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略号表 

ANTS 8-aminonaphthalene-1,2,3-trisulfonic acid 

CD   円二色性 

CytoD Cytochalasin D 

Dex デキサメタゾン 

Dex10-Alexa Alexa Fluor 488 標識 10 kDa デキストラン 

DPX p-xylene-bis(pyridinium) bromide 

EIPA 5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride 

GR グルココルチコイド受容体 

LDH 乳酸脱水素酵素 

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

MT1E メタロチオネイン１E 

PIP2 phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

POPC  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

POPG 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol 

PS phosphatidylserine 
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序 論  
 

近年、バイオ高分子医薬品の開発が急速に進んでいる。中でも抗体は、その高
い標的特異性から分子標的薬として積極的な応用が図られている 1,2。しかしな
がら抗体医薬の標的は細胞外の因子に限られる。これは、抗体を細胞内に送達す
る手法が存在しないことに起因する。抗体を細胞に効率よく導入できれば、今後
の抗体医薬の適用範囲は大幅に拡大すると期待できる。抗体をはじめとする外
来のタンパク質を細胞内に導入し、所望の活性を発揮させるためには、細胞を傷
害せずサイトゾルへと効率よく移行させる必要がある。タンパク質のサイトゾ
ルへの導入のために、様々なアプローチが検討されてきた 3,4。 

サイトゾルへの導入のためには、直接細胞膜を透過させることが最も効率的
である（Figure 0-1、左）。一方、親水性のタンパク質は通常は脂質二重層を透過
できない。1990 年代に HIV-1 TAT タンパク質に含まれる TAT ペプチドや
Antennapedia 内部の Penetratin ペプチドの細胞膜透過能が報告されてから、ペプ
チドの膜透過機序に関して研究されてきた 5-8。それと伴い、ペプチドの細胞膜
透過能を利用したタンパク質の細胞内導入が検討されてきたが、応用は限定的
である 7,9。また、タンパク質を透過させるためには細胞膜上の小孔や膜構造の
攪乱が必要であることから、直接細胞膜を透過させることは細胞へのダメージ
が大きく容易ではない。 

一方、カチオン性のタンパク質やペプチドには、細胞の外液取り込み機構（エ
ンドサイトーシス）によって細胞内に移行しやすいという性質を持つものがあ
る（Figure 0-1、右）10-13。これを応用して、遺伝子工学的手法や化学的手法を用
いてタンパク質を改変することで、その細胞内移行性を向上させることができ
る。例えば、ポリアルギニンや HIV-1 TAT ペプチドなどのアルギニンに富む細
胞内移行性ペプチドモチーフを付加することによってタンパク質の細胞内移行
性を向上させることができる 4,14,15。これらのぺプチド配列を付加されたタンパ
ク質は、エンドソームに効率よく移行し、一部がエンドソームから漏出すること
で活性を発揮すると考えられている。また、タンパク質に変異を入れて分子表面
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を正に帯電させた supercharged protein を用いたタンパク質の細胞内導入も報告
されている 13,16,17。このような改変タンパク質も、前者と同様にエンドソームに
移行したタンパク質の一部がサイトゾルへ漏出することで活性を発揮する 13。 

サイトゾルへのタンパク質の送達には、直接膜を透過させるよりも、細胞のエ
ンドサイトーシスを利用して、エンドソームから放出させることでサイトゾル
へ輸送する経路が一般的である 18,19。しかしながら、この経路では、エンドソー
ムからサイトゾルへの放出が十分ではなく、エンドソームに滞留して分解系に
移行することが問題であった。そこで、エンドソームに滞留した分子をサイトゾ
ルに放出するために、エンドソームを不安定化することが試みられる 20-25。エン
ドソームの成熟化に伴って、エンドソーム膜上に提示されるプロトンポンプの
働きによってエンドソーム内の pH が低下する 26。エンドソーム不安定化分子
の多くは、この pH 変化に呼応して膜親和性を高めてエンドソーム不安定化を
誘起する性質を持つ。 
  

Figure 0-1. Two major cell entry routes for the cytosolic delivery: the direct cell membrane penetration and the 
endosomal pathway requiring first the endocytic entry followed by endosomal escape.  
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エンドソームの不安定化のためには、強いエンドソーム膜傷害性をもつ一方
で、細胞を傷害性せずに効率よくエンドソームへと移行する分子が理想的であ
る。インフルエンザウイルスのヘマグルチニンタンパク質に含まれるペプチド
配列 HA2 は、低 pH 環境で膜融合を引き起こす 27,28。HA2 ペプチドやその類縁
体と細胞内移行性を持つペプチドや高分子を組み合わせることによって、エン
ドソームを不安定化して高分子のサイトゾル導入が可能である 29-32。また、人工
的なアミノ酸配列の GALA ペプチドは、pH に応答して膜傷害性を発揮する 33。
4 残基おきにグルタミン酸残基を含むこのペプチドは、低 pH 環境下でプロトン
化され、疎水性の向上やヘリックス構造の安定化と両親媒性の向上といった変
化によってより膜と相互作用しやすくなる。このペプチドも HA2 と同様に細胞
内移行性のある分子を併用することでエンドソームからの放出を促進すること
が報告されている 21,34。しかし、臨床応用には今のところ至っていない。これは、
細胞内には効率よく取り込まれるものの、その後のサイトゾルへの送達が十分
でないことが原因と考えられ、エンドソーム脱出効率の一層の向上が望まれる
35,36。 

 

生体高分子をサイトゾルへ送達する手法の確立に向けて、本研究ではクモ毒
由来の強膜傷害性ペプチドを利用するアプローチについて検討した。第一章で
は、エンドソームを不安定化するペプチドの開発を目的に、クモ毒由来の溶血ペ
プチドの配列を改変した。さらに、得られた変異体を用いて、抗体などのタンパ
ク質を導入できることを示した。第二章では、開発したペプチドが従来のエンド
ソーム作用性分子とは異なる性質を持つことに着目し、細胞内導入機構につい
て検討を加えた。 
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第一章 クモ毒由来膜傷害性ペプチドの改変と
生理活性タンパク質の細胞内導入 

 

タンパク質などの細胞内送達には、取り込まれたタンパク質がエンドソーム
から効率的に漏出することが重要である。そのために、効果的にエンドソーム膜
を不安定化できる物質が必要となる。天然には、強い膜傷害性のペプチドが存在
する 37,38。強い膜傷害性ペプチドを利用すれば、より強力にエンドソーム膜を不
安定化できると考えられる。しかしながら、溶血ペプチドは細胞膜傷害性も高く、
そのままでは細胞を傷害してしまう。 

本研究は、溶血ぺプチドを改変して、エンドソーム内包物をサイトゾルに放出
するペプチドを開発することを目的とした。エンドソーム内で効果的に膜を傷
害するために、天然の強い膜傷害性ペプチドを鋳型に採用し、酸性アミノ酸を導
入することで弱毒化と pH 応答性の付加を目指した。 
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第一節：M-lycotoxin 変異体のデザインと合成―膜傷害性ペプチドの配列改変に
よる膜傷害性の低減化 

天然のカチオン性毒素ペプチドの膜傷害活性をエンドソーム膜選択的に発揮
させるために、配列中の疎水性残基の一部を酸性アミノ酸に置換した。真核生物
の細胞膜に対する傷害性には、ペプチドの疎水性が重要であると言われている
39-41。疎水性残基を酸性アミノ酸に置換することによって、ペプチドの細胞膜へ
の侵入・破壊活性が緩和されて細胞毒性が低減することを期待した。さらに、エ
ンドソームの成熟化に伴う pH の低下によって、酸性アミノ酸側鎖の負電荷が失
われ、膜傷害活性が回復すると考えた（Figure 1-1）。 

このような目的のモデルとして、強い細胞傷害性とリポソーム傷害性を持つ
コモリグモ毒由来の M-lycotoxin（IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-amide）
の配列を鋳型とした。M-lycotoxin は、膜中でαヘリックス構造を形成し、4、5

残基おきに位置する塩基性アミノ酸（リジン）が親水面となる両親媒性を持って
おり、強い膜傷害性を示す 42。このペプチドの疎水面に酸性アミノ酸（グルタミ
ン酸）を導入した一置換体 5 種類、および二置換体 4 種類を合成した（Table 1-

1）。各変異体の細胞毒性を、血清非存在下ペプチドで１時間処理した細胞の生存
率によって評価した。これら変異体のすべてが、野生型 M-lycotoxin（WT）（50%

傷害濃度（EC50）= 1.36 µM）に比べて小さな細胞毒性を示した（Table 1-1）。Q21E

（EC50 = 3.54 µM）を除き、高濃度（40 µM）条件でも顕著な細胞毒性は示さな
かった（細胞生存率 > 85%）。この結果から、M-lycotoxin の疎水面へのグルタミ
ン酸の導入によって、細胞膜への侵入・破壊活性が緩和されることが示唆された。 
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Table 1-1. M-lycotoxin analogues and its 50% effective concentration (EC50)  

Figure 1-1. Design strategy of endosomolytic peptides. A cationic, amphiphilic peptide with a strong membrane 
lytic activity was attenuated by the insertion of negatively charged Glu residue(s) into the hydrophobic face. 
Endosome acidification is expected to make Glu more protonated and less hydrophilic, and increase peptide-
membrane interaction.  
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第二節：M-lycotoxin 変異体を用いた高分子の細胞内導入 

グルタミン酸残基を導入した M-lycotoxin 変異体が高分子の細胞内送達に有効
かどうかを調べるために、蛍光標識した 10 kDa デキストラン（Dex10-Alexa）と
共に変異体を HeLa 細胞に投与した。共焦点顕微鏡により観察された Dex10-

Alexa のシグナルは、ペプチド非添加時には細胞内にドット状に点在していたが、
ペプチド処理細胞では細胞全体に広がって（拡散して）存在していた。特に 17

位 の ロ イ シ ン を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 し た L17E

（IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-amide）がもっとも効果的であり、L17E

で処理した細胞の約 50％で Dex10-Alexa のシグナルの拡散が認められた（Figure 

1-1a）。 

この拡散にエンドサイトーシスが関与しているのかどうかについて、エンド
サイトーシス阻害剤（NaN3、5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride（EIPA））を用いて検
討した。エンドサイトーシス阻害条件の下で、L17E とともに Dex10-Alexa を細
胞に投与したところ、拡散が観察される細胞の割合がエンドサイトーシス阻害
剤非存在下に比べて、有意に低下した（Figure 1-2b）。従って、L17E 存在下での
Dex10-Alexa のサイトゾル送達はエネルギー依存的であり、エンドサイトーシス
を介する可能性が示唆された。以上の結果は、通常はエンドソームに捕捉される
分子が、ペプチドの作用によってサイトゾルへ放出されることを示唆している。
また、EIPA は代表的なマクロピノサイトーシス阻害剤と知られており、L17E に
よる Dex10-Alexa の細胞内送達にはマクロピノサイトーシスが関わっている可
能性が示唆された。  
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Figure 1-2. (a) Confocal microscopic observation of HeLa cells treated with peptides (40 PM) and Dex10-
Alexa (250 Pg/ml) for 1 h. Scale bars, 100 Pm. (b) The effect of endocytosis inhibitors on L17E-mediated 
cytosolic delivery of dextran. The data are represented as the means ± standard error of the means (s.e.m.) (n = 
3). ***, p < 0.001, *, p < 0.05 (Student’s t-test).  
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第三節：L17E ペプチドを用いた機能性タンパク質の細胞内導入 

開発したペプチドを用いた機能性タンパク質の細胞内導入による細胞機能の
制御の可能性について検討するために、外来の組換え酵素 Cre（分子量：38 kDa）
を用いた細胞内での遺伝子組換え実験を行った（Figure 1-3a）。組換え酵素 Cre は、
loxP 配列と呼ばれる特異的な部位で DNA の組換えを起こす 43 。loxP-DsRed-

loxP-EGFP 遺伝子を発現する細胞は、DsRed 直後に挿入した終止コドンのため
に、赤色蛍光タンパク質 DsRed のみを発現し、EGFP の発現は抑制されている。
しかし、Cre が細胞内に導入されると、loxP 部位での組換えが起こって、 EGFP

が発現する。 

loxP-DsRed-loxP-EGFP 配列を持つ loxP-レポータープラスミドを導入して
DsRed を発現した HeLa 細胞に、L17E 存在下で細胞外から組換え酵素 Cre を投
与し、24 時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡によって観察した。その結果、
細胞内での標的遺伝子の組換えによるEGFPの発現が確認できた（Figure 1-3b）。
このことから、L17E 存在下で送達された外来タンパク質により、細胞機能を制
御できることが確認された。 

 

  

Figure 1-3. (a) Schematic representation of the Cre recombination assay system. (b) EGFP expression induced 
by exogenous Cre recombinase delivered by L17E. Scale bars, 100 µm.  
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第四節：導入抗体による細胞内の標的認識と細胞機能制御 

次に、L17E が介在する高分子の細胞内送達を抗体へも応用可能かどうかを検
討した。蛍光標識したヒト血清由来免疫グロブリン G（IgG）（分子量：150 kDa）
を L17E とともに HeLa 細胞に投与し、その局在を共焦点顕微鏡で観察した。抗
体は、デキストランの投与時と同様に、ペプチド非添加時はドット状に分布して
いた。一方、L17E 処理細胞中では拡散した IgG のシグナルが認められた（Figure 

1-4a）。さらに、His タグを融合した膜局在蛍光タンパク質を発現させた細胞に
L17E と蛍光標識した抗 His タグ抗体を投与したところ、標的タンパク質と抗体
の共局在が認められた（Figure 1-4b）。このことは、L17E 存在下に細胞内に送達
された外因性の抗体が、細胞内で構造を維持し、標的タンパク質を認識できるこ
とを示唆している。 

さらに、細胞内に導入された抗体が細胞内タンパク質を認識して結合するこ
とによって、その機能を抑制できるかどうかを調べた。グルココルチコイド受容
体（glucocorticoid receptor、GR）は、通常はサイトゾルに存在し、リガンドの刺
激を受けると核内に移行して様々な遺伝子の転写を制御す核内受容体である。
あらかじめ L17E を用いて抗 GR 抗体を導入した HeLa 細胞に、デキサメタゾン
（DEX）刺激を与えた。未処理の細胞、あるいは抗 GR 抗体の代わりにヒト血清
由来の非特異的な抗体を導入した場合には、DEX 刺激によってメタロチオネイ
ン 1E（MT1E）遺伝子の転写が誘導された。一方、抗 GR 抗体を導入した細胞で
は、DEX 刺激による MT1E 遺伝子の転写が有意に抑制された（Figure 1-4c）。導
入した抗体の標的タンパク質に関わる転写が抑制されたことから、サイトゾル
で抗体が標的を認識し、GR の核内移行を阻害したと考えられる。この結果から、
L17E によって導入した抗体によって、細胞内タンパク質の機能を制御できる可
能性が示された。 
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第五節：ペプチドの物性と高分子の導入機構に関する考察 

グルタミン酸置換によって得た L17E が、pH 依存的な膜傷害能を有するのか
どうかについて、リポソームからの蛍光色素の漏出試験（リーケージアッセイ）
を用いて検討した 44。蛍光色素 ANTS（= 8-aminonaphthalene-1,2,3-trisulfonic acid）
とその消光剤 DPX（= p-xylene-bis(pyridinium) bromide）を内包したリポソームを、
ペプチド存在下で 1 時間インキュベートした。リポソーム内で消光されている
ANTS の蛍光は、リポソームが崩壊し内包物が放出されると回復するため、ペプ
チドの膜傷害性を ANTS の蛍光強度として評価できる。L17E は中性脂質で構成
されたリポソーム（中性リポソーム）に比べて、負に帯電した脂質で構成された
リポソーム（負電荷リポソーム）に対して強いリーケージ活性を示し、pH 5.0 と
pH 7.4 において同程度のリーケージ活性を示した（Figure 1-5a）。一方、野生型
ペプチド（WT）は L17E と同様に負電荷リポソームへの選択的なリーケージ活
性を示したが、それぞれのリポソームに対して、pH 5.0 に比べて pH 7.4 におい
て強いリーケージ活性を示した（Figure 1-5b）。また、リーケージ活性はすべて
の条件下で WT よりも L17E の方が低かった。 

リーケージアッセイの結果から、グルタミン酸残基の導入は、全体の膜傷害性
を低減させ、特に中性 pH における膜傷害性を大きく低減させる効果があること
が分かった。また、エンドソーム膜は形質膜に比べて負電荷脂質を多く含むこと
が知られている 45。このことから、L17E はエンドソーム膜のような負に帯電し
た膜に対して高い膜傷害性を持つと考えられる。L17E は、エンドソームへの移
行に伴って、pH ではなく脂質組成の変化に主に応答したエンドソーム不安定化
効果を発揮する可能性が示唆された。 
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続いて、WT と L17E ペプチドが脂質二重層上でとりうる二次構造について評
価するために、負電荷リポソーム存在下でペプチドの円二色性（CD）スペクト
ルを測定した（Figure 1-5c）。WT の CD スペクトルでは、208 nm と 222 nm 付
近にαへリックス特有の負のコットン効果に基づく極大が見られたことから、
WT はリポソーム存在下でαへリックス構造を形成しているといえる。222 nm

におけるモル楕円率（θ222）からヘリックス含有率を算出して 46比較したところ、
pH 5.0 では 43%、pH 7.4 では 80%であり、pH 7.4 におけるヘリックス含有量は
pH 5.0 に比べて大きかった。一方、L17E のスペクトルはヘリックス構造の特徴
をほとんど示さず、スペクトル形状は pH 5.0 と pH 7.4 においてほぼ同じであっ
た。この結果から、グルタミン酸残基の導入は、全体のヘリックス含有量を減少
させ、その影響は特に中性 pH において大きいことが示唆された。この傾向はリ
ーケージアッセイと一致しており、ヘリックス構造の取りやすさが膜傷害性と
関連していると考えられる。 

WT は pH 7.4 において pH 5.0 よりも強いリーケージ活性と大きいヘリックス
含有率を示した。これは、配列中に含まれる二つのヒスチジン残基の側鎖（pKa 

= 6.5 47）が、pH 5.0 においてプロトン化され、ペプチドの疎水性が減少して脂質
二重層の相互作用が小さくなったことが理由だと考えられる。したがって、pH

に応答した膜傷害性を得るためには、グルタミン酸を導入する方策と併せて、ヒ
スチジンを除去することも有効だと考えられる。 
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Figure 1-4. (a) Cytosolic delivery of fluorescently labeled IgG mediated by L17E. (b) Recognition of target 
protein by exogenous antibody. (c) Suppression of translational activity of MT1E in the cells treated with anti-
GR-IgG in the presence of L17E. The amount of MT1E expression was normalized to cells untreated with Dex. 
The data are represented as the means ± s.e.m. (n = 9). **, p < 0.01 (one-way ANOVA followed by Dunnett’s 
post hoc test). 

Figure 1-5. (a, b) The membrane-perturbation ability of L17E (a) and WT (b) against LUVs containing ANTS 
and DPX. [POPC/POPG (3:1) LUVs at pH 7.4 (open circles), POPC/POPG (3:1) LUVs at pH 5.0 (filled 
circles), POPC LUVs at pH 7.4 (filled squares) and POPC LUVs at pH 5.0 (open squares)] (c) CD spectra of 
WT and L17E in MES buffer in the presence of 2.67 mM POPC/POPG (3:1) LUVs at pH 5.0 and 7.4.  
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第六節：L17E による細胞内への外来高分子の取込促進 

第二節において、L17E 存在下で Dex10-Alexa を投与した際に、サイトゾルへ
のシグナルの拡散が観察されたと同時に、ドット状のシグナルが増強している
ことも観察された（Figure 1）。これを定量的に確認するために、L17E 存在下で
Dex10-Alexaを 1時間処理した細胞の蛍光強度をフローサイトメーターによって
測定した。20 μM の L17E で処理すると 1.2 倍、40 μM で処理すると 1.5 倍の
Dex10-Alexa の細胞内移行が観察された。この結果から、L17E 処理によって、
サイトゾルへの放出に加えて、細胞内に移行する高分子の量も増加することが
明らかになった。 

 

  

Figure 1-4. Increase in dextran uptake by the treatment of L17E. HeLa cells were treated with 20 μM or 10 μM 
L17E in the presence of Dex10-Alexa for 1 h. Cells were analyzed by flow cytometry. The amount of dextran 
uptake was normalized to cells untreated with L17E. The data are represented as the means ± s.e.m. (n = 3). 
**, p < 0.01, ***, p < 0.001 (one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test). 
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第一章の考察  

本章では、強いエンドソーム膜傷害性を持つエンドソーム不安定化ペプチド
を創出するために、溶血ペプチドを改変するアプローチについて検討した。鋳型
として用いた M-lycotoxin ペプチドの 17 番目のロイシンをグルタミン酸に置換
した変異体 L17E が、エンドソーム内包物をサイトゾルに放出する活性があるこ
とが明らかになった。L17E を用いて、高分子量デキストラン、組換え酵素 Cre、
および抗体を細胞内に導入することができた。 

溶血ペプチドの配列中にグルタミン酸残基を導入することで、ペプチドに pH

応答性の膜傷害活性を付与することを狙ったが、得られた L17E ペプチドは pH

に応答する明白な構造および膜傷害性の変化を与えなかった。この結果から、
L17E は従来のエンドソーム不安定化分子と異なる機序でエンドソームを不安
定化すると考えられる。一方、L17E ペプチドは、負電荷脂質を含有するリポソ
ームに対して選択的に作用した。エンドソーム内には、成熟の進行に伴って負電
荷脂質が濃縮することが知られている 45。このことから、L17E は細胞内移行に
伴う脂質組成の変化を認識できる可能性がある。したがって、L17E による高分
子の導入機序に関するより詳細な検討が必要である。 

さらに、L17E は外来高分子の細胞内への移行を促進する可能性が示唆された。
すなわち、L17E はサイトゾルへの放出を促進することに加えて、高分子薬物の
エンドソームへの取り込み効率を高めることで、効果的な細胞内導入を実現し
ている可能性がある。L17E の活性をさらに向上させるために、膜傷害活性とい
う観点だけでなく、細胞外液中のタンパク質の取り込み亢進活性を向上させる
アプローチも有効であると期待できる。 

本研究において、サイトゾルへの送達に膜傷害性ペプチドを利用するアプロ
ーチの有用性が示された。開発したぺプチドは、これまでに報告されているエン
ドソームで作用する分子には見られないユニークな特性を有しており、細胞移
送の新しい概念を提供するものといえる。  
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第二章：L17E ペプチドが介する高分子の
サイトゾル移行機序の検討 

 

第一章で、膜傷害性ペプチドの配列にグルタミン酸を置換した変異体が、高分
子の細胞内導入に効果的であることを明らかにした。また、改変して得たペプチ
ドは、リーケージアッセイにおいて負に帯電した膜を選択的に傷害しており、こ
れまでに報告されているエンドソーム作動性の分子には見られない特徴を持っ
ていた。さらに、高分子の細胞への取り込みを促進する効果も見られた。この
L17E を用いたサイトゾルへの導入過程を明らかにすることによって、導入効率
を向上させるための知見が得られると期待できる。さらに、新たなサイトゾルへ
の送達法の開発にもつながると考えられる。本章では、L17E が媒介する高分子
のサイトゾル移行機序の理解を目的として研究を行った。 
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第一節：L17E ペプチドによる速い細胞内導入 

まず、L17E がエンドソームの成熟のどの段階でサイトゾルへの高分子の放出
を行うのかに関して検討した。エンドソームの成熟が進行するにつれてデキス
トランのサイトゾル移行が増大すると予想して、まずパルスチェイス実験を行
った 48。細胞を L17E と Dex10-Alexa で 5 分間処理してエンドソームに取り込ま
せた後、細胞を洗浄して細胞外のペプチドと Dex10-Alexa を除去した。その後、
血清存在下で 5 分、15 分、30 分、60 分間インキュベートし、Dex10-Alexa の局
在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。Dex10-Alexa は、サイトゾルに移行する
と核膜を透過する 49。核まで Dex10-Alexa のシグナルが広がっている状態をサイ
トゾルまでデキストランが送達されたと判断してその割合を算出した。パルス
後 5 分の時点で約４割の細胞でサイトゾル送達が認められた（Figure 2-1a, b）。
ただし、予想に反して、サイトゾル送達の見られた細胞の割合は時間経過ととも
に変化しなかった。この結果は、L17E 存在下でのデキストランのサイトゾル送
達にとって、エンドソームの成熟は必ずしも重要でない可能性を示唆している。 

L17E は膜傷害活性を持つ溶血ペプチド由来であるため、5 分間のペプチド処
理によるサイトゾルへのデキストランの送達が、細胞膜を傷害して起こった可
能性が考えられた。そこで、まず細胞の自発的な取り込み機構であるエンドサイ
トーシスの寄与を確認するため、細胞を低温条件または ATP 欠乏条件下に置き、
細胞のエネルギー代謝を停止させた状態 50,51で L17E の活性を調べた。各条件下
で、L17E による 5 分間でのデキストランのサイトゾル送達が効果的に抑制され
た（Figure 2-1c, d）。この結果から、5 分間でのデキストランのサイトゾル送達に
もエンドサイトーシスが関与することが示唆される。さらに、細胞膜に大きな傷
害を与えていないことを、サイトゾルの酵素である乳酸脱水素酵素（LDH）の培
地中への放出量を評価（LDH assay）した。5 分または 60 分間細胞を L17E で処
理した培地には、ペプチド非存在下での放出量と同程度の LDH が検出された。
一方、20 µM の野生型 M-lycotoxin で処理した場合には、培地中への LDH の放
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出が認められた（Figure 2-2）。この結果から、L17E 処理によって、細胞膜が顕
著な損傷を受けないことが確認された。  

Figure 2-1. L17E mediates immediate cytosolic translocation of biomacromolecules in 5 min. (a) Pulse chase 
experiment. HeLa cells were treated with 40 μM L17E in the presence of 200 μg/ml Dex10-Alexa for 5 min. 
After washout of L17E and Dex10-Alexa, cells were incubated in a fresh α-MEM(+) for 5, 15, 30 and 60 min 
prior to confocal microscopic observation. Scale bars, 50 µm. (b) Percentage of cells bearing cytosolic Dex10-
Alexa distribution in (a).  The data represent the means ± s.e.m. (n = 4). One-way ANOVA showed no 
significant difference. (c, d) In ATP-depleted condition (c) or at 4˚C (d), cytosolic Dex10-Alexa distribution 
was suppressed. Scale bars, 50 µm. 

Figure 2-2. LDH assay. Cellular LDH in culture supernatant indicates the damage of cell membranes. No 
marked release of LDH from cells was detected by the treatment of 40 µM L17E for 5 and 60 min. Wild type 
M-lycotoxin (M-LCTX) was used as a control for strong hemolytic peptides. The sample treated with Triton 
X-100 were used as 100 % release. The data represent the means ± s.e.m. (n = 3). N/S means of no statistically 
significant difference (one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test). 
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第二節：エンドソームの成熟化の寄与の検討 

エンドソームの成熟の寄与についてより詳細に検討するため、初期エンドソ
ーム関連タンパク質であるRab5のドミナントネガティブ発現細胞におけるサイ
トゾル送達を評価した。Rab5 は初期エンドソームの形成に関わっており、その
常時不活性型 S34N 変異体の過剰発現は、初期エンドソームの形成を阻害し、常
時活性型 Q79L 変異体の過剰発現は、後期エンドソームの形成を阻害することが
知られる（Figure 2-3a）48,52,53。Rab5 変異体の過剰発現細胞を、L17E と Dex10-

Alexa で 5 分間処理して、Dex10-Alexa のサイトゾル送達を評価した。Rab5 の変
異型に関わらず、40%程度の細胞で Dex10-Alexa のサイトゾル送達が認められた
（Figure 2-3b, c）。野生型 Rab5 を過剰発現した場合に比べて、常時不活性型 S34N

を過剰発現した場合、Dex10-Alexa のサイトゾル送達が認められた細胞の割合が
有意に減少したがその差はわずかであった。また、Dex10-Alexa の顕微鏡観察に
おいて両者に顕著な違いは見られなかった。したがって、ほとんどのデキストラ
ンは、初期エンドソーム形成が阻害されている S34N 変異体発現細胞においても
サイトゾルに送達されたと考えられる。この結果は、L17E を用いた Dex10-Alexa

のサイトゾル送達の大部分が初期エンドソームに移行する前に起こる可能性を
示唆し、第一節で述べた、L17E 存在下でのデキストランのサイトゾル送達にエ
ンドソームの成熟は必ずしも重要でないという可能性を支持している。 
  

Figure 2-3. (a) Schematic representation of the effect of Rab5 mutants on the formation of early endosome. (b) 
Cells expressing Rab5 (WT) and its mutants were treated with 40 μM L17E in the presence of 200 μg/ml 
Dex10-Alexa for 5 min. Scale bars, 25 µm. (c) Percentage of cells bearing cytosolic Dex10-Alexa distribution 
in (a). The data represent the means ± s.e.m. (n = 4). **, p < 0.01, N/S means of no statistically significant 
difference (one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test). 
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第三節：L17E によるマクロピノサイトーシス誘導 

第一章において、L17E 処理によって 10 kDa のデキストランの細胞内取り込
み量が増大し、さらにデキストランのサイトゾル送達がマクロピノサイトーシ
ス阻害剤（EIPA）の存在下で低下した。これらの結果から、L17E による刺激は
マクロピノサイトーシスの誘導を伴うと予想した。 

マクロピノサイトーシスは、細胞膜直下でアクチンが伸長して膜を波打たせ
（ラッフリング）、この波が外液を巻き込んで小胞を形成することによって起こ
る 50,54。まず、L17E の処理でアクチンのラッフリングが起こるかどうかを調べ
た。生細胞中のアクチン骨格の動きを可視化するために、ライフアクトアクチン
結合モチーフ 55を融合した蛍光タンパク質（Lifeact-mCherry）を用いた。Lifeact-

mCherry を発現させた HeLa 細胞に L17E を投与し、投与前後 10 分間のアクチン
の動きを観察した（Figure 2-4a）。投与後 2 分程度でアクチンのラッフリングが
観察された。この結果は、L17E がマクロピノサイトーシスを誘導する可能性を
支持している。 

70 kDa のデキストランは、マクロピノサイトーシスのマーカーとして用いら
れる。アクチンの再構成が観察された 5 分間でマクロピノサイトーシスが誘起
されるのかどうかを、テトラメチルローダミン標識された 70 kDa のデキストラ
ン（Dex70-TMR）の細胞内移行量を測定することによって評価した。L17E 存在
下で Dex70-TMR を 5 分間細胞に投与したところ、取り込み量が 3.5 倍上昇した
（Figure 2-4b）。L17E によってマクロピノサイトーシスが誘導されることが示唆
された。また同様の条件で細胞を処理し、Dex70-TMR の局在を共焦点レーザー
顕微鏡で観察したところ、ドット状のシグナルの増加と共に、細胞全体に拡散し
たシグナルが見られた（Figure 2-4c）。この結果から、マクロピノサイトーシスの
非常に早い段階で 70 kDa のデキストランがサイトゾルに移行する可能性が考え
られた。 
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Figure 2-4. (a) Microscopic observation of actin cytoskeleton (visualized using Lifeact-mCherry). Cells were 
observed 3.5 min before and after addition of L17E. Scale bars, 25 µm. Arrows indicate the areas yielding 
lamellipodia. The lower panel in each picture represents a magnified view of the boxed area. (b) Total cellular 
uptake of Dex70-TMR (macropinocytosis marker) for 5 min was increased by the treatment of L17E. The 
amount of dextran uptake was normalized to cells untreated with L17E. The data represent the means ± s.e.m. 
(n = 3). ***, p < 0.005 (Student's t-test). (c) Cytosolic distribution of Dex70-TMR as well as the dot-like signal 
was observed in the cells treated with Dex70-TMR in the presence of L17E for 5 min. Scale bars, 25 µm.  
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第四節：サイトゾル送達におけるマクロピノサイトーシスの寄与の検討 

L17E による 5 分での 10 kDa デキストランのサイトゾル送達に、マクロピノ
サイトーシスが寄与しているかに関して、代表的なマクロピノサイトーシス阻
害 剤 を 用 い て 検 討 を 行 っ た 。 Cytochalasin D （ CytoD ）、 5-(N-ethyl-N-

isopropyl)amiloride（EIPA）、wortmannin それぞれの存在下で L17E と Dex10-Alexa

で5分間細胞を処理して、Dex10-Alexaのサイトゾルへの送達を評価した。 CytoD、
EIPA 処理によってサイトゾルへの送達が抑制されたのに対して、wortmannin 処
理では抑制されなかった（Figure 2-5b-d）。CytoD、EIPA はアクチンの重合とそれ
に伴うラッフリングを阻害し、それに対して wortmannin は、ラッフリング自体
は阻害せず、ラッフリングの細胞膜への融合、すなわちマクロピノソーム形成の
終結を阻害することが知られている 56-58。したがって、アクチン重合に伴うラッ
フリング形成が、L17E によるサイトゾルへの送達に必要である可能性が示唆さ
れた。 
  

Figure 2-5. The effect of macropinocytosis inhibitors on L17E-mediated cytosolic delivery of dextran. Cells 
were pretreated in the presence of CytoD (a), EIPA (b) or wortmannin (c) for 30 min and then incubated with 
40 μM L17E and 200 μg/ml Dex10-Alexa in the presence of corresponding inhibitor for 5 min. The data 
represent the means ± s.e.m. [n = 4 (b) and n = 6 (a, c)]. *, p < 0.05, ***, p < 0.005 (Student's t-test).  
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第五節：L17E による細胞膜のスクランブリング 

L17E が細胞膜に作用して高分子の膜透過を促進する可能性について検討する
ため、細胞膜内葉特異的に存在する脂質の細胞膜表面への露出を評価した 59,60。
膜貫通小孔の形成などによって脂質二重層が撹乱されると、構成脂質が双方向
に反転（スクランブル）する 61,62。ここでは、主要な細胞膜の構成脂質である
phosphatidylserine（PS）とラッフリング状態の膜に集積する phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphate（PIP2）63,64に関して評価した。これらの脂質は細胞の恒常性維持
機構によって細胞膜の内側に非対称に存在している。L17E で 5 分間処理した細
胞を回収し、細胞表面の PS および PIP2 量を Annexin V 60,65 あるいは免疫染色法
66 によって評価した。L17E 処理により、細胞表面に露出する PS と PIP2 の量は
共に増大した（Figure 2-6）。さらに、ATP 枯渇条件下で L17E 処理をした場合と
比較することによって、細胞自体の活動が必要なのかどうかを検討したところ、
ATP 枯渇条件下では PS および PIP2 の露出は見られなかった（Figure 2-6）。以上
の結果から、L17E によって細胞膜の脂質スクランブリングが引き起こされるこ
とが示唆され、それには細胞の運動が必要であることが示唆された。 

 

 
  

Figure 2-6. Surface phospholipid level was quantified by flow cytometry using lipid-specific fluorescence 
molecules, Annexin V (a) and immunostaining (b). The amount of surface exposed lipids was normalized to 
cells untreated with L17E. The results are presented as the means ± s.e.m. (n=3). ***, p < 0.001 (one-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test). 
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第二章の考察 

本章ではまず、エンドソームの成熟のどの段階で L17E がサイトゾルへの高分
子の放出を行うのかに関して検討した。第一に、L17E を用いて 5 分間という比
較的短い時間でデキストランをサイトゾルに送達できることが明らかになった。
第二に、パルスチェイス実験と初期エンドソーム関連タンパク質のドミナント
ネガティブ体を用いた実験から、5 分間でのデキストランのサイトゾル送達には
エンドソームの成熟が必ずしも必要でない可能性が示された。また、エンドサイ
トーシス経路の初期段階以前で、L17E が高分子をサイトゾルに放出する可能性
が示唆された。したがって、L17E 存在下で高分子がサイトゾルに移行する機序
として、細胞膜を直接透過する経路と、Rab5 がリクルートされる以前のエンド
ソームから放出される経路の 2 つが推測される。本章では、第三節以降の結果
をもとに、細胞膜を透過する可能性に関して議論する。 

第三節では、L17E 処理によって細胞膜でラッフリングが誘導され、それに続
くマクロピノサイトーシスによる取り込みが増大することを明らかにした。さ
らに第四節で、L17E によるサイトゾルへの送達におけるマクロピノサイトーシ
スの寄与について阻害剤を用いて検討した。 

マクロピノサイトーシスは、アクチンが重合して細胞膜ラッフリングが誘導
され、さらにラッフリング膜が細胞膜に融合してマクロピノソームが形成され
るという段階的な誘導過程をたどる 57,58。Cytochalasin D（CytoD）は膜のラッフ
リングに重要なアクチン重合の阻害剤であり、マクロピノサイトーシスの阻害
剤として用いられる 58。それに加えて、Na+/H+交換輸送体の阻害剤である EIPA

は、マクロピノサイトーシスの阻害剤として最もよく用いられる。EIPA の作用
機序の一つとして、EIPA の作用によって細胞膜近傍の局所的な pH が低下する
ことで、間接的にラッフリングの形成が抑制されることが報告されている 67。
CytoD、EIPA で L17E によるサイトゾル送達が抑制されたことから、L17E によ
るサイトゾル送達にはアクチン重合によるラッフリングの誘導が必要である可
能性が示唆された。しかしながら、サイトゾル送達が見られた細胞の割合は
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CytoD 処理によって 40%程度しか減少しなかったことから、アクチン重合には
依存しない経路の存在も示唆された。 

一方 wortmannin は、ラッフリング自体は阻害せず、ラッフリングの細胞膜へ
の融合、すなわちマクロピノソームの形成を阻害することが知られている 56。
wortmannin 処理によって、わずかではあるが有意にサイトゾルへの送達が増加
した。これは、ラッフリング状態の延長によって、L17E の効果が促進されたた
めであると推測される。以上を総合すると、ラッフリング状態の細胞膜に対して
L17E が作用し、細胞外分子のサイトゾルへの流入を促進する可能性が考えられ
る。 

L17E 存在下で高分子が細胞膜を透過する場合、小孔の形成などによって細胞
膜が撹乱されている可能性がある。第五節において、細胞膜内葉脂質の細胞表面
への露出を評価することで、L17E によって細胞膜がスクランブルされる可能性
に関して検討した。その結果、L17E で処理した細胞膜上で細胞膜内葉脂質の露
出量が増大し、一方 ATP 枯渇条件下で L17E を処理した場合は、細胞膜内葉脂
質の露出量は変化しなかった。この結果から、L17E は細胞膜をスクランブルす
ることが示唆され、それがエネルギー依存的であることが示唆された。したがっ
て、L17E は単純なペプチド―膜間の相互作用のみで細胞膜に作用するというよ
りも、むしろ L17E が細胞に与えた刺激により変化した細胞膜に対して、L17E

が作用する可能性が考えられる。一つの可能性として、L17E の刺激によってラ
ッフリングが誘導され、それによって伸展した細胞膜に対して、L17E が小孔を
形成するなどして膜構造を撹乱し、高分子が透過できるようになることが考え
られる（Figure 2-7）。 

本章は L17E による 5 分間でのサイトゾル送達に注目したため、10 kDa のデ
キストランを用いた検討に留まっている。第一章で示した L17E を用いた機能性
タンパク質（Cre、抗体）のサイトゾル送達に同様のメカニズムが関与する可能
性は十分に考えられるが、これについてはより詳細な検討が必要である。 

一方で、L17E によるマクロピノサイトーシス誘導の分子メカニズムに関して
は明らかになっていない。一般に、成長因子などによるマクロピノサイトーシス
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の誘導には、細胞を飢餓状態に置く必要がある 68。しかし、L17E は飢餓状態で
ない細胞に対してもマクロピノサイトーシスを誘導することができることから、
成長因子によるマクロピノサイトーシス誘導とは異なるメカニズムによるもの
である可能性が高い。L17E の機能発揮にはマクロピノサイトーシスの誘導が必
要であり、阻害剤実験からラッフリング状態の延長によって活性が向上する可
能性が示唆されたことから、L17E の活性向上にはマクロピノサイトーシスの誘
導活性を向上させる方策も有効と考えられる。このメカニズム解明が進むこと
により、より効果的な細胞内送達法の開発につながることが期待される。 

 

 
  

Figure 2-7. Proposed mechanism of inducing membrane ruffling and transient permeabilization in the presence 
of L17E. L17E interacts with cell surface leading to organization of actin cytoskeleton and membrane ruffling. 
On the ruffled membrane, membrane interaction of L17E is enhanced and pore formation accompanied by lipid 
scrambling takes place, resulting in transient permeabilization.  
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以上より、L17E によるサイトゾル送達にエンドソームの成熟化が必ずしも必
要ではないことが明らかになった。エンドサイトーシスの早い段階でサイトゾ
ルに目的分子を放出するため、エンドソームに取り込まれた分子の分解系への
移行を回避できるという利点がある。さらに、L17E が膜のラッフリングおよび
マクロピノサイトーシスを誘導することが見出された。また、L17E が細胞膜の
スクランブリングを誘起することにより、細胞膜の透過性を向上させてサイト
ゾル送達を行う可能性が示唆された。L17E による膜のスクランブリングはエネ
ルギー依存的なものであったため、ラッフリングが誘導された細胞膜上でのみ
ペプチドによる小孔形成が生じ、細胞外分子を透過させることができる可能性
が考えられる。また、細胞膜表面だけでなくごく初期のエンドソームで L17E が
作用し、高分子をサイトゾルに放出する可能性も十分に想定でき、L17E による
サイトゾル送達には、両方の経路が関与している可能性が考えられる。 

 

本研究は細胞膜ラッフリングを利用したサイトゾルへの送達法の可能性を示
唆しており、細胞内送達法の開発に新たな概念を与えるものだと期待できる。本
章で検討したメカニズムは、これまでに報告されてきた直接膜透過やエンドソ
ームを経由する細胞内送達経路とは全く異なるものであった。最近では典型的
な経路（直接膜透過やエンドサイトーシス）でないメカニズムで細胞内に移行す
ると考えられるキャリアも報告されている 69-73。本研究をはじめとする様々な高
分子の細胞内移行メカニズムの研究は、新規の、あるいはこれまで見逃されてき
た経路の理解や利用法の開発につながるといえる。 
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総 括  
 

ペプチド製剤や抗体医薬品の創薬における重要性が高まるにしたがって、タ
ンパク質などの親水性の高分子をサイトゾル内に送達する技術の必要性が高ま
っている。生体高分子をサイトゾルへ送達する手法の確立に向けて、本研究では、
生体膜と相互作用するペプチドを利用するアプローチに関して検討を行った。
第一章では、膜傷害性ペプチドを改変した L17E ペプチドを開発し、それを用い
て抗体を細胞内に導入できることを示した。第二章では、L17E ペプチドのユニ
ークな性質に着目し、その作用機序を検討することで、エンドサイトーシスのご
く初期段階でのサイトゾル送達およびラッフリングを利用したサイトゾルへの
物質送達の可能性を見出した。これらのアプローチは、より効率的なサイトゾル
への送達法の開発につながると期待される。さらに、本研究成果は、細胞内送達
法に関する研究に、ラッフリングを利用した導入経路という新しい視点を提供
する。 

本研究で検討した膜傷害性ペプチドを起点としたサイトゾルへの送達法は、
今後は、生体内での細胞内ターゲティングに応用していくことが期待される。し
かしながら、今回の検討では、ペプチドと目的分子を混合して投与する手法を用
いたため、投与量の多くが利用されていない。生体組織での利用には、より効率
よく目的分子をサイトゾルに送達することが必要となる。今後は、本手法を薬物
送達ベクター（リポソーム、ナノ粒子等）などの既存の手法と組み合わせること
によって、より効果的な細胞内薬物送達システムの確立につながることが期待
される。 
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実験の部 
 

第一章の実験 

ペプチドの合成 

ペプチドの合成は、TGS-RAM 樹脂（島津製作所）を用い、PSSM-8 ペプチド
固相合成機（島津製作所）で行った。その後 trifluoroacetic acid-ethandithiol（95:5）
で室温 3 時間処理し、樹脂からの切り出しと脱保護を行った。次いで、逆相高速
液体クロマトグラフィー（HPLC）でペプチドの精製を行い、マトリクス支援レ
ーザー脱離イオン化法―飛行時間型質量分析（MALDI-TOFMS）により、正しい
質量であることを確認した。合成したペプチドの配列と質量分析結果は下表の
通りである。 

 

 Peptide  Sequence 
実測値 
m/z 

理論値  
[M+H]+ 

WT IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-CONH2 2842.5 2842.7 

L6E IWLTAEKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-CONH2 2858.6 2858.7 

L9E IWLTALKFEGKHAAKHLAKQQLSKL-CONH2 2859.1 2858.7 

A13E IWLTALKFLGKHEAKHLAKQQLSKL-CONH2 2901.1 2900.7 

L17E IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-CONH2 2859.0 2843.7 

Q21E IWLTALKFLGKHAAKHLAKQELSKL-CONH2 2843.8 2843.7 

L6EG10E IWLTAEKFLEKHAAKHLAKQQLSKL-CONH2 2930.8 2930.7 

L9EA13E IWLTALKFEGKHEAKHLAKQQLSKL-CONH2 2917.3 2916.7 

A13EL17E IWLTALKFLGKHEAKHEAKQQLSKL-CONH2 2917.4 2916.7 

L17EQ21E IWLTALKFLGKHAAKHEAKQELSKL-CONH2 2860.4 2859.7 
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細胞培養 

ヒト子宮頸癌由来細胞（HeLa 細胞）（Riken BRC Cell Bank）は 10%（v/v）非
働化ウシ血清（Invitrogen）を含むアルファ最小必須培地（α-MEM(+)）中、37˚C、
5% CO2 条件下で培養し、3-4 日ごとに継代を行った。 
細胞生存試験 

細胞の生存率は、細胞増殖試薬 WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-

5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate）（Roche）を用いて、推奨の方法に準拠して測
定した。HeLa 細胞を 96 ウェルマイクロプレートに播種し、CO2 インキュベー
タ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、ペプチドを含むア
ルファ最小必須培地（α-MEM(−)、Wako）（100 µl）中で、37˚C、5% CO2 条件下
で 1 時間培養した。ここに WST-1 試薬を 10 µl 添加し、さらに 1 時間培養後、
吸光度（A450 nm – A600 nm）を測定した。50%有効濃度（EC50）の値は、データ解
析ソフトウェアカレイダグラフ（Synergy Software, version 4.5 for Windows）上で、
各ペプチド濃度での細胞生存率にシグモイド曲線をフィッティングすることで
求めた。 

 
10 kDa デキストランの細胞内局在観察 

HeLa 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）に播種し、CO2 インキ
ュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、α-MEM(−)

で 2 回洗浄後、40 µM のペプチドと 250 µg/ml の Alexa Fluor 488 で標識したデ
キストラン（10kDa）（Dex10-Alexa、 Molecular Probes）を含むα-MEM(−)（200 

µl）を投与した。37˚C、5% CO2 条件下で 1 時間培養後、α-MEM(+)で 2 回洗浄
し、さらに 3 時間培養した。細胞を洗浄後、デキストランの細胞内局在を共焦点
顕微鏡（FV1000、Olympus）を用いて観察した。 

エンドサイトーシス阻害実験に関しては、まず 10 mM NaN3 を含むリン酸緩衝
生理食塩水（PBS(−)）に 1 mM MgCl2、1 mM CaCl2 を添加した培地（PBS(+)）で
15 分間培養後、40 µM の L17E、200 µg/ml の Dex10-Alexa、および 10 mM NaN3

を含む PBS(+)に交換し、30 分間培養した。あるいは 100 µM の EIPA を含むα-
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MEM(−)で 30 分間培養後、40 µM の L17E、200 µg/ml の Dex10-Alexa、および 100 

µM の EIPA を含む MEM(−)で 60 分間培養した。それぞれ PBS(−)で二回洗浄後、
Hoechst 33342（10 µg/ml、5 min）処理により核を染色し、デキストランの細胞内
局在を共焦点顕微鏡により観察した。 

その他の阻害剤に関しては、各阻害剤 [Cytochalasin D（CytoD、5 µM）、5-(N-

ethyl-N-isopropyl)amiloride（EIPA、100 µM）、wortmannin（wort、500 nM）] を含
むα-MEM(−)で 30 分間培養後、40 µM の L17E、200 µg/ml の Dex10-Alexa、およ
び各阻害剤を含むα-MEM(−)に交換し、5 分間培養した。それぞれ PBS(−)で二回
洗浄後、Hoechst 33342（10 µg/ml、5 min）処理により核を染色し、デキストラン
の細胞内局在を共焦点顕微鏡により観察した。 

 
Cre/ loxP 組換え実験 

loxP-DsRed-loxP-EGFP-N1 プラスミド（loxP-レポータープラスミド）の作製に
は、pMSCV-loxp-dsRed-loxp-eGFP-Puro-WPRE（plasmid 32702、Addgene）から loxP-

DsRed-loxP 配列の DNA 断片を増幅したものを、EGFP-N1（Clontech）の SacI と
EcoRI サイトへサブクローニングして目的のものを得た。プライマーとして
forward: 5′-GCGGCGCGAGCTCACTAGTCCAGTGTGGTGG-3′と reverse: 5′-

GGTGGCGTAGTCGAATTCGTTAACCTCGAGAG-3′のオリゴ DNA を用いた。 

Cre-His6-pET42b(+)プラスミドの作製には、pCAG-Cre（plasmid 13775、Addgene）
から Cre 配列の DNA 断片を増幅したものを、pET42(b)（Novagen）の NdeI と
EcoRI サイトへサブクローニングして目的のものを得た。プライマーとして
forward: 5 ′ -GCCGGGCGCCCATATGGCCAATTTACTGACCGTACACC-3′ と
reverse: 5 ′ -

CGGCGCCGGCGAATTCGTCAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTG-3′のオリ
ゴ DNA を用いた。 

作製した Cre-His6-pET42b(+)プラスミドを用いて BL21 (DE3) 株大腸菌を塩化
カルシウム法で形質転換した後、1 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG）
存在下で 18 ˚C で 12 時間培養した。回収した細胞ペレットを、溶解バッファー
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（10 mM Tris、100 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、10 mM imidazole、pH 7.4）で懸
濁した。細胞を超音波により破砕し、超遠心（18,000 r.p.m、30 min）後に得た可
溶性画分を、HisTrap FF カラム（GE Healthcare）に加えた。カラムを 10 mM Tris、
100 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、20 mM imidazole、pH 7.4 で洗浄し、タンパク
質を 20-250 mM imidazole の濃度勾配をかけて溶出した。 50 mM 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES）500 mM NaCl 含有（pH 7.4）
で平衡化した PD-10 脱塩カラム（GE healthcare）を用いてバッファー交換を行っ
た。 

HeLa 細胞を 60 mm ディッシュ（Iwaki）に播種し、CO2 インキュベータ内で培
養した。細胞が 90%コンフルエントの状態で loxP レポータープラスミドを
Lipofectamine LTX（Invitrogen）を用いて導入し、24 時間後、35 mm ガラスボト
ムディッシュに播種し、CO２インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエン
トの状態で培地を除き、α-MEM(−)で 2 回洗浄後、40 µM のペプチドと 5 µM の
Cre-His6 タンパク質を含むα-MEM(−)（200 µl）を投与した。37˚C、5% CO2 条件
下で 1時間培養後、α-MEM(+)で 2回洗浄し、さらに 24時間培養した。α-MEM(+)

で 2 回洗浄した後、新しい培地を添加して、共焦点顕微鏡により細胞内の DsRed

と EGFP の発現を観察した。 

 
免疫グロブリン G の蛍光標識と細胞内局在観察 

ヒト血清由来の免疫グロブリン G（IgG）（Wako）の PBS(−)溶液（9.4 mg/ml、
100 µl）に 1 M の NaHCO3 と、dimethylsulfoxide（DMSO）に溶解した Alexa Fluor 

488 5-sulfodichlorophenol ester（Molecular Probes）（10 mg/ml、10 µl）を添加し、
全量 500 µl となるよう PBS(−)を加えて室温で 1 時間攪拌した。反応溶液を、あ
らかじめ PBS(−)で平衡化した PD-10 脱塩カラムを用いたサイズ排除クロマトグ
ラフィーにより精製した。精製した溶液を、Vivaspin 10,000 MWCO（GE Healthcare）
を用いて限外ろ過により濃縮した。抗体の濃度は、280 nm の紫外吸光度から算
出した（モル吸光係数 21 × 105）74。 
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35 mm グラスボトムディッシュに播種し、コンフルエントの状態まで培養し
た HeLa 細胞に、40 µM のペプチドと 1 mg/ml の蛍光標識 IgG を含むα-MEM(−) 

を投与し、37˚C、5% CO2 条件下で 1 時間培養後、α-MEM(+)で 2 回洗浄し、さ
らに 30 分間α-MEM(+)中で培養した後に IgG の細胞内局在を共焦点顕微鏡で観
察した。 

 
生細胞に導入された抗 His6 抗体による膜局在 DsRed-His6 タンパク質の認識 

DsRed-His6-pCI と mem-DsRed-His6-pCI の作製 

まず、XhoIと XmaI サイトを含む His6 配列の DNA 断片を、プライマー（forward: 

5 ′ -TCGAGGACACCATCACCATCATCACTAGC-3 ′ と reverse: 5′-

CCGGGCTAGTGATGATGGTGATGGTGTCC-3′）をアニーリングすることで得た。
これを pDsRed-Monomer-C1（Clontech）にサブクローニングした。ここから、
DsRed-His6 配列の DNA 断片を増幅し、pCI（Promega）の EcoRI と XmaI サイト
にサブクローニングし、DsRed-His6-pCI を得た。さらに、NheI と EcoRI サイト
を含む、翻訳後のパルミトイル化により膜に挿入される neuromodulin の N 末端
アミノ酸配列（mem、LCCMRRTKQVEKNDEDQKI）を、プライマー（forward: 5′
- 

CTAGCATGCTGTGCTGTATGAGAAGAACCAAACAGGTTGAAAAGAATGATGA

GGACCAAAAGATCG-3 ′ と reverse: 5 ′ - 

AATTCGATCTTTTGGTCCTCATCATTCTTTTCAACCTGTTTGGTTCTTCTCATAC

AGCACAGCATG-3′）をアニーリングすることで得た。これを、NheI/EcoRI で
切断した DsRed-His6-pCI に挿入することによって mem-DsRed-His6-pCI を得た。 

HeLa 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）に播種し、CO2 インキュ
ベータ内で培養した。細胞が 90%コンフルエントの状態で、DsRed-His6-pCI と
mem-DsRed-His6-pCI を Lipofectamine LTX（Invitrogen）を用いて導入し、46 時間
後、500 µg/ml の anti-6x His tag antibody（FITC）（ab1206、Abcam）と 40 µM の
L17 を含むα-MEM(−)中で 1 時間処理した。細胞を洗浄後、α-MEM(+)中で 30
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分間培養し、FITC 標識された抗体と DsRed の局在を、共焦点顕微鏡を用いて観
察した。 

 
生細胞に導入された抗グルココルチコイド受容体（GR）抗体による転写抑制 

HeLa 細胞を 24 ウェルマイクロプレート（Iwaki）に播種し、CO２インキュベ
ータ内で培養した。培地は、10% charcoal stripped fetal bovine serum（Wako）を添
加した、フェノールレッドを含まない D-MEM （Wako）を用いた。細胞が 90%

コンフルエントの状態で、PBS(−)で 2 回洗浄後、300 µg/ml の anti-gluoccorticoid 

receptor antibody [BuGR2]（Invitrogen）と 40 µM の L17E を含む PBS(+)（200 µl）
を投与した。37˚C、5% CO2 条件下で 1 時間培養後、PBS(−)で 2 回洗浄し、100 

nM のデキサメタゾン（TCI）を含むフェノールレッドを含まない D-MEM（Wako）
（200 µl）中で 1 時間培養した。細胞を洗浄後、さらに 2 時間インキュベーショ
ンし、PBS(−)で 2 回洗浄後、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて細胞を溶解し、
全 RNAを抽出した。得られた全 RNAを鋳型に PrimeScript RT reagent kit（Takara）
を用いて cDNA を合成した。PowerUp SYBR Green PCR Master Mix（Applied 

Biosystems）を用いた 7300 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）による定
量 PCR により、活性化 GR により誘導される MT1E 遺伝子の相対転写量を測定
した。ハウスキーピング遺伝子として GAPDH を用いた。MT1E 遺伝子のプライ
マ ー は Qiagen か ら 購 入 し 、 GAPDH の プ ラ イ マ ー は forward 5 ′ - 

CTGCACCACCAACTGCTTAG -3′、reverse 5′- TTCAGCTCAGGGATGACCTT -

3′の合成オリゴ DNA を購入した。 

 
単層リポソーム（large unilamellar vesicle（LUV））の調製 

リン脂質としては、1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（POPC）
（NOF）と 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, sodium salt（POPG-Na）
（NOF）を用いた。中性の膜として 100% POPC の LUV、および負に帯電した膜
として POPC/POPG（75:25 mol%）の LUVs を用いた。それぞれのリン脂質組成
のクロロホルム溶液を調製し、ナス型フラスコとロータリーエバポレータを用
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いてフラスコの底面に脂質の薄膜を形成させた。溶出活性試験には、真空乾燥の
のち、蛍光色素 ANTS（= 8-aminonaphthalene-1,2,3-trisulfonic acid）とその消光剤
DPX（= p-xylene-bis(pyridinium) bromide）を含むバッファー（12.5 mM ANTS、45.0 

mM DPX、10mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid（MES）、 70 mM NaCl（pH 

7.4 ないし 5.0）を加え水和させたものを用いた。脂質懸濁液を回収して凍結融
解を 5 回繰り返した後、Liposofast extrusion system（Avestin）を用いて、100 nm

の直径の孔の polycarbonate filters（Avanti Polar Lipids）2 枚に 11 回通過させ、均
一な直径のリポソームを調製した。CD 測定には、脂質薄膜を真空乾燥したのち、
MES バッファー（10 mM MES、150 mM NaCl 含有（pH 7.4 ないし pH 5.0））を加
え水和させたものを用いた。脂質懸濁液を 100 nm の直径の孔の polycarbonate 

filters 2 枚に 11 回通過させ、均一な直径のリポソームを調製した。調製後の LUV

濃度は、LabAssay リン脂質キット（Wako）を用いて、コリンオキシダーゼ・DAOS

法 75により脂質の濃度として求めた。 

 
蛍光色素内包 LUV からの溶出活性測定 

ペプチドの膜傷害活性は、ANTS/DPX 内包 LUV から漏出した蛍光色素 ANTS

の蛍光強度を測定することで評価した。ペプチドを 134 µM の LUV と共に MES

バッファー中で 37 ˚C 条件下で 1 時間インキュベーションした。波長 535 nm の
蛍光強度（Fobs）を、Wallac 1420 Victor2 Microplate Reader（Perkin Elmer）（励起
波長 485 nm）で測定した。界面活性剤（TritonX-100、最終濃度 0.1 %（v/v））を
加えた時の蛍光強度（Fmax）を 100 %として、以下の式でペプチドの溶出活性を
評価した。（F0 はペプチドを加えないときの蛍光強度を示す。） 

 %ANTS released = 100 × [(Fmax – F0) / (Fobs – F0)] 

 
円二色性（circular dichroism、CD）スペクトルの測定 

CD スペクトルは、JASCO J-820 spectropolarimeter により、光路長 1 mm のセ
ルを用いて 24˚C 条件下で測定した。2.67 mM リポソーム存在において、濃度 40 
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µM（ペプチド: 脂質モル比（P/L）= 1.5 × 103）のペプチドのスペクトルを測定し
た。100 nm/min の速度でスキャンを 6 回行い、その平均を Figure に示している。 

222 nm におけるモル楕円率 [θ222] から、以下の式でヘリックス含有量 [fH] 

を算出した 46。 
 𝑓𝐻 = (𝜃222 − 𝜃𝐶)/(𝜃𝐻 − 𝜃𝐶) 

 𝜃𝐶 = 2220 − 53𝑇 

 𝜃𝐻 = (−44000 + 250𝑇)(1 − 3 𝑁𝑟)⁄  

ここで、T は摂氏温度、Nrはペプチド鎖長である。 
 

10 kDa デキストランの細胞内移行量測定 

HeLa 細胞を 24 well マイクロプレート（Iwaki）に播種し、CO2 インキュベー
タ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、PBS(−)で 2 回洗
浄後、20 µM、または 40 µM のペプチドと 100 µg/ml の Dex10-Alexa を含むα-

MEM(−)（200 µl）を投与し、60 分間培養した。PBS(−)で 2 回洗浄し、0.01%の
トリプシンで 10 分間処理してプレートから剥離した細胞をチューブに回収した。
これを遠心し（800 × g、5 min）、ペレット状になった細胞を PBS(−)で懸濁した。
これを2回繰り返して細胞を洗浄した。得られた細胞サンプルを最終的にPBS(−)

に希釈して Attune NxT（Applied Biosystems）により各サンプル当たり 1 万個の
細胞の蛍光量を測定した。 
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第二章の実験 

細胞培養 

ヒト子宮頸癌由来細胞（HeLa 細胞）（European Collection of Authenticated Cell 

Cultures（ECACC））、93021013）は 10% (v/v）非働化ウシ血清（Invitrogen）を含
むアルファ最小必須培地（α-MEM(+)）中、37˚C、5% CO2 条件下で培養し、3-4

日ごとに継代を行った。 

 
10 kDa デキストランの細胞内局在観察 

パルスチェイス実験 

HeLa 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）に播種し（2.0 × 105 cells）、
CO２インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、
PBS(−)で 2 回洗浄後、40 µM の L17E と 200 µg/ml の Alexa Fluor 488 で標識し
たデキストラン（10 kDa）（Dextran、Alexa Fluor 488; 10,000 MW、Molecular Probes）
（Dex10-Alexa）を含むα-MEM(−)（200 µl）を投与した。37˚C、5% CO2 条件下
で 5 分培養後、PBS(−)で 2 回洗浄し、さらに 5、15、30、60 分培養した。細胞を
洗浄後、デキストランの細胞内局在を共焦点顕微鏡（FV1000、Olympus）を用い
て観察した。 

エンドサイトーシス阻害実験 

10 mM NaN3、20mM deoxy-D-glucose 含有 PBS(+)で 15 分間培養後、培地を 40 

µM の L17E と 200 µg/ml の Dex10-Alexa を含む、10 mM NaN3、20mM deoxy-D-

glucose 含有 PBS(+) に交換し、5 分間培養した。低温（4˚C）での実験において
は、細胞を PBS(−)で 2 回洗浄したのち、α-MEM(−)を加え、30 分間 4˚C に置い
た。その後培地を 40 µM の L17E と 200 µg/ml の Dex10-Alexa を含むα-MEM(−)

に交換し、さらに 5 分間 4˚C 下で培養した。 

その他の阻害剤に関しては、各阻害剤 [Cytochalasin D（CytoD、5 µM）、5-(N-

ethyl-N-isopropyl)amiloride（EIPA、100 µM）、wortmannin（wort、500 nM）] を含
むα-MEM(−)で 30 分間培養後、40 µM の L17E、200 µg/ml の Dex10-Alexa、およ
び各阻害剤を含むα-MEM(−)に交換し、5 分間培養した。それぞれ PBS(−)で二回
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洗浄後、Hoechst 33342（10 µg/ml、5 min）処理により核を染色し、デキストラン
の細胞内局在を共焦点顕微鏡により観察した。 

 
乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験 

HeLa 細胞を 96 well マイクロプレート（Iwaki）に播種し（1.0 × 104 cells）、CO2

インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、
PBS(−)で 2 回洗浄後、40 µM の L17E を含むα-MEM(−)を投与した。37˚C、5% 

CO2 条件下で 5 ないし 60 分培養後、その培養液を採取し、検出試薬（LDH-

Cytotoxic Test Wako）と混合した。室温にて 30 分間インキュベートしたのち、吸
光度（A492 nm）を測定した。培地中に放出された LDH 量は、界面活性剤（Triton 

X-100、0.2% (w/v)）を細胞に添加したときの LDH 放出量を 100%として算出し
た。 

 
Rab5 タンパク質のドミナントネガティブ実験 

mCherry-Rab5（WT）プラスミドの作製には、EGFP-Rab5 から Rab5 配列の DNA

断 片 を 増 幅 し た も の （ プ ラ イ マ ー と し て 、 forward: 5 ′ - 

AGATCTCGAGCTCAAATGGCTAGTCGAGGCGCAAC -3 ′ と reverse: 5 ′ - 

TCCGGTGGATCCCGGGTACCGTCGACTGCAGTTAGTTACTAC -3′を用いた）
と、直線化した pmCherry-C1 vector（Clontech）（プライマーとして、forward: 5′
- TTGAGCTCGAGATCTGAGTCCGG -3 ′ と reverse: 5 ′ - 

CCGGGATCCACCGGATCTAGA -3′を用いた）を Gibson assembly System（New 

England Biolabs）を用いて接合することで目的のものを得た。 

変異型 Rab5（S34N、Q79L）は、mCherry-Rab5（WT）プラスミドにポイント
ミューテーションを施すことで得た。変異箇所を含むプライマーで 5′側と 3′
側をそれぞれ増幅して得た 2 本のフラグメントを、再度 PCR することで 1 本の
フラグメントにしたのち、変異型 Rab5 配列を、mCherry-Rab5（WT）の XhoI と
BamHI サイトへサブクローニングした。Rab5（S34N）フラグメントを得るため
のプライマーとして、forward: 5′- GTTGGACATCACCTCCCACAACGAG -3′
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（mCherry-C1-F）と reverse: 5′ - GCACTAGGCTATTTTTGCCAACAG -3′、
forward: 5 ′ - TTGGCAAAAATAGCCTAGTGC -3 ′ と reverse: 5 ′ - 

CCTCTACAAATGTGGTATGG -3′（SV40pA-R）を用いた。Rab5（Q79L）フラグ
メントを得るためのプライマーとして、forward: mCherry-C1-F と reverse: 5′- 

TGGTATCGTTCAAGACCAGCTGT -3 ′ 、 forward: 5 ′ - 

ACAGCTGGTCTTGAACGATACCA -3′と reverse: SV40pA-R を用いた。それぞ
れについて得られた 2 本のフラグメントを forward: mCherry-C1-F と reverse: 

SV40pA-R のプライマーを用いて増幅し、1 本のフラグメントを得た。 

 
ラッフリング観察実験 

HeLa 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）に播種し（1.5 × 105 cells）、
CO２インキュベータ内で培養した。細胞が 90%コンフルエントの状態で、Lifeact-

mCherry を Lipofectamine LTX（Invitrogen）を用いて導入し、24 時間後、PBS(−)

で 2 回洗浄し、α-MEM(−)（100 µl）で細胞を浸し、MI-IBC マイクロチャンバ
ー（37℃、5% CO2）をセットした共焦点レーザー顕微鏡のステージで 10 分間静
置してから 20 秒ごとの経時的な画像取得を始めた。ペプチド添加前の一連の経
時観察画像を取得したのち、60 µM の L17E を含むα-MEM(−)（50 µl）を添加し、
直ちに経時的な画像取得を開始した。 

 
70 kDa デキストランの細胞内移行量測定 

HeLa 細胞を 24 well マイクロプレート（Iwaki）に播種し（8.0 × 104 cells）、CO2

インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、
PBS(−)で 2 回洗浄後、20 µM または 40 µM のペプチドと 1 mg/ml の
tetramethylrhodamine（TMR)-labeled dextran（70 kDa）（Invitrogen）（Dex70-TMR）
を含むα-MEM(−)（200 µl）を投与し、5 分間培養した。PBS(−)で 2 回洗浄し、
0.01%のトリプシンで 10 分間処理してプレートから剥離した細胞をチューブに
回収した。これを遠心し（800 × g、5 min）、ペレット状になった細胞を PBS(−)

で懸濁した。これを 2 回繰り返して細胞を洗浄した。得られた細胞サンプルを
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最終的に PBS(−)に希釈して、各サンプル当たり 1 万個の細胞の蛍光量を Attune 

NxT（Applied Biosystems）により測定した。 

 
70 kDa デキストランの細胞内局在観察 

HeLa 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）に播種し（2.0 × 105 cells）、
CO２インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、
PBS(−)で 2回洗浄後、40 µM のL17Eと 1 mg/ml のDex70-TMRを含むα-MEM(−)

（200 µl）を投与した。37˚C、5% CO2 条件下で 5 分培養し、細胞を洗浄後、デキ
ストランの細胞内局在を共焦点顕微鏡（FV1000、Olympus）を用いて観察した。 

 
細胞表面の脂質露出量の測定 

HeLa 細胞を 24 well マイクロプレート（Iwaki）に播種し（8.0 × 104 cells）、CO2

インキュベータ内で培養した。細胞がコンフルエントの状態で培地を除き、
PBS(−)で 2 回洗浄後、40 µM の L17E を含む PBS(＋)を投与し、5 分間培養した。
阻害剤処理細胞については、10 mM NaN3、20mM deoxy-D-glucose 含有 PBS(+)  

で 30 分間培養後、培地を 40 µM の L17E を含む 10 mM NaN3、20mM deoxy-D-

glucose 含有 PBS(+) に交換し、5 分間培養した。PBS(−)で 2 回洗浄後、0.01%の
トリプシンで 10 分間処理してプレートから剥離した細胞をチューブに回収した。
これを遠心し（800 × g、5 min）、ペレット状になった細胞を PBS(−)で懸濁した。
これを再度繰り返して細胞を洗浄した。細胞表面の PIP2 の標識については、50 

µl の PBS（1% ウシ血清アルブミン（BSA）、0.1% NaN3）の細胞懸濁液に、10 µl

の抗 PIP2 抗体（abcam)（1/10 希釈）を含んだ PBS（1% BSA、0.1% NaN3）を加
えた。30 分間室温で静置したのち、遠心し（800 × g、5 min）、一度細胞を PBS(−)

で洗浄した。二次抗体（蛍光標識抗マウス IgM 抗体）も同様に処理し、得られ
た細胞サンプルを最終的に PBS(−)に希釈して、各サンプル当たり 1 万個の細胞
の蛍光量を Attune NxT により測定した。細胞表面の PS の標識については、100 

µl の細胞懸濁液に Annexin V 試薬（Invitrogen）を添加して 15 分間遮光下室温で
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反応させた。染色後、Annexin Binding Buffer で希釈した細胞サンプルについて、
各サンプル当たり 1 万個の細胞の蛍光量を Attune NxT により測定した。 
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