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1FO9−1 膜 透過ペ プチ ド提 示バ イ オ ナ ノ カプ セ ル を 用い る

　高効率薬剤 導入法の 開発
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【目的 】ドラ ッ グ デ リバ リ
ーに お い て薬 剤を デ リバ リーした 後、そ の薬剤 を

効率 よ く細胞内に 導入する こ とが 重要な課題 とな って い る。我
tt は B 型肝

炎 ウイル ス 表面抗原 よりな るバ イオ ナ ノカ プ セ ル （BNC ）を開発 し、　BNC
を用い た肝細胞 へ の 薬剤の 導人に 成功 して い る。しか し．この BNC は 肝細

胞に しか薬剤 を導人す る こ とがで きない 。そ こ で BNC を肝細胞以外の 細胞

へ も使 え る キ ャ リア として 発展 さ せ るた め、本研 究で は 膜透 過 ペ プ チ ド

（（：PP ） をBN （】の 表面に 提示す る こ とで 様 々 な細胞への 高効率導入を 試み

た。
【方法及び結果】BNC の 肝細胞 認識部位を削除 し、そ こ へCPP で ある T へ丁、
R8、　Anlennapediaを融合 した プ ラス ミ ドを作製 し、酵母 を用い て BN 〔：を

発現・精製 したcこ れ らの BNC をAlexa に よ り標 識 した後、それ ぞれの BNG

を培養細胞 に添加 し、その 後蛍光顕 微鏡 及びFAGS を用い て 導入効率 を評価

した 。そ の 結果、GPP をBNG に 提示 する こ とで肝細胞 以外 の 細胞 に もBNG

を導入 する こ とに成 功 した。今後薬剤モ デル として GFP や蛍 光小分子 ン を

BNG に 実際に封入 し導入 効率を評価して い く。
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【日的 】近 年 、蛋 白質 や遺伝于 を 医薬 占占として 種瘍部位特異的 に投 与．す る先

端 医療 が 注 口さ れ て い るu そ の ため の新規 キ ャ リア
ー

と して、我 々 は B 型

肝 炎ウ イ ル ス表面 抗 原か ら成 る 生体 適合性 の 高い 粒 子 〔バ イオナノカ プ
．
セ

ル ： BNC ） を開 発 し、肝 細胞 特異的 に遺伝子 を導入 する こ とに 成功 して い

る。そ こ で木 研究 では 粒 予表 面 に存 在す る肝 細胞 に特異 的な 領域を削除 し、
そ こへ抗体 と強 い 親 和性 の あ る ZZ ドメ イ ン を挿 入 した。こ の こ とに kり、
BNG に 望 み の 抗体 を提 示 させ 、肝細 胞以 外の細胞 へ 様 々 な物 質を特異 的に

デ リバ リー一す る こ とが 可 能 とな るt．本発表で は デ リバ リーの モ デル 蛋 自質

と して EGFP を用 いた 抗 体 提 示 BN （：の 開発を 行 っ た。
【方法

・
結果】BNC の表 層 に 7Z ドメ イ ン を提示 し、更に内部に EGFP が内

包 され るプ ラ ス ミ ドを 構 築 し、昆 虫細胞 lligh　Fivcに形質転換 したnその 培

養上 清 を酵素免 疫 測 定法 お よびウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グに よ り評価 した

と こ ろ ．目的 とする 粒子を 発現 さ せ る こ とに 成功 した 。今後 この 粒子 に 抗

体 を提示 し、肝細胞以 外 の細胞 へ 特異 的 にBNC を導入 で き る か どうか 検討

を行ってい く予定で あ る。
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【緒言】代表的な構造性多糖 類で あ るセ ル ロ
ー

ス は 、その 分 子集 合化 特性 と

機能多様性か ら、塘鎖 系バ イオ イン タ ー
フ ェ

ー
ス の 細胞応 答性 にお い て 鍵

となる糖鎖分 子の配列
・
集密化 を制御す るた め の 構造化分子素 了

．
と して 期

待 され て い るが、その 分f 集合構造 を膜状で 人為制御す る こ とは これ まで

困 難で あ っ た。そこ で 本研究 で は、多糖分子の 還元末端の みを 9 誘導体化

する こ とで 、分 了鎖ベ ク トル を揃えた 多糖配向膜 を金 某板．ヒに 構造構築 し、
そ の細 胞培養特性 に つ い て 検討 した e 【実験お よび 結果】還元末端 にチ オ セ

ミカ ル バ ジ ドを導入 したセ ル ロ
ー

ス よ り調製 した 自己組織 化膜 〔SAM ）上

で 、ラ ッ ト肝細胞 （IAR ・20〕 を培養 した と こ ろ 、組織培養用ポ リス チ レ ン

と同 程度の 良好 な細胞 接着
・
増殖が観察 された 。ス ピ ン コ

ー
ト法で 調製 し

た セ ル ロ
ー

ス 薄 膜で はほとん ど細鞄 が接着 しなか っ た こ と か ら、膜表 面の

分 子 配向状態が細胞接着挙 動に 強 く影 響する こ とが示唆 さ れた 。また 、メ

チル セ ル ロ
ー

ス SAM で は良好に 細胞接 着 したの に 対 し 、ヒ ドロ キ シ エ チ ル

セ ル ロ
ー

ス SAM で はほ とん ど細胞 接着 が 見られ な か っ た こ とか ら、膜 騰成

多糖の 側鎖構造に よ り細胞 接着性を制御で きる 可能 性が 示 され た。これ ら

の 結果 より、セ ル ロ
ー

ス 系多糖 分子配向膜 の ナ ノ レベ ル の 表面 モル フ a
．
ロ

ジ ー
が、動物細胞の 培養特 性に 深 く関与する こ とが 示さ れ た。

レ トロ ウイ ル スベ クタ
ー

は 、分 裂する細 胞の 染色体に安定 に 組み込 まれる

こ とに よ り長 期 に 遺伝子 の 発現が ・「能な こ とが 最大の利 点で あ り、遺伝 子

導入 実 験 及 び遺伝 子治 療に 広 く用 い られ て い る 。．・方、in　vivo で の 遺伝 子

導入 効 率 は 十分 で は な い こ とか ら、タイ タ
ー

を 高め る ため に 濃縮が必要で

あ る。現 在 、濃縮 には 主に 遠心 分 離法が 行わ れて い る が、ウイル ス 粒子は

比 重 が 低 い た め に、濃縮に 長時間 を要する 。そ こ で 本研究は、ウイル ス 粒

子 が 負 電 荷 を持 つ こ と を利 用 して 、カ チオ ニ ッ ク リポ ソ
ー

ム 包埋型磁性ナ

ノ粒子 （“Sagnctitc　cationic ／　liposome，　MCL ）を用い 、磁気濃縮する こ とが

で き る か を調 べ た 。レ ト ロ ウ イ ルス ベ ク タ
ー

は 、LacZ を発現する パ ッ ケ
ー

ジ ン グ細 胞 に、VSV −G遺伝 子 を導 入す る こ とで 生産 したc 回収 したウイル

ス を含 む培 養 」清 に、M 〔：L を加 え て 30分間静置後、磁石 をセ ツ 1・して 磁気

分離 を行 っ たn磁 気 分離後 の上 清あ るい は磁石 に寄 っ たMCL を、　 Ncuro2u
細 胞 の 培 地 に 加 え、48時間 後にX−gal染色 を行 っ て 染色 された 細胞数 を計測

し た．t 結 果 として 、100　pg 〜cells の MCL を用い て 濃縮す る こ とで ウイ ル ス

の 感染 細胞 数 は 2．5 × 107ccllslmlとな り、MGL を添加 しない 場合 と比較し

て4．6倍 高か っ た 。さ らに 、1000pgVcellsの 場合、ウイル ス ベ ク ターの 濃縮

率 は 8．0倍、回 収率は 約80％ だ っ た。こ れ らの 結 果か ら、MCL は レ トロ ウ

イ ル スペ ク タ
ー

の濃縮 に 有用 で ある と考 えられ る．
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