 を完全に除去できるオーバーナイトの透析 3 回であり、その内包量

はナノ粒子自身のモル濃度のおよそ 5倍のモル濃度であることが示唆された。 

 

3.3.7  iRGD融合タンパク質ナノ粒子の細胞導入能評価 

これまでの結果より、ADiRは ADと同様に温度に応答して疎水性のコアを有する粒子を

形成し、同時に薬剤をコア内部に封入できることが示された。ADiR粒子はポリアスパラギ

ン酸部位が外側を向き、表面に iRGD が提示されているため αVβ3 インテグリンへの過剰

発現細胞に対する細胞標的能を有すると考えられる。またインテグリンへの結合後は、プロ

テアーゼ (Matriptaseや Furin) による塩基性配列切断を受け、末端にRXXK配列(CendR)

が露出し、がん細胞において過剰発現しているNRP-1に結合することで速やかに細胞内に

移行すると考えられる。そのため ADiR粒子は αVβ3インテグリンと結合後、細胞内に取り
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込まれ、内包物を放出すると考えられる。これを確かめるために、ADiR粒子内に疎水性薬

物モデルである C-6を内包させ、αVβ3インテグリンを過剰発現する A549細胞に添加し細

胞の挙動を観察した。まず、培養した A549細胞に対して蛍光色素 C-6を内包した ADiRナ

ノ粒子を添加し、時間経過ごとの蛍光の分布を共焦点顕微鏡により観察した(Fig. 3.8)。そ

の結果、15 分後では C-6の蛍光は見られず ADiRナノ粒子はほとんどが細胞外に分布して

いると考えられる。しかし 30分が経過すると、蛍光が見え始め、一部のナノ粒子が iRGD

ペプチドの機能により細胞内部へ移行し始めているのが確認できる。60 分後には蛍光が強

く見られ、多くのナノ粒子が内部移行しているのが分かる。これ以降インキュベーション時

間を延長しても、蛍光強度の増大は見られなかった。この結果より、ADiRナノ粒子はおお

よそ 1時間でがん細胞への結合し、細胞内部に移行することが示唆された。 

 この結果をもとに、蛍光内包ナノ粒子添加後のインキュベート時間を 1 時間とし、コ

ントロールとの蛍光の比較によって ADiR ナノ粒子に付加されたがん細胞内部移行能を確

かめた(Fig. 3.9)。その結果、ADiR 粒子を添加した細胞において細胞内で C-6 の蛍光が確

認された。一方でコントロールである AD 粒子を添加した細胞では C-6 の蛍光が観察でき

ず、AD粒子が細胞に取り込まれていないこと明らかになった。これは今回作製したタンパ

ク質粒子が表面にマイナスの電荷を帯びており細胞表面への非特異吸着とそれに続くエン

ドサイトーシスによる細胞内への取り込みがほとんどなかったためだと考えられる。また、

ADiR の RGD 配列を欠損した ADiR-RGD(－)ナノ粒子、CendR 配列を欠損した ADiR-

CendR(－)ナノ粒子を添加した細胞では、蛍光は見られるものの ADiRナノ粒子ほどの蛍光

強度ではなかった。ADiR-RGD(－)は NRP-1経路を介して、ADiR-CendR(－)はインテグリ

ンを介したエンドサイトーシスにより細胞内にある程度移行するものの、ADiRナノ粒子は

これら 2 つの機能の相乗効果により、効率的に薬剤をがん細胞内部へ送達できることが示

唆された。 

また、体内における抗がん剤の非がん細胞への非特異的な送達は、想定外の副作用を引き
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起こす可能性があるため、避けることが望ましい。非がん細胞へ薬物送達されないことを確

かめるために、細胞表面における αVβ3 インテグリンと NRP1 の発現量が少ないヒト胎児

腎細胞(HEK293)を用いて同様の実験を行った(Fig. 3.10)。その結果、ADiR ナノ粒子を添

加した細胞は AD ナノ粒子や C-6 を直接添加した細胞と同様に、内部移行に起因する蛍光

が全く観察されなかった。これは、ADiR ナノ粒子の iRGD 配列が αVβ3 インテグリンと

NRP1を過剰発現しているがん細胞を選択的に標的していることを示唆している。 

以上の結果から、ADiRナノ粒子は iRGD配列の 2つの機能の相乗効果により、非がん細

胞には影響を与えずに効率的に薬剤をがん細胞内部へ送達できることが示された。 
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3.4 結言 

 

 本章では、ELP ナノ粒子の DDS キャリアへの応用を目的として、ELP の疎水性ドメイ

ン(AVGVP)n とポリアスパラギン酸(Dm)の融合タンパク質で構築されたタンパク質ナノ粒

子に、機能性ペプチドを用いてがん細胞への標的能と細胞内移行能を付加することを目的

とした。そのために(AVGVP)42D44Chis の D44 末端に iRGD を融合した(AVGVP)42-D44--

iRGD-Chisを作製し、その構造や物性、細胞標的能、細胞内移行能を評価した。 

 まず、温度を連続的に変化させながら濁度を測定し、アスパラギン酸の付加により濁度の

上昇を抑えられていることを明らかにした。つまりポリアスパラギン酸の存在が、凝集の際

限ない成長を抑制していることが示唆された。次に、DLSによる粒子径の計測により、AD、

ADiRともに生体内温度 37℃において粒子を形成すること、並びにその粒子は 20℃に冷却

後も大半が解離されず粒子径を保っていることを示した。また、その粒子径は 30 nm前後

であることを明らかにした。この結果から、アスパラギン酸による粒子径制御において融合

した iRGDはほとんど影響せず、ADiRは ADと同様に加熱によりサイズ制御された粒子を

形成することが明らかになった。次に DDSキャリアとして重要項目である薬剤内包能、お

よび細胞標的能について、ADiR粒子の特性を評価した。ADiRが形成するナノ粒子は疎水

性蛍光物質 1,8-ANS を粒子内部に取り込み、蛍光値を著しく増加させた。このことから

(AVGVP)n が凝集することで、疎水性のコアを保持したミセル状の粒子を形成することが

明らかになった。最後に ADiRで構築されたナノ粒子が、がん細胞への細胞内移行能を保持

しているかを評価した。ADiRに蛍光薬物モデルを内包させ、細胞に添加したところ、イン

テグリンへの結合と NRP1 による細胞内移行によりナノ粒子ごと細胞内へ取り込まれるこ

とが明らかになった。また非がん細胞に対しては、非特異的な細胞内移行を行わないことが

明らかとなった。 

以上の結果から、構築したタンパク質ナノ粒子 ADiRは、αVβ3インテグリン過剰発現細
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胞に対する標的能と NRP-1 を介した細胞内移行能を有し、DDS キャリアとして高い素質

を有することが明らかとなった。 
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Figure. 3.1 

作製した融合タンパク質による薬物内包と、がん細胞への標的と細胞内導入の

概念図。疎水性薬剤との混合溶液の加熱により、ADiRは疎水性コアに薬剤を封

入したナノミセルを形成する。表層に提示された iRGDモチーフの機能により、

薬剤をがん細胞表面に特異的に送達し、細胞内部へと移行させることができる 
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Figure. 3.2 

(A)構築したタンパク質  

(B)AD, ADiRの精製後サンプルの SDS-PAGE (AD:26.7 kDa, ADiR: 27.4 kDa) 
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Figure. 3.3 

(A) 還元状態の違いによる SDS-PAGEでの分子量変化 

(B) 蛍光標識マレイミドの修飾評価。実線は還元状態、点線は酸化状態における

融合タンパク質の蛍光強度を示す 
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Figure. 3.4 

(A) ELP融合 iRGDによるインテグリン接着能評価 

(B) RGDペプチドインヒビターを利用したインテグリン接着阻害評価 
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Figure. 3.5 

温度変化による粒子形成評価  

(A) AD (●) と ADiR(▲)の温度に対する濁度変化 

(B) DLSによる各温度における粒子径測定。青は 20℃、赤は 37℃、 

灰色は再冷却後の 20℃を示す 
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Figure. 3.6 

25℃および 37℃における 1,8-ANSの蛍光スペクトル変化 

実線が 25℃、点線が 37℃における測定結果を示す 
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Figure. 3.7 

(A) 疎水性薬物モデル C-6の蛍光強度による検量線作成 

(B) 検量線に基づいた、ナノ粒子の C-6内包量推定評価 
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Figure 3.8 

タイムスケール変化による ADiRナノ粒子のがん細胞内への移行追跡評価 

(スケールバー: 50 µm) 
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Figure 3.9 

A549細胞 (がん細胞) における蛍光内包ナノ粒子の細胞内移行能評価 

(スケールバー: 200 µm) 
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Figure 3.10 

HEK293細胞 (非がん細胞) における蛍光内包ナノ粒子の細胞内移行能評価 

(スケールバー: 200 µm) 
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4.1 緒言 

 

  第 3章では(AVGVP)42-D44-Chisに iRGD配列を融合することで、がん細胞標的能と細

胞内移行能を有するタンパク質ナノ粒子を構築することに成功した。作製した(AVGVP)42-

D44-iRGD-Chisは、自らが持つ RGD配列を介して αVβ3インテグリンを過剰発現するがん

細胞に特異的に結合することを示した。また温度に応答して 30 nm程度のナノ粒子を形成

し、同時に疎水性薬剤を疎水性コアに内包可能であることを示した。そして薬剤内包ナノ粒

子はがん細胞の αVβ3 インテグリンへの結合後、NRP-1 を介した細胞内移行能によって疎

水性分子を内包したまま細胞内へ取り込まれることが明らかになった。 

本章では第 3章で作製した iRGD融合タンパク質ナノ粒子を、DDSキャリアとして臨床

において利用可能であるか調べた。抗がん剤治療への臨床応用を想定した場合、抗がん剤内

包 ADiRナノ粒子は静脈注射によって、がん患者に投与される。ナノサイズに制御された粒

子は、正常な血管内皮細胞は透過せず、マクロファージ等免疫細胞による捕食も回避し、や

がて腫瘍血管付近に到達する。その後 iRGD によりがん血管内皮細胞の表面に結合し、細

胞内移行により、がん細胞の内部、そして深部にまで移行する。その際の薬剤放出により優

れた抗腫瘍効果を示すことが期待できる(Fig.4.1)。このような生体内での応用を想定し、第

4章においては血清中でのナノ粒子の機能発現、抗がん剤を内包したナノ粒子による細胞死

誘導、マウス体内におけるナノ粒子の動態を評価した。 

はじめに、血清中における細胞内移行能を、C-6 を内包したナノ粒子を用いて評価した。

続いて、がん細胞への抗腫瘍効果を、抗がん剤内包ナノ粒子を添加した細胞の染色及び生細

胞数の定量により評価した。また、マウス血中における滞留性を、近赤外光蛍光内包ナノ粒

子の in vivoイメージングにより評価した。最後に生体内における腫瘍への集積性を担癌マ

ウスへの静脈内投与により評価した。以上より、作製した高機能化タンパク質ナノ粒子が、

がん細胞を標的とした DDSキャリアとして、臨床へと応用可能であることを示す。 
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4.2 実験方法 

 

4.2.1 試薬 

 細胞培養培地 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)と penicillin/streptomycin

は Sigma-Aldrich社より購入した。Fetal bovine serum (FBS)はBioWest社より購入した。

Coumarin-6 (C-6) は関東化成工業株式会社より購入した。Paclitaxel は Adipogen Life 

Sciences社より購入した。DY-635は Dyomics GmbH社より購入した。その他の試薬等は

特筆しない限り特級のものを使用した。 

 

4.2.2 細胞株および動物 

ヒト肺胞基底上皮腺がん細胞 (A549) 、ヒト胎児腎細胞 (HEK293)、ヒトアストロサイ

トーマ細胞株(U87MG)は Riken Bioresource  Center より購入したものを使用した。

A549 細胞、HEK293 細胞、U87MG 細胞は、10％FBS および 1％ペニシリン/ストレプト

マイシンを添加した DMEM 中で、37℃で 5％CO2を含む加湿条件下で培養した。BALB / 

c nudeマウス（雌、4週齢）は日本チャールス・リバー株式会社より購入された個体を使用

した。マウスは 12時間ごとに明転と暗転を繰り返す、25℃に制御された部屋に保管し、餌

と水は自由に与えた。すべての動物実験は、東京工業大学動物実験委員会の承認を得て、東

京工業大学が定める実験動物の管理と使用に関するガイドラインに従って実施した。 

 

4.2.3 血清中でのナノ粒子の機能発現評価  

血清中における ADiR 粒子のがん細胞内への移行能評価は、疎水性蛍光色素である

Coumarin-6 (C-6)を内包して行った。タンパク質溶液 (5 µM)と C-6 (50 µM)を混合し、超

音波処理を行った後 42℃で 15 分間インキュベートし色素を取り込んだナノ粒子を形成さ

せた。タンパク質溶液を Slide-A-lyzer (Pierce)を用いて、100倍以上の PBSで 37℃におい
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てオーバーナイトの透析を3回行い、未内包のC-6を除去し、タンパク質濃度をBCA protein 

assay kit (Pierce)により決定することで C-6内包 ADiR粒子を調製した。 

DMEM (1% Penicillin/Streptomycin、10％ FBS含有)中で培養した A549細胞を、細胞

培養用 35 mm dish plates (BD Bioscience)に 1.0×104 cells /wellの密度で播種し、37℃で

一晩培養した。その後 DMEM (1% Penicillin/Streptomycin、10％ FBS含有)で培地交換し

てさらに一晩培養した、調製した C-6内包ナノ粒子をタンパク質濃度が 6 nM、もしくは 60 

nMとなるように DMEM (50％ FBS含有)で希釈し、100 µl 添加した。1時間経過後に、

PBSで 1回洗浄後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。 

 

4.2.4 抗がん剤内包粒子の細胞死誘導評価 

抗がん剤を内包した ADiR 粒子による抗腫瘍効果は、疎水性抗がん剤である paclitaxel 

(PTX)を内包して評価した。コントロールとして、iRGD配列を持たないナノ粒子 AD、iRGD

配列を有しているがRGD配列を欠損させ、CendR配列のみを有するADiR-RGD(－)、iRGD

配列を有しているが CendR 配列を欠損させ、RGD 配列のみを有する ADiR-CendR(－)を

用いた。 

タンパク質溶液 (3 µM)と Paclitaxel (30 µM)を混合し、超音波処理を行った後 42℃で 15

分間インキュベートし色素を取り込んだナノ粒子を形成させた。タンパク質溶液を Slide-

A-lyzer (Pierce)を用いて、100倍以上の PBSで 37℃においてオーバーナイトの透析を 3回

行い、未内包の PTXを除去し、タンパク質濃度を BCA protein assay kit (Pierce)により決

定することで PTX内包 ADiR粒子を調製した。 

DMEM (1% Penicillin/Streptomycin、10％ FBS 含有)中で培養した A549 もしくは

HEK293細胞を、細胞培養用 35 mm dish plates (BD Bioscience)に 1.0×104 cells /wellの

密度で播種し、37℃で一晩培養した。その後無血清培地に培地交換してさらに一晩培養した

後、調製した PTX 内包ナノ粒子を任意の濃度で添加した。培養 1 日目と 3 日目において
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CCK-8 溶液を含んだ培地に交換し 1 時間インキュベーター内で呈色反応を行った。その後

マイクロプレートリーダーで 450 nm の吸光度により生細胞数を測定した。生細胞数の定

量においては、PBS のみを加えたサンプルの吸光度を 100%として各サンプルの生存率を

算出した。Calcein-AM と propidium iodide(PI)による細胞染色では、細胞の播種数のみ

5.0×104 cells /wellに変更し、3日後に細胞染色することによって生死判定を行った。 

 

4.2.5 ナノ粒子への近赤外蛍光色素の内包法の最適化  

ADiR ナノ粒子への近赤外蛍光色素の内包法の最適化は、疎水性近赤外蛍光色素である

DY-635を用いて行った。融合タンパク質 ADiRが 3 µM、DY-635が 30 µMとなるように

PBS で調製し、混合液を作製した。超音波処理を行った後 42℃で 15 分間インキュベート

し、色素を取り込んだナノ粒子を形成させた。タンパク質溶液を Slide-A-lyzer (Pierce)を用

いて、100倍以上の PBSで 37℃において 2時間の透析を 1回～4回行い、未内包の C-6を

除去した。最後にフィルター滅菌(0.22 µm)を行うことでDY-635内包ADiR粒子を調製し、

蛍光強度を測定した (蛍光波長：671 nm, 励起波長：647 nm)。測定には FP-6500 

spectrofluorometer (Jasco) を用いた。光増倍管の印加電圧は 310 V、レスポンスは 0.5秒

で行った。また濃度を振った単独の DY-635 (超音波処理済み)の蛍光強度により検量線を作

製し、ADiRナノ粒子中の DY-635のモル濃度を推定した。 

 

4.2.6 マウス血中における蛍光内包ナノ粒子の滞留性評価 

蛍光標識ナノ粒子のマウス血中における滞留性は、IVIS Imaging System (Xenogen, 

Alameda, CA) によって評価した。IVISの CCDカメラを-90℃に冷却し、高感度で撮影可

能な状態にした。生後約 6カ月の BALB/c nudeマウスに、過剰量の酸素を混合した麻酔薬

イソフルランを吸入させ、行動を静止した。その後の 5 µMの DY-635標識ナノ粒子 100 µl

をマウスの尾部から静脈注射した。また、PBS のみを静脈注射したサンプルをコントロー
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ルとした。麻酔状態から覚醒した時点でのタイムポイントを 0 minとし、15 min、30 min、

60 min において、再度イソフルランで麻酔した後、マウスの血中に滞留している DY-635

標識したナノ粒子の蛍光を IVIS (励起波長：640, 蛍光波長：670nm に設定) によって蛍光

イメージングした。イメージングは、マウスの背中側(Fig. 4.7)と、腹側(Fig. 4.8)の二方向

から撮影した。また、サンプル注射前のマウスも同様に IVISで蛍光イメージングした。 

 

4.2.7 担癌マウスへ静脈投与したナノ粒子の腫瘍内蓄積評価 

担癌マウスにおける蛍光標識ナノ粒子の腫瘍部位への蓄積は、IVIS Imaging System 

(Xenogen, Alameda, CA) によって定性的に評価した。U87MGがん細胞は、10％FBSおよ

び 1％ペニシリン/ストレプトマイシンを添加した DMEM 中で、37℃で 5％CO2 を含む加

湿条件下で培養し、80%コンフルエントに達した時点で細胞を採取した。マウスに麻酔薬イ

ソフルランを吸入させ行動を静止し、5.0×106 cells/50 uL の U87MG 細胞を皮下注射し

た。腫瘍形成は、移植した部位の腫瘤の成長を観察することによって評価し、腫瘍サイズ(V)

は、V (mm3) = a (mm)×b2 (mm) / 2  (a : 腫瘍の長軸の長さ、b : 短軸の長さ) の式に従っ

て、ノギスを用いて測定した。移植後 7週間～9週間後に腫瘍サイズが 200 mm3に達した

時点で実験を開始した。マウスに麻酔薬イソフルランを吸入させ、行動を静止した。その後、

10 µMの DY-635標識ナノ粒子 200 µlをマウスの尾部から静脈注射した。また、PBSのみ

を静脈注射したサンプルをコントロールとした。ナノ粒子の投与後 6 時間後に、マウスを

犠牲にした。腹部から胸部にかけて切開し、心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓、腫瘍を切除して

取り出した。それぞれの臓器を PBSで洗浄し、蛍光の蓄積を IVISでイメージングした。 
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4.3 実験結果及び考察 

 

4.3.1 血清中でのナノ粒子の機能発現評価 

血清中における ADiR ナノ粒子のがん細胞内移行能を、蛍光色素 C-6を内包し血清中で

の蛍光を観察することで評価した。3.2.11の実験においては、ナノ粒子添加時に無血清培地

を利用していたが、in vivoにおける評価を行うにあたり、血中に投与する必要があるため、

血清存在下でも安定してがん細胞ターゲティングが行えるか否かが重要である。血清中で

は一般的に DDSキャリアに対し、血清タンパク質が非特異的に吸着する傾向にあり、キャ

リアの崩壊や、ターゲティングの妨害をもたらす恐れがある。ナノ粒子の添加を 50 %血清

培地中で行うことで血中環境を模倣し、粒子の血清中でのがん細胞に対する挙動を調べる

ことで、in vivoに適用可能であるか確認した (Fig.4.2)。その結果、6 nMの ADiRナノ粒

子を添加した細胞では、わずかに細胞内において蛍光が観測できたが、前章の無血清での条

件下 Fig. 3.9と比較すると蛍光強度は低い結果となった。これは、血清タンパク質が iRGD

配列に非特異的に吸着し、一部のナノ粒子において機能が阻害されたことが原因であると

考えられる。しかし、濃度を 10 倍高い 60 nM に設定すると、顕著な細胞内部での蛍光が

観察された。対照的に、ADナノ粒子を添加した細胞では、60 nMにおいても ADiRナノ粒

子ほどの強い蛍光は見られなかった。よって、iRGDモチーフが機能して、細胞内移行が促

されていることが示された。以上の結果から、ADiR ナノ粒子は血清中において、一部の機

能阻害もみられるが iRGD の機能を発揮し、薬剤を内包したままがん細胞内部へと移行で

きることが明らかとなった。 

 

4.3.2 抗がん剤内包粒子による細胞死誘導評価 

 抗がん剤を内包した ADiR 粒子の薬剤効果を確認するために、CCK-8 による生細胞数定

量と死細胞染色により、A549の生存割合を評価した。 
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 まず、細胞死に適切な抗がん剤の濃度を最適化するために、PTXの濃度が 0、250、500、

750、1000 nMとなるように AD、もしくは ADiR ナノ粒子を A549へ添加し、3日後に生

細胞数を定量した(Fig.4.3(A))。また、ポジティブコントロールとして PTXのみ添加した細

胞も用意した。その結果、PTX内包 ADiRナノ粒子を添加した細胞は PTXの濃度に依存し

て生細胞数が減少し、1000 nMの PTXにおいてポジティブコントロールと同程度の細胞死

誘導効果を示した。よって、以降の実験における PTXの濃度を 1 µMに設定した。また 1000 

nMの PTXを内包したサンプルについて顕微鏡による形態観察を行った(Fig.4.3(B))。その

結果、PTX 内包 ADiR ナノ粒子を添加したサンプルは、ポジティブコントロールと同様に

A549 独自の形態を失った細胞が多く見られ、顕著な細胞死誘導が示された。 

さらに死細胞のみを染色することで細胞死の判断を明確に行うため、PTXの濃度が 1 µM

となるようにナノ粒子を添加し (粒子濃度 200 nM)、3日後に生細胞と死細胞を同時染色す

ることで、抗がん剤による細胞死誘導効果を比較した (Fig.4.4(A))。ネガティブコントロー

ルとして PBS のみを添加した細胞、ポジティブコントロールとして 1 µM の PTX を溶解

した PBSを添加した細胞も用意した。その結果、ネガティブコントロールでは、死細胞に

起因する赤色の蛍光がほとんど見られなかったのに対し、PTX 内包 ADiR ナノ粒子を添加

した細胞は、ポジティブコントロールと同等もしくはそれ以上の赤色蛍光が観察され、抗が

ん剤による細胞死誘導を確認することができた。PTX 内包 AD ナノ粒子を添加した細胞に

おいても若干の細胞死が見られたが、内包した PTXの若干の漏出によるものだと考えられ

る。 

 さらに ADiR ナノ粒子が標的能と細胞内移行能の相乗効果により、細胞死誘導を促して

いることを確認するために、コントロールとして、ADiRの RGD配列を欠損させた ADiR-

RGD(－)、CendR配列を欠損させた ADiR-CendR(－)ナノ粒子を用いて、PTX添加後の生

細胞数を定量し、抗がん剤による細胞死誘導を比較した(Fig.4.4(B))。3日後の定量結果を見

ると、PTX を内包した ADiR-RGD(－)と ADiR-CendR(－)ナノ粒子は、細胞死誘導に起因
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する細胞数の減少が見られた。これは、ADiR-RGD(－)については NRP-1 を介した細胞内

移行、ADiR-CendR(－)については、インテグリンへの結合とそれに続くエンドサイトーシ

スによる細胞内取り込みにより細胞内に抗がん剤が移行したと考えられる。しかしながら、

RGD, CendR の両配列を欠損していない ADiR が最も顕著に細胞死誘導を招いていること

から、RGD モチーフと CendRモチーフの両機能により、DDSに機能が増幅されているこ

とが分かる。さらに、PTX を内包していない ADiR においては、3 日後においても細胞死

誘導が全く見られず、ADiR の細胞内侵入による毒性は皆無であることも明らかとなった。

また、3日後の PTX内包 ADナノ粒子を添加した細胞において 50%程度の細胞死が確認さ

れた。これは、粒子に内包した PTX が若干漏出しており、このフリーな PTX が細胞死誘

導を引き起こしたと考えられる。 

最後に非がん細胞についても PTXを用い、同様に実験を行った。1 µMの PTXを内包し

た 200 nM の AD、ADiR ナノ粒子の溶液を HEK293 細胞に添加した。同様にしてネガテ

ィブコントロールとして PBS のみを添加した細胞、ポジティブコントロールとして 1 µM

の PTXを溶解した PBSを添加した細胞も用意した。3日後の細胞の形態を顕微鏡で観察し

た結果を Fig.4.5(A)に示す。PTX 内包 ADiR ナノ粒子を添加した細胞では、細胞死に起因

する形態変化は見られず、PTX無添加の細胞状態とほとんど変化がなかった。また、1日目

と 3日目の生細胞数を CCK-8によって測定した結果が Fig.4.5(B)である。PTXのみを添加

したサンプルにおいては、3日目に 20%程度の生細胞の減少が見られ、抗がん剤による細胞

死が誘導されていると示唆される。それに対し、PTX 内包ADiRを添加したサンプルでは、

そのような細胞死は見られず、PTX 無添加のサンプルと同程度の細胞数を維持していた。

これは、今回作製したタンパク質粒子の表面が負電荷であり、負に帯電した細胞表面への

PTX を内包した ADiR の非特異吸着と細胞内への取り込みが抑制されたためだと考えられ

る。また PTX 内包 ADナノ粒子を添加したサンプルでは、若干の生細胞数減少が観測され

た。これは、AD に内包された PTX が時間の経過とともに若干漏出し、細胞に作用したも
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のであると考えられる。 

以上の結果から、ADiR ナノ粒子はがん細胞表面のインテグリンを介して特異的に細胞内

に取り込まれ、内包した抗がん剤を細胞内で放出することで A549の細胞死を誘導すること

が明らかになった。 

 

4.3.3 ナノ粒子への近赤外蛍光色素の内包法の最適化  

マウスの体内におけるナノ粒子の分布をイメージングするために、近赤外蛍光色素の内

包法を検討した。生体内の光の吸収スペクトルは、光の透過を妨げる主要な生体物質ヘモグ

ロビン、オキシヘモグロビン、デオキシヘモグロビン、さらには水による光吸収があるが、

近赤外光の波長域（600－900 nm）では、これらの物質は大きな吸収を持たない。よって生

体内での蛍光イメージングには、近赤外領域の光を利用することで、生体組織への透過性を

高め、生体試料自らが生ずる自家蛍光を最小限にとどめることができる。そこで、ADiR ナ

ノ粒子をマウス血中での滞留性を蛍光イメージングによって観察するにあたり、近赤外領

域に励起スペクトルをもつ疎水性蛍光色素 DY-635 を ADiR ナノ粒子に内包し、in vivo イ

メージングで利用できるか否かを確認した。DY-635 内包ナノ粒子は粒子形成後、3.2.10に

記した蛍光色素 C-6 を内包した手順と同様に透析法で行い調製した。まず、未内包の DY-

635 を除去するプロセスを確立させるため、2 時間～8 時間のスケールで透析を行い、サ

ンプルの蛍光強度を測定した(Fig.4.6(A))。DY-635 内包ナノ粒子と同時に、DY-635のみの

サンプルを同濃度で透析を行い、ナノ粒子に内包されなかった色素の残存量を推定した。そ

の結果、透析 2、4、6、8時間後における ADiR ナノ粒子に内包されなかった DY-635の割

合は、74、55、24、12%となり、時間依存的に減少していることが明らかとなった。8時間

透析によってある程度の未内包 DY-635は除去できているので、この条件を最適な透析時間

として設定した。 

続いて、調整後の DY-635内包 ADiRナノ粒子のタンパク質モル濃度と、蛍光強度により
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推定される DY-635のモル濃度を同時に測定し、その比を算出した。その結果を Fig.4.6(B)

に示す。10~50 µM の DY-635 は濃度依存的に蛍光が上昇し、検量線が作成可能であった。

検量線を基に調製した 2.71 µMの AD、2.90 µMの ADiRナノ粒子に内包された DY-635内

包モル濃度を求めると、それぞれ 13.4、14.1 µM となり、ナノ粒子とのモル濃度比はおよ

そ 5 倍であった。この比は 3.2.10の C-6の内包時と類似しており、ナノ粒子は自身のモル

濃度の 5倍の蛍光色素を内包することが示唆された。これら結果から、DY-635は十分な濃

度で ADiRナノ粒子へ内包可能であり、近赤外光の励起により in vivoイメージングへ適用

可能であることが示唆された。 

 

4.3.4 マウス血中における蛍光内包ナノ粒子の滞留性評価 

DDS研究においては、in vivoでの評価が必要不可欠となっているため、マウスモデルを

用いて ADiRナノ粒子の血中滞留性評価を行った。動物実験は全て、同大学科学技術創成研

究院化学生命科学研究所の西山伸宏教授の指導のもと行った。最初に、投与したナノ粒子が

マウス血中で長時間滞留し続けるか否かを IVIS (In Vivo Imaging System)によってモニタ

リングした。生体には、 外来異物に対する排出機構があり、抗がん剤を内包した DDS キ

ャリアは、血液循環中に肝臓や脾臓を中心とする細網内皮系組織(RES)の貪食細胞に捕捉さ

れる傾向にある[146]。しかし ADiR ナノ粒子は、全体がタンパク質で構成され、凝集性を

持たず高い分散性を示すため、異物と認識されずに RES に取り込まれにくくなり、 血中

に長時間循環滞留する特性を有していると考えられる。このようなステルス性を有してい

ることを調べるため、蛍光標識した ADiR ナノ粒子を免疫不全のヌードマウスである

BALB/c nudeの尾部に静脈注射で投与し、時間経過における蛍光の分布を、インビボイメ

ージングシステム(IVIS)を用いて調べた。マウスの背面より撮影した結果を Fig.4.7に示す。

Pre injection の時点で PBS のサンプルで蛍光を強く発している部位(背面右部)が脾臓であ

り、ある程度の自家蛍光を有していることが知られている。投与 15分後では血中の ADと
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ADiR ナノ粒子が全身を循環しており、全体的に蛍光を発しているという結果が見られた。

また、脾臓への蓄積は若干見られるものの、顕著ではなかった。ステルス性のないナノキャ

リアでは、投与 5 分後の時点ですぐに脾臓にトラップされて蓄積し、強い蛍光が見られる

ため、AD 及び ADiR は血中滞留性を有していることが示唆された。30 分後でも同様の結

果が見られ、1時間経過すると、ある程度脾臓に蓄積し、赤色で示される強い蛍光が見られ

た。同様に、腹側から撮影した結果を Fig.4.8に示す。15分後の時点で PBSのサンプルで

蛍光を発している大きなエリア(腹部左側)が腸管であり、与えられた飼料の自家蛍光による

ものである。その上の部位に肝臓が位置している (15 分後の ADiR ナノ粒子において最も

強く発している部位)。30分後の時点で、AD、ADiR ナノ粒子ともに肝臓の部位で強い蛍光

が出ている。しかしながら、これもステルス性欠如したナノキャリアと比較すると蛍光は小

さく、コントロールの PBSと比較しても全身に蛍光が分布していることから、滞留性を有

していることが示唆された。60 分後になると、肝臓への蓄積がかなり強まっているが、こ

の傾向はナノキャリア特有であり、一方で全身に分布している状態は続いているため、ある

程度の滞留性を有していると考えられる。 

以上の結果から、今回作製した ADiR ナノ粒子は生体内において血中に滞留する性質を

有しており、in vivoへ適用可能であることが明らかとなった。 

 

4.3.5 担癌マウスへ静脈投与したナノ粒子の腫瘍内蓄積評価 

In vivoで ADiRナノ粒子が薬剤を腫瘍組織に特異的に送達することを確認するために、

U87MG担癌ヌードマウスモデルを利用した。U87MG腫瘍は、高度な血管形成性の脈管構

造を有し、αVβ3インテグリンを過剰発現している。よって、U87MG腫瘍を移植したマウ

スにおいては、iRGD配列を有する ADiRナノ粒子は血中において他の臓器よりも優先的に

腫瘍へ蓄積することが予測される。 

蛍光標識した AD、ADiR ナノ粒子を、U87MG 腫瘍を皮下移植した BALB/c nude の尾
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部に静脈注射で投与し、6時間後における各臓器と腫瘍への蛍光の分布を、インビボイメー

ジングシステム(IVIS)を用いて調べた。取り出した臓器と腫瘍を蛍光イメージングした結果

を Fig.4.9 に示す。コントロールの PBS を投与したマウスでは、肝臓においてマウスの餌

の自家蛍光に起因する蛍光が観測されたが、その他の臓器において蛍光は見られなかった。

ADナノ粒子を投与したマウスでは、肝臓と腎臓に蛍光の蓄積が強く見られているが、腫瘍

にも若干蓄積していることが分かった。これは、ナノサイズに制御された粒子の EPR効果

により、蓄積したものと考えられる。それに対して ADiRナノ粒子を投与したマウスでは、

腫瘍において ADナノ粒子よりも強い蛍光が観測された。これは、iRGD付加によるナノ粒

子のアクティブターゲティングによって蓄積が増強されたものであり、標的能と細胞内移

行能の付与により、ナノ粒子に DDSにおける優位性をもたらしたと考えられる。しかしな

がら、腎臓と肝臓への蓄積は極めて顕著であり、大部分の蛍光分子が腫瘍へ到達していない

ことが分かる。これは長期的な血液循環において、粒子を内包した蛍光分子の漏出による腎

臓への蓄積や、ナノ粒子同士の凝集により形成した巨大分子が、肝臓の細網内皮系に貪食さ

れ蓄積したものであると考えられる。よって、今回作製したナノ粒子は、さらなる高機能化

によって構造をより強固に改変し、生体の血中内での安定性を獲得することが必要である。 
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4.4 結言 

本章では第 3 章で構築した iRGD 融合タンパク質ナノ粒子が、がん細胞を標的とした抗

がん剤内包 DDS キャリアとして臨床において利用可能であるか検証することを目的とし

た。そのために、iRGD融合ナノ粒子を用いて、血清中での機能発現、抗がん剤内包による

細胞死誘導、血液循環における滞留性を評価した。 

 まず、血清中における ADiR ナノ粒子のがん細胞内移行能を評価し、ADiR ナノ粒子

は血清中において、iRGDの機能を発揮し、薬剤を内包したままがん細胞内部へと移行する

ことを示した。次に、抗がん剤薬剤内包粒子による細胞死誘導評価を行い、ADiRナノ粒子

は iRGD 配列のがん細胞標的能と細胞内移行能の両機能の相乗効果により、内包した抗が

ん剤を細胞内で放出することで、顕著に細胞死を誘導することを示した。また、非がん細胞

に対しては、抗がん剤の非特異的な送達を防ぎ、細胞毒性を及ぼさないことを示した。 

最後にマウス血中における薬剤内包ナノ粒子の滞留性評価を行い、ADiRで構築されたナ

ノ粒子が、免疫細胞の捕食による排泄を回避し、長時間血中に滞留する特性を有しているか

否かを評価した。最適化した方法により作製した近赤外蛍光色素内包 ADiR ナノ粒子をマ

ウスに静脈注射し、蛍光イメージングしたところ、1時間後においても、蛍光が全身に分布

していたため、血中に長時間滞留する性質を有していることが示された。また、担癌マウス

において ADiR で構築されたナノ粒子が、特異的に腫瘍へ集積するか否かを各臓器と腫瘍

の蛍光イメージングにより確認した。その結果、ADiRナノ粒子は、iRGDによって腫瘍へ

の蓄積が増強されていることが示唆された。しかし、肝臓や腎臓への蓄積も顕著であり、今

後さらなる高機能化が必要とされる。 

以上の結果から、作製した iRGD融合タンパク質ナノ粒子は、がん細胞を標的とした DDS

キャリアとして、生体内においても応用可能であることが明らかとなった。 
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Figure 4.1 悪性腫瘍を有する生体内における抗がん剤内包ナノ粒子の動態 

静脈注射によって投与された抗がん剤内包粒子は、正常細胞付近の血管は通

過し、腫瘍組織付近に到達する。その後 iRGDはがん化した血管内皮細胞の αVβ3

インテグリンに結合し、NRP-1 を介した細胞内移行により、がん細胞の深部に

まで移行する。その際の薬剤放出により優れた抗腫瘍効果を示す。 
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Figure 4.2  

血清中における蛍光内包ナノ粒子のがん細胞内移行能評価 

(スケールバー: 200 µm) 
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Figure 4.3 抗がん剤内包粒子による細胞死誘導評価 

(A) 抗がん剤内包粒子による細胞死誘導の 3日目における生細胞数定量評価 

PTX無添加時の吸光度を 100%として各サンプルの細胞数比を算出した。 

(B) 1 µM抗がん剤内包粒子による細胞死誘導の 3日目における細胞形態観察 

(スケールバー: 500 µm) 
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Figure 4.4 抗がん剤内包粒子による細胞死誘導評価 

(A) 細胞死誘導 3日目における細胞染色 (スケールバー: 500 µm) 

緑は Calcein-AMによる生細胞染色、赤は PIによる死細胞染色 

(B) 細胞死誘導による生細胞数変化の機能欠損粒子との比較 

PTX無添加時の吸光度を 100%として各サンプルの細胞数比を算出した。 
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Figure 4.5 非がん細胞 HEK293への毒性評価 

(A) 細胞死誘導の 3日目における細胞形態観察 (スケールバー: 500 µm) 

(B) 細胞死誘導後の生細胞数定量評価 

PTX無添加時の吸光度を 100%として各サンプルの細胞数比を算出した。 
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Figure 4.6 ナノ粒子への近赤外蛍光色素内包評価 

(A) 透析時間変化における未内包の DY-635蛍光色素の除去率の評価 

(B) DY-635の検量線作成とナノ粒子中の DY-635 のモル濃度の推定 
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Figure. 4.7 マウス内部のナノ粒子の蛍光イメージング (背中側) 

左から PBS、AD、ADiRを投与した個体 

色付きのスケールバーは、蛍光強度 ( p/s/cm2/sr )を示す 

 

 

 

Pre injection 15 min 

30 min 60 min 
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Figure. 4.8 マウス内部のナノ粒子の蛍光イメージング (腹側) 

左から PBS、AD、ADiRを投与した個体 

色付きのスケールバーは、蛍光強度 ( p/s/cm2/sr )を示す 

 

 

15 min 30 min 

60 min 
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Figure. 4.9 担癌マウスの各臓器における蛍光内包ナノ粒子の蓄積 

(A)は ADナノ粒子、(B)は ADiRナノ粒子、(C)は PBSを投与した個体の臓器 

色付きのスケールバーは、蛍光強度 ( p/s/cm2/sr )を示す 
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本研究では、バイオセンシングや DDSへの応用を目的として、ELPによって構成される

ナノ粒子の機能付加を試みた。当研究室では、高い生体適合性や生体内における安定性を有

する ELP の疎水性ドメイン(AVGVP)42 とポリアスパラギン酸(D44)の融合タンパク質(AD)

を作製し、高い構造安定性、サイズ及び分子方向の制御能、薬剤内包能を有するミセル状の

ナノ粒子を構築することに成功した。また機能性タンパク質を表層に融合することで、ナノ

粒子に様々な性質を付与できることが示された。そこで本研究では (AVGVP)42 D44で構成

されたタンパク質に機能性分子を付加し、医療分野への応用を目指した高機能化タンパク

質ナノ粒子を設計した。 

 

第 2章では、腫瘍マーカーを標的としたバイオセンシングへと応用するために、ADナノ

粒子に酵素によるシグナル増幅能と分子認識能の付与を行い、ELISA における高感度な検

出プローブを開発することを目的とした。そのために D44末端に、ルシフェラーゼの Nluc

とビオチン修飾配列 BAP を融合した ADNB を作製し、機能評価を行った。融合タンパク

質 ADNBは加熱により 40 nm程の単分散な粒子を形成し、熱や凍結融解、長期保存による

ルシフェラーゼ活性低下が抑えられ、検出プローブとして安定な性質を示した。また、AFP

を標的とした腫瘍マーカーの ELISA 検出系を構築し、ADNB ナノ粒子の検出能を評価し

たところ、ADNB ナノ粒子の AFP 検出限界は 25.9 pg/ml 程度であり、従来の標的 1 分子

に 1 酵素を提示する検出法と比較して、10 倍程度高感度に検出できることが明らかとなっ

た。さらにヒト血清中の AFPに関しても検出可能であり、生体試料中のマーカー検出に適

用可能であることが明らかとなった。以上の結果から、融合タンパク質 ADNB より構成さ

れたタンパク質ナノ粒子は、標的物質 1 分子に対して複数のルシフェラーゼが結合するこ

とにより、1 分子あたりのシグナルが増幅された高感度なバイオセンシングが可能であり、

腫瘍マーカーに対する優れた検出能を有することが明らかとなった。 
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バイオセンシング研究における今後の展望として、ルシフェラーゼ融合ナノ粒子に抗体

結合タンパク質を融合し、抗体結合能を付加することで、さらに検出プローブとしての汎用

性を高めていくことが必要であると考えている。今後臨床検査への応用に向けてさらなる

検討を重ね、本法を用いて各種生体内微量物質の高感度検出系を開発し、新たな知見が得ら

れることを期待したい。 

 

第 3章では、腫瘍組織を標的とした DDSへと応用するために、ADナノ粒子にがん細胞

への標的能と細胞内移行能を付加し、がんへの標的指向性の高い DDSキャリアを構築する

ことを目的とした。そのために D44末端に、RGD と CendR モチーフを有する環状ペプチ

ド iRGDを融合した ADiR を作製し、機能評価を行った。融合タンパク質 ADNBは加熱に

より 30 nm程の単分散な粒子を形成し、自らの持つ RGD配列によって αvβ3インテグリン

過剰発現細胞へと特異的に結合することを明らかにした。また、DDS キャリアとして重要

項目である薬剤内包能、および細胞標的能について、ADiR 粒子の特性を評価した。ADiR

が形成するナノ粒子は疎水性物質を粒子の疎水性コアに内包することが明らかとなり、

ADiRに蛍光薬物モデルを内包させ、細胞に添加したところ、αvβ3インテグリンへの結合と

NRP1 による細胞内移行によりナノ粒子ごと細胞内へ取り込まれ、高効率に細胞内へのド

ラッグデリバリーが行えることが明らかとなった。また非がん細胞に対しては、非特異的な

細胞内移行を行わないことを示した。これにより ADiR により構築されたタンパク質ナノ

粒子は、αvβ3を過剰に発現するがん細胞に対する標的能と細胞内輸送能を有し、DDSキ

ャリアとして高い素質を有することが明らかになった。 

第 4 章では、第 3 章で作製した iRGD 融合タンパク質ナノ粒子が、がん細胞を標的とし

た抗がん剤内包DDSキャリアとして臨床において利用可能であるか検証することを目的と

した。そのために、iRGD融合ナノ粒子を用いて、血清中での機能発現、抗がん剤内包によ

る細胞死誘導、血液循環における滞留性、腫瘍組織への集積を評価した。ADiRナノ粒子は
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血清中においても、iRGDの機能が維持され、薬剤を内包したままがん細胞内部へと移行す

ることを示した。また抗がん剤内包粒子による細胞死誘導評価を行い薬剤の効果が増強さ

れるか検証したところ、ADiR ナノ粒子は、内包した抗がん剤を細胞内で放出することで、

顕著に細胞死を誘導することを示した。また、非がん細胞に対しては、細胞毒性を及ぼさな

いことを示した。そして、マウス血中における薬剤内包ナノ粒子の滞留性評価においては、

1時間後においても、ADiR 全身に分布しており、免疫細胞の捕食による排泄を回避し、血

中に長時間滞留する性質を有していることが示された。また、αvβ3 を過剰に発現するが

ん細胞を移植した担癌マウスにおいて ADiRナノ粒子を投与したところ、iRGD配列付加に

より腫瘍への蓄積が増強されていることが示唆された。以上の結果から、作製した iRGD融

合タンパク質ナノ粒子は、がん細胞を標的とした DDSキャリアとして、生体内においても

応用可能であることが明らかとなった。 

DDS研究における展望とし、抗がん剤内包ナノ粒子による治療効果を検証し、in vivoに

おいても機能付加の有意性を示していく予定である。またさらなる応用として、pHや光応

答性の機能性分子を付加することで、刺激応答による構造変化により薬剤放出を制御する

ことが可能となり DDS の精度をさらに向上できると考えている。今後の ELP ナノ粒子の

機能向上に向けた試行錯誤が、DDS キャリアによる薬物治療の可能性をさらに現実的なも

のとするであろう。 

 

以上、ELP ナノ粒子表面への機能性分子の付加により、バイオセンシング分野において

はシグナル増幅能の向上による高感度化、DDS 分野においては分子標的能による薬効の増

強化といった重要な特性を示した。実際の臨床応用までには検討すべき点が多々あるが、本

研究がタンパク質ナノ粒子を用いたバイオセンシングプローブやDDSキャリア実現の一助

になれば幸いである。 
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