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略号表 

 

 

Aad L-2-aminoadipic acid 

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

-MEM -minimum essential medium 

BMP bis(monoacylgrycelo)phosphate 

Boc2O di-tert-butyl dicarbonate 

BS bovine serum 

CAC critical aggregation concentration 

CD circular dichroism 

CLSM confocal laser scanning microscope 

CPP cell-penetrating peptide 

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

DBCO dibenzocyclooctyne 

DCM dichloromethane 

Dex10-Alexa Alexa Fluor 488-labeled polydextran (10 kDa) 

di-4-ANEPPDHQ 
2-hydroxy-3-[2-[(2-hydroxyethyl)dimethylamino]ethyl]-4-[2-[6-

(dibutylamino)-2-naphthyl]ethenyl]pyridinium dibromide 

DIEA N,N-diisopropylethylamine 

DLS dynamic light scattering 

DPX p-xylene-bis(pyridinium)bromide 

DsRed red fluorescent protein derived from coral discosoma 

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

EDT 1,2-ethanedithiol 
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EGFP enhanced green fluorescent protein 

EGFP-His6 His tag-fused EGFP 

HBTU 
1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 

3-oxide hexafluorophosphate 

HFIP hexafluoroisopropanol 

HOBt 1-hydroxybenzotriazole 

hR homoarginine 

IgG-Alexa Alexa Fluor 488-labeled human immunoglobulin G 

LDH lactate dehydrogenase 

LUV large unilamellar vesicle 

MWCO molecular weight cut off 

NPC nuclear pore complex 

NTA nitrilotriacetic acid 

PBS(+) phosphate buffered saline containing Ca2+ and Mg2+ 

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

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

PyB 1-pyrenebutylic acid 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

sgRNA single guide RNA 

TEM transmission electron microscope 

TFA trifluoroacetic acid 

TIS triisopropylsilane 
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序論 

 

抗体をはじめとする生理活性タンパク質を細胞内に送達することは医療において非

常に大きな衝撃を与える[1-3]。また、化学修飾されたペプチドやタンパク質の細胞内送達

はケミカルバイオロジーの分野においても細胞内の分子間相互作用を明らかにすると

いう点で有用である。しかしながら、そのような親水性の高い高分子は細胞膜を透過す

ることができない。そのため細胞外物質を取り込む細胞の機構であるエンドサイトーシ

スが細胞外分子を細胞内に輸送する代替の経路として用いられてきた。抗体などのタン

パク質をはじめとする高分子が上述の機能を細胞内で発揮するためには、エンドソーム

から脱出してサイトゾルに到達する必要がある[4-12]。エンドソーム脱出を促進するよう

な技術はこれまで多数開発されてきたが、より効率的にエンドソーム脱出を促進する技

術の開発が望まれている。 

エンドソーム脱出を達成するためにはエンドソーム膜の不安定化が必要である。細胞

に致命的な影響を与えずにエンドソーム脱出を引き起こすためには、細胞膜には影響を

与えずにエンドソーム膜のみを不安定化する必要がある。そのためには細胞膜とエンド

ソーム膜への指向性を変えることが求められる。主要なアプローチの一つとして、エン

ドソーム成熟に伴って低下したエンドソーム内 pH (pH ~ 5.0) と細胞外 pH (pH ~ 7.4) の

差を利用するという方法があり、これまで様々な pH 感受性膜不安定化ペプチドやポリ

マーが開発されてきた。その中でも、カルボン酸を pH 感受性官能基として用いるアプ

ローチが頻用されている。カルボン酸は細胞外の中性 pH ではイオン型で存在している

が、酸性 pH 条件下ではプロトン化して分子型となる。そのためグルタミン酸を膜傷害

性ペプチドやポリマーに導入することで細胞膜との疎水性相互作用を抑制し、一方でエ

ンドソーム内でのプロトン化によりエンドソーム膜との親和性を回復して不安定化を

引き起こせるのではないかと考えられる。しかしながら、グルタミン酸のカルボキシ基
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の pKa は 4.07 であることから、エンドソーム内の低 pH 条件においては相当の割合がイ

オン型として存在していると考えられる。これによりエンドソーム内での膜との親和性

の回復が十分に達成できないことが予想される。より優れたエンドソーム脱出ツールを

開発するためには、より効果的な pH 感受性官能基を用いることや新たな視点からのデ

ザインが求められる。 

筆者の研究室ではこれまでに、高分子をサイトゾルへ送達することのできるペプチド

として「L17E」を開発した[13]。L17E はカチオン性両親媒性ヘリックスを形成するクモ

毒由来ペプチド M-lycotoxin の疎水面に存在する 17 番目のロイシンをグルタミン酸に置

換したペプチドであり、上述のようなエンドソーム脱出を実現することを狙って開発さ

れた。実際に L17E と生理活性タンパク質を混合して細胞に投与することにより、約半

数の細胞において生理活性タンパク質をサイトゾルへと送達することに成功した。しか

しながら、詳細な作用機序解明により L17E は予想されたほどのエンドソーム脱出

（Figure 0, 経路 ii）を引き起こさないことが明らかになった[14]。L17E はエンドサイト

ーシスの最初期の段階において細胞膜のラフリングを引き起こし、そこで一過性の膜透

過性を向上させる（Figure 0, 経路 i）ことで 5 分という非常に短いタイムスケールで高

分子をサイトゾルに送達することが分かった。 

 
Figure 0. Schematic representation of the mode of intracellular delivery by L17E. L17E was found to have 

an ability to induce membrane ruffling, leading to transient permeabilization of membranes at early stages of 

endocytosis and cytosolic translocation of biomacromolecules (route (i)). However, endosomal escape (route 

(ii)) did not play a significant role in attaining cytosolic translocation.  
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また、L17E による高分子、特に抗体のサイトゾルへの送達には 40 M の L17E およ

び 0.5 ~ 1 mg/mL もの抗体を必要とする。ペプチドを用いた高分子のサイトゾルへの送

達をケミカルバイオロジー分野、さらには医療方面へと応用していくことを考えると、

ペプチド及び高分子の使用濃度を低下させる必要がある。第一章で筆者はまず、上述し

たグルタミン酸残基の pH 感受性の弱さなどを念頭に L17E のアミノ酸配列に変異を加

えることで、L17E と比較してペプチドの使用濃度または高分子の使用濃度を半減する

ことのできるペプチド「HAad」を得た。さらに第二章では 2 つの観点から HAad よりも

高い活性を持つペプチドを 2 種類得ることができた。 

また、特に医療方面への応用を考えたときに、現在のペプチドと高分子を混合して細

胞に投与する手法では全身循環に投与した際にペプチドと高分子の体内動態を一致さ

せることができないという致命的な問題がある。この問題を解決するために、筆者は

HAad 搭載ナノキャリアの開発を目指した。HAad 搭載ナノキャリア中に高分子を内包で

きれば、ナノキャリアの体内動態にペプチドと高分子の体内動態を一致させることがで

きると期待される。その第一歩として第三章ではモデルタンパク質として EGFP-His6 を

内包したナノキャリアを作製し、細胞において EGFP-His6 のサイトゾルへの送達を行っ

た。 
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第一章 L17E 改良ペプチド「HAad」の創出 

 

 

L17E の活性向上を目指すうえで、筆者は L17E の弱いエンドソーム脱出能に着目し

た。L17E のエンドソーム脱出能を高めるために L17E 中のヒスチジン残基およびグルタ

ミン酸残基に注目し、それらに変異を加えることでそれぞれ L17E よりも高い活性を持

つ変異体を得た。さらに 2 つの変異を組み合わせることで、L17E 改良ペプチドとして

HAad を得ることに成功した。HAad を用いることで、L17E と比較してペプチドの使用

濃度または高分子の使用濃度を半減させることができた。 

HAad を用いることで、デキストラン、抗体、Cre リコンビナーゼをサイトゾルに送達

できた。さらに、マウスを用いた実験により HAad による高分子のサイトゾルへの送達

が in vivo においても有用であることが示された。 

リポソームを用いたペプチドの膜不安定化活性評価および二次構造評価により、

HAad はエンドソーム内を模した環境である酸性脂質存在下かつ低 pH 下において高い

膜不安定化活性およびヘリックス性を示すことが分かった。また、エンドソーム酸性化

阻害剤を用いた実験により HAad の高い活性にはエンドソームの酸性化が重要であるこ

とが示唆された。 
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第一節 グルタミン酸残基の置換 

L17E の先行研究において、L17D は L17E よりもサイトゾルに高分子を送達する活性

が低いことが分かっていた[13]。アスパラギン酸 (Asp) の-カルボキシ基の pKa (3.90) は

グルタミン酸 (Glu) の-カルボキシ基の pKa (4.07) よりも低い[15]。これによりエンドソ

ーム内での低 pH 環境における分子型の割合は-カルボキシ基のほうが小さく、エンド

ソーム膜との相互作用に重要である疎水性が-カルボキシ基を持つ L17D のほうが低く

なっていることが低い活性に関与していると考えられる (Fig. 1A,B)。ここで、L-2-アミ

ノアジピン酸 (Aad) はグルタミン酸よりも側鎖が 1 炭素分長いアミノ酸であり、その

分疎水性が高くさらに pKa も大きい (4.21)[15,16]。Glu を Aad に置換することによってエ

ンドソームにおける膜不安定化活性を高められ、結果として高分子のサイトゾルへの送

達能を高められるのではないかと考えた。 

Alexa Fluor 488 標識 10 kDa デキストラン (Dex10-Alexa) はエンドソームマーカーと

して頻用されている高分子であり、本研究においてモデル高分子として用いた。Dex10-

Alexa とペプチドを HeLa 細胞に 1 時間投与し、細胞内蛍光局在を共焦点レーザー走査

型顕微鏡 (CLSM) にて観察することでサイトゾルへの高分子送達能を評価した  (Fig. 

1C)。ペプチドによってサイトゾルへと Dex10-Alexa が送達されれば Dex10-Alexa は細胞

全体に均一に存在するように観察される。ペプチド非存在下では Dex10-Alexa は核周辺

に点状のシグナルとして観察され、これはエンドソームに滞留していることを意味する

が、40 M の L17E もしくは L17D 存在下ではそれぞれ約 50％、25％の細胞においてサ

イトゾルに分布する Dex10-Alexa のシグナルが観察された(Fig. 1C and D, L17E, L17D)。

ここで、40 M の L17Aad 存在下では L17E よりも多くの約 65％の細胞においてサイト

ゾルに分布する Dex10-Alexa のシグナルが観察された (Fig. 1C and D, L17Aad) ことか

ら、Glu から Aad への置換によって高分子のサイトゾルへの送達能を 15％向上させるこ

とに成功した。 
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Figure 1. Effect of Glu17 substitution of L17E on cytosolic delivery activity. (A) Schematic representation of 

L17E and its analogs. (B) Sequences of peptides. (C) Cytosolic appearance of Dex10-Alexa after treatment 

with L17E and its analogs (40 µM each) for 1 h. Scale bar, 100 µm. (D) Percentages of cells bearing diffuse 

cytosolic dextran signals. Results are presented as mean ± standard error (SE) (n = 3). *; p<0.05, ***; p<0.001 

v.s. L17E (one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post hoc test).  
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第二節 ヒスチジン残基の置換 

第一節の結果は高分子のサイトゾルへの送達において、エンドソーム内の pH 条件に

おけるペプチドの疎水性を向上させることの重要性を示唆するものである。L17E の配

列中には 2 つのヒスチジン (His) が含まれる。His の pKa は 6.0 程度である[15]ことから、

これら 2 つの His はエンドソーム内の pH 条件ではプロトン化し正に荷電していると考

えられる。この荷電に伴ってペプチドの疎水性は減少し、ペプチドとエンドソーム膜と

の相互作用が減弱するのではないかと考えた筆者は、His を中性アミノ酸に置換するこ

とで疎水性減少に伴う膜との相互作用減弱を抑制できると考えた。そこで、2 つの His

を中性アミノ酸アラニン (Ala) に置換したペプチド「HA/E1」を得た (Fig. 2A, B)。しか

し、HA/E1 は使用濃度 40 M において顕微鏡観察時に細胞毒性を示した (data not shown) 

ため、先行研究で得られていた L17E の類縁体で L17E よりも低いながらも同様の高分

子のサイトゾルへの送達能を有するペプチド「L17E/Q21E」中の 2 つの His を Ala に置

換したペプチド「HA/E2」を得た (Fig. 2A, B)。 

第一節と同様の Dex10-Alexa を用いた実験から、HA/E2 は約 70％の細胞においてサイ

トゾルに分布する Dex10-Alexa のシグナルが観察された (Fig. 2C, D) ことから、HA/E2

は L17E よりも約 20％高いサイトゾルへの Dex10-Alexa の送達活性を持つペプチドであ

ることが示唆された。また、L17E/Q21E では約 13％の細胞でしかサイトゾルに分布する

Dex10-Alexa のシグナルが観察されなかった (Fig. 2C, D) ことから、His を Ala に置換す

ることで劇的に高分子のサイトゾルへの送達能を高めることができたと考えられる。  

His を含むペプチドは His がプロトンを吸着することで pH 低下を抑制し、より多くの

プロトンと水分のエンドソーム内への移行を促進して浸透圧を増大させることにより

エンドソーム崩壊を引き起こす「プロトンスポンジ効果」を持つことが提唱されている

[17,18]。L17E 中にも 2 つの His が含まれており、プロトンスポンジ効果を引き起こす可能

性があったが、L17E は顕著なエンドソーム脱出能を有していないことから、想定され
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るほどのプロトンスポンジ効果はみられないと考えられる。その理由としてプロトンス

ポンジ効果を引き起こすには多数の His が必要とされる[19]ということが挙げられる。 

 

Figure 2. Improvement of cytosolic delivery efficacy of L17E by His-to-Ala substitution. (A) Outline of 

sequence modification. (B) Sequences of peptides bearing His-to-Ala substitutions. (C) The cytosolic 

appearance of Dex10-Alexa after treatment with L17E and its analogs (40 µM each) for 1 h. Scale bar, 100 

µm.  (D) Percentages of cells bearing diffuse cytosolic dextran signals. Results are presented as mean ± SE 

(n = 3). *; p<0.05, ***; p<0.001 vs. L17E (one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post 

hoc test). 
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第三節 ２つの変異の融合による HAad の導出 

第一節と第二節で得られた 2 つの改良ペプチドである L17Aad と HA/E2 を組み合わ

せ、L17E の His を Ala へと置換し、17 番目の Glu と 21 番目の Gln を Aad に置換するこ

とで新たなペプチド「HAad」を得た (Fig. 3A, B)。第一節と同様の Dex10-Alexa を用い

た実験から、HAad は約 75％の細胞においてサイトゾルに分布する Dex10-Alexa のシグ

ナルが観察された (Fig. 3C, D) ことから、HAad は最も活性の高い L17E 変異体であるこ

とが示された。また、約半数の細胞においてサイトゾルに Dex10-Alexa を送達するのに

必要な濃度は、L17E では 40 M であるのに対して HAad では 20 M と、半減させるこ

とに成功した。このことから、HAad は L17E の 2 倍の活性を有するといえる。Dex10-

Alexa の細胞内総取り込み量をフローサイトメトリーで解析した結果からも、HAad は

L17E よりも約 30％多くの量を細胞内に送達できることが示された (Fig. 3E)。 

HAad は L17E と同様に細胞膜のラフリングを引き起こすことがアクチン骨格の挙動

観察から示された (Fig. 4A)。また HAad による Dex10-Alexa のサイトゾルへの送達はア

クチンの挙動を伴うエンドサイトーシスの阻害剤として知られる 5-(N-ethyl-N-

isopropyl)amiloride (EIPA) 存在下で顕著に抑制された (Fig. 4B) ことから、HAad は L17E

と同様の作用機序を有していることが示唆された。Dex10-Alexa のサイトゾル送達の時

間依存性を評価した実験 (Fig. 3F) において、L17E と HAad はともに 5 分の段階で約半

数の細胞においてサイトゾルに Dex10-Alexa を送達した。興味深いことに、L17E におい

てはインキュベーション時間を延長しても送達された細胞の割合に変化はなかったが、

HAad においてはインキュベーション時間を延長するに従い送達された細胞の割合が増

加した。この結果は HAad がインキュベーション時間延長に伴うエンドソームの成熟化

を感知して、L17E と比較して高いエンドソーム膜不安定化能を発揮したものだと考え

られる。 
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Figure 3. High efficacy cytosolic delivery peptide HAad. (A) Merged design of HA/E2 and L17Aad to obtain 

HAad. (B) Sequence of HAad. (C) High efficacy cytosolic delivery of Dex10-Alexa with the help of HAad (40 

µM). Incubation, 1 h. Scale bar, 100 µm. (D) Percentages of cells bearing diffuse cytosolic dextran signals 

(incubation, 1 h). (E) Comparison of total cellular uptake amount of Dex10-Alexa by the incubation with each 

peptide (40 µM). (F) Time-dependent increase in the percentage of cells with diffuse cytosolic dextran signals 

by the treatment with L17E or HAad (40 µM each). Results are presented as mean ± SE (n = 3). ****; p<0.0001, 

**; p<0.01, *; p<0.05, n.s.; not significantly different by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference test 

(D, F) or Student’s t-test (E). 

 

 
Figure 4. (A) HAad induces actin organization and membrane ruffling at HeLa cells expressing Lifeact-

mCherry after 5 min treatment with 20 µM HAad. Scale bars; 20 µm. (B) Effects of Effects of 5 -(N-ethyl-N-

isopropyl)amiloride (EIPA) on the percentages of cells having diffuse cytosolic Dex10-Alexa signals. Results 

are presented as mean ± SE (n = 3). ***; p<0.001, n.s.; not significantly different (one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference test). 
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第四節 ペプチドの物性と作用機序に関する考察 

ペプチドの膜不安定化活性は、蛍光色素である 8-aminonaphthalene-1,2,3-trisulfonic acid 

(ANTS) と消光剤である p-xylene-bis(pyridinium)bromide (DPX) を内包させた直径 100 nm

の large unilamellar vesicle (LUV) を用いたリポソームリーケージアッセイにより評価し

た[20]。ペプチドによりリポソーム膜が傷害されると ANTS と DPX が放出されることに

より消光が解除され、蛍光量が増大する。細胞膜を模した組成として 1-palmitoyl-2-oleoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) からなる LUV を、エンドソーム膜を模した組成とし

て POPC と 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG) を 3：1 (mol : mol) 

で含む LUV を用いた。エンドソームには酸性脂質である bis(monoacylglycelo)phosphate 

(BMP) が豊富に含まれる[21,22]ため、BMP の異性体である POPG を用いた。また、細胞

外とエンドソーム内の pH として pH 7.4 および pH 5.0 の条件で実験を行った。 

先行研究と同様に、L17E は POPC LUV に対してどちらの pH においても膜不安定化

活性を示さなかった一方で、POPC/POPG LUV に対してペプチド/脂質比 (mol/mol, P/L

比) 10-2 以上で膜不安定化活性を示した (Fig. 5 左)。この結果は L17E の膜不安定化活性

に関して脂質感受性は認められるが pH 感受性は顕著には認められないことを示す。そ

れに対して HAad は POPC/POPG LUV に対して pH 5.0 の時に pH 7.4 よりも高い膜不安

定化活性を示した (Fig. 5 右)。HAad の pH 5.0 における POPC/POPG LUV への膜不安定

化活性は同条件における L17E のそれよりも高いことから、HAad は L17E よりも高いエ

ンドソーム膜に対する膜不安定化活性を有している可能性が示唆された。 

 

Figure 5. Liposomal dye leakage by the treatment 

with L17E and HAad. Open magenta square, 

POPC/POPG (3:1) LUV at pH 5.0; filled green 

square, POPC/POPG (3:1) LUV at pH 7.4; open 

circle, POPC LUV at pH 5.0; filled circle, POPC 

LUV at pH 7.4. Temperature; 25°C, lipid 

concentration; 100 M. 
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ペプチドの二次構造を明らかにするために円偏光二色性  (CD) スペクトル測定を行

った。222 nm におけるモル楕円率はペプチドのヘリックス含有率を評価する値として用

いられる[23]。L17E は POPC/POPG LUV 存在下でもほとんどヘリックス構造を形成しな

い (Fig. 6 左) のに対して、HAad は POPC/POPG LUV 存在下かつ pH 5.0 の場合において

高いヘリックス性を示した (Fig. 6 右)。この高いヘリックス性は同条件の LUV に対す

る高い膜不安定化に関与していると考えられる。 

 

 

 
Figure 6. CD spectra of these peptides. Open magenta square, POPC/POPG (3:1) LUV at pH 5.0; filled green 

square, POPC/POPG (3:1) LUV at pH 7.4; open circle, POPC LUV at pH 5.0; filled circle, POPC LUV at pH 

7.4. Temperature; 25°C, peptide concentration; 20 M, lipid concentration; 2 mM. 

 

L17E および HAad の膜への結合能を評価するために、CD スペクトル測定と同じ組成

および P/L 比においてトリプトファン結合アッセイを行った。L17E と HAad はともに N

末端から 2 番目のアミノ酸としてトリプトファン (Trp) を含む。ペプチドが膜に結合す

ると Trp 周辺の環境が疎水性となる結果、280 nm で励起した際の蛍光波長がブルーシフ

トを引き起こす[24]。POPC LUV に対してはどちらのペプチドにおいてもブルーシフトは

観察されなかったが、POPC/POPG LUV に対してはブルーシフトが見られた (Fig. 7) こ

とから、L17E および HAad はともに酸性脂質を含む膜に優先的に結合することが示唆

された。リーケージアッセイ、CD スペクトル測定の結果と合わせて考察すると、HAad

への変異によって高まった低 pH 条件での疎水性によって膜の疎水部との相互作用が向

上しヘリックス構造が誘起され、それにより L17E よりも高い膜不安定化活性を pH 5.0

で発揮したと考えられる。 
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Figure 7. Tryptophan binding assay of L17E and HAad (20 µM each) in the presence or absence of POPC or 

POPC/POPG (3:1) LUVs (lipids, 2 mM) in 10 µM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) containing 

150 mM NaCl. Temperature, 25°C, peptide concentration; 20 M, lipid concentration; 2 mM.  

 

 

L17E 中の His はヘリックス構造を形成した際には親水面と疎水面の界面に位置する  

(Fig. 8)。低 pH における His の正電荷は酸性脂質との相互作用に有利に働くと考えられ

るが、一方でヘリックス構造を形成した際に脂質膜へ「深く」挿入される際には不利に

働くと考えられる。His から Ala への置換により疎水面が拡張されることで、HAad では

ヘリックス構造を形成して脂質膜に深く挿入されることが可能になり、ヘリックス構造

が安定化することができたと考えられる。 
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Figure 8. Helical wheel and helical net projection of (A) L17E and (B) HAad. The area colored by cyan 

represents the hydrophilic face of -helical structure at pH 5.0 (histidines are protonated). Positions of 

histidines are highlighted in yellow.  
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エンドソーム酸性化阻害剤を用いた実験から、HAad の高い活性にエンドソーム酸性

化が寄与していることが示された。塩化アンモニウムおよびクロロキン (CQ) の細胞へ

の投与はエンドソームの酸性化を阻害する[25]。L17E の活性にこれらのエンドソーム酸

性化阻害剤は影響を与えなかったが、一方で HAad の活性は阻害剤存在下で約 75％から

約 50％まで低減した (Fig. 9)。このことから、HAad の L17E と比較して向上した高分子

のサイトゾルへの送達能は、エンドソームの酸性化を感知してヘリックス構造をとるこ

とによるエンドソーム膜の不安定化に伴う高分子のエンドソーム脱出に起因すること

が示唆された。 

 

 

 

 

 

Figure 9. Effects of NH4Cl and chloroquine (CQ) on the percentages of cells having diffuse cytosolic Dex10-

Alexa signals. Results are presented as mean ± SE (n = 3). ***; p<0.001, n.s.; not significantly different (one-

way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference test). 
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HAad によるエンドソーム膜の不安定化を実際に確認するために、galectin 8 を用いた

実験を行った。galectin 8 は-ガラクトシド認識タンパク質であり[26]、エンドソームが傷

害されていない場合はサイトゾルで発現しているが、エンドソーム膜が傷害されるとエ

ンドソーム内の-ガラクトシドを認識しエンドソーム内へと集積する[27]。高感度緑色蛍

光タンパク質 (EGFP) と融合させた galectin 8 を発現する細胞に HAad を投与したとこ

ろ、傷害されたエンドソームに集積した galectin 8-EGFP の点状のシグナルが観察された 

(Fig. 10, arrows) ことから、HAad が実際にエンドソーム膜を不安定化していることが示

された。 

 

 

 

 

Figure 10. Rupture of endosomal/lysosomal membranes suggested by puncta of galectin 8-EGFP signals. Scale 

bar 20 µm. LLOMe (= L-leucyl-L-leucine methyl ester) is known to induce rupture in lysosomal lumen by 

forming lysosomotropic polymer (Leu-Leu)n-OMe (n ≥ 3) catalyzed by lysosomal dipeptidyl peptidase I. [28,29] 
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第五節 HAad を用いた機能性タンパク質の in vitro におけるサイトゾル送達 

HAad を用いて抗体および Cre リコンビナーゼを培養細胞のサイトゾルに送達した。

まず、500 g/mL の Alexa Fluor 488 標識ヒト免疫グロブリン G (IgG-Alexa) と 40 M の

L17E もしくは HAad を 1 時間 HeLa 細胞に投与したところ、それぞれ約 50％および 75％

の細胞においてサイトゾルに分布する IgG-Alexa のシグナルが観察された (Fig. 11A)。

カーゴである IgG-Alexa の濃度を 500 g/mL から 200, 50 g/mL と低下させていったと

ころ、L17E は少なくとも 200 g/mL 以上でないと顕著なサイトゾルへの IgG-Alexa の送

達が認められないのに対して、HAad は 50 g/mL においても約 30％の細胞において IgG-

Alexa をサイトゾルに送達できることが分かった (Fig. 11B, Fig. 12)。 

サイトゾルに送達された抗体が抗原認識能を保持しているかどうかを評価するため

に、Alexa Fluor 594 標識核膜孔複合体抗体 (anti-NPC IgG-Alexa594) をサイトゾルに送

達した。50 g/mL の anti-NPC IgG-Alexa594 と 40 M の L17E もしくは HAad を HeLa 細

胞に投与し 1時間インキュベートしたところ、HAad処理細胞では核周辺に局在する anti-

NPC IgG-Alexa594 のシグナルが観察されたが、L17E 処理細胞では微弱なシグナルしか

観察できなかった。 
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Figure 11. Superior ability of HAad in cytosolic cargo delivery. (A) Delivery of IgG-Alexa (500 µg/mL) in 

the presence of peptides. Scale bar, 50 µm. (B) Percentages of the cells having cytosolic IgG -Alexa signals. 

Open, hatched, and filled columns represent the incubation with 50, 200, and 500 µg/mL IgG-Alexa, 

respectively. (C) Localization of anti-NPC IgG-Alexa594 on nuclear membranes by the incubation with HAad. 

Scale bar, 20 µm. Results are presented as mean ± SE (n = 3). ****; p<0.0001, ***; p<0.001, n.s.; not 

significantly different by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference test. 

 

Figure 12. CLSM observation of HeLa cell treated with IgG-Alexa in the presence of 40 µM peptides for 1 

h. IgG-Alexa: (A) 500, (B) 200, and (C) 50 µg/mL, respectively. Scale bar, 50 µm.  
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続いて、Cre リコンビナーゼのサイトゾルへの送達を Cre-loxP 組換えシステムを用い

て評価した[30]。loxP-DsRed-STOP-loxP-EGFP (DsRed; Discosoma 赤色蛍光タンパク質) 

を含むプラスミドをトランスフェクトした HeLa 細胞に対して、5 M もしくは 10 M の

Cre リコンビナーゼを L17E もしくは HAad 存在下において投与した。Cre リコンビナー

ゼが活性を保持したままサイトゾルに送達されれば、loxP-DsRed-STOP 部分が組換えに

よって切り離されることで、DsRed を発現していた細胞は EGFP を発現するようになる 

(Fig. 13A)。 

CLSM 観察の結果、HAad と 10 M の Cre リコンビナーゼを投与された細胞では約

60％の細胞において組換えが見られた。一方で L17E と 10 M の Cre リコンビナーゼを

投与された細胞では約 40％の細胞でしか組換えが見られず、同等の組換えを引き起こす

のに必要な Cre リコンビナーゼの濃度は HAad を用いた場合では L17E の半分の 5 M で

あった (Fig. 13B, C)。 
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Figure 13. Superior ability of HAad in cytosolic cargo delivery. (A) Schematic representation of the Cre-loxP 

recombination assay system. (B) EGFP expression after the treatment with 10 µM Cre in the presence of 40 

µM peptides. Scale bar, 100 µm. (C) EGFP-positive cells (%) in loxP reporter transfected cells. Open and 

filled columns represent the use of 5 and 10 µM Cre, respectively. Results are presented as mean ± SE (n = 3). 

***; p<0.001, **; p<0.01, n.s.; not significantly different by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference 

test. 
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第六節 HAad を用いた Cre リコンビナーゼの in vivo におけるサイトゾル送達 

HAad による高分子のサイトゾルへの送達が in vivo でも可能かどうかを調べるための

予備実験として、Cre リポーターノックインマウス「R26GRR」[31]に対する Cre リコン

ビナーゼと HAad の脳室内投与実験を行った。このモデルマウスにおいては、Cre リコ

ンビナーゼのサイトゾルへの送達により EGFP からタンデム DsRed (tDsRed) を発現す

るようになる。脳室は脳脊髄液で満たされた脳内の空洞であり、脳室内投与は薬物の脳

内送達の経路として期待されている[32]。 

Cre リコンビナーゼ 5 M と HAad 40 M を R26GRR マウスの右側脳室に脳室内投与

した。投与してから 7 日後、マウスを麻酔下で固定し、脳を取り出し冠状面で切断した 

(Fig. 14A)。切断面の観察を行ったところ、Cre リコンビナーゼと HAad を共投与したマ

ウスにおいては断面全体での EGFP の発現に加えて投与部位である右側脳室周辺での

tDsRed の発現が確認された (Fig. 14B)。さらに詳細な観察を行うため薄片を作製し核染

色と共に顕微鏡観察を行ったところ、tDsRed のシグナルは脳室を裏打ちする上衣細胞お

よび、脳室内に存在し脳脊髄液の産生に関与する脈絡叢において観察された (Fig. 14C)。 

以上の結果から、HAad による高分子のサイトゾルへの送達が in vivo においても有用

である可能性が示唆された。一方で tDsRed のシグナルは脳実質からは観察されなかっ

たことから、組織内部でも高分子をサイトゾルに送達するためには HAad が搭載された

新たなドラッグデリバリーシステムを開発する必要があると考えられる。 
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Figure 14. Peptide-mediated delivery (intracerebroventricular administration) of Cre recombinase into 

ependymal cells and choroid plexus faced to the lateral ventricle. (A) Schematic representation of Cre delivery 

into the brain. (B, C) Fluorescence images of the coronal section (B) and cryosection (C) of the brain. Right 

panels in (B) are enlarged images of the boxed areas in the left. Cre recombinase only (5 µM, “no peptide“) or 

Cre recombinase and HAad (5 µM and 40 µM in 5 µL 0.9%NaCl, respectively) were injected into the right 

lateral ventricle. Expression of tDsRed, indicating the cytosolic delivery of Cre, were observed around the sites 

of injection with peptides (arrows). Lower panels in (C) represent enlarged pictures in the boxed areas in upper 

panels. Nuclei were stained with DAPI (blue). The tDsRed signals were predominantly observed at ependymal 

cells and choroid plexus, which face to lateral ventricle, whereas no significant signals were observed in brain 

parenchyma. 



27 

第一章の考察 

エンドソーム内の環境でのヘリックス構造の形成はペプチドとエンドソーム膜との

相互作用を増強しエンドソーム膜の不安定化を引き起こす。この観点から筆者は親ペプ

チドである L17E よりも活性の高いペプチドである HAad を創出した。 

本研究はエンドソーム不安定化ペプチドのデザインという観点から 2つの知見を与え

る。1 つは、L17E と L17Aad の間の違いである側鎖の炭素鎖長が 1 炭素分違うことによ

って pKa および疎水性が僅かに違うことが高分子をサイトゾルに送達する活性に影響を

与えうるという点、そして 2 つ目は、His はこれまでエンドソーム成熟に伴う pH 低下

によって「プロトンスポンジ効果」を付与するために用いられてきた [17,18]が、His の数

が少ない条件では pH 低下に伴う His の荷電によって疎水性が減弱すると考えられる[19]

ため、His を Ala に置換することがエンドソーム膜の不安定化には有利に働くと考えら

れる点である。このことはエンドソーム脱出を達成するためにプロトンスポンジ効果を

用いることの多い周辺領域に一石を投じる結果であるといえる。 

HAad は細胞膜を模した条件 (POPC LUV, pH 7.4) と比較してエンドソーム膜を模し

た条件 (POPC/POPG LUV, pH 5.0) においてランダムコイル構造からヘリックス構造へ

の変化および強い膜不安定化活性を示した。また、L17E と HAad はともにエンドサイト

ーシスの最初期の段階において細胞膜のラフリングを引き起こし、そこで一過性の膜透

過性を向上させることで 5分という非常に短いタイムスケールで高分子をサイトゾルに

送達することができるが、HAad はさらに高いエンドソーム膜不安定化能を発揮するこ

とで高分子をサイトゾルに送達できる可能性が示唆された。HAad は高分子をサイトゾ

ルへと送達する様々なツール[4-12]の中でも、その作用機序において L17E の有する細胞

膜のラフリング誘起に伴う一過性の膜透過性向上による迅速な高分子のサイトゾル送

達という特殊な作用機序に加えて、エンドソーム脱出という頻用される作用機序の 2 つ

を有しているという点で新規性の高いユニークな存在であるといえ、高分子のサイトゾ
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ル送達における新たな概念を提供するものといえる。 

HAad は Dex10-Alexa のサイトゾルへの送達において L17E の半分の濃度で同等の活

性を発揮することから、L17E よりも 2 倍高い活性を有していることが示され、また、

Cre リコンビナーゼの送達実験から一定の活性発現に必要な高分子の濃度を半減させる

ことに成功した。これらの成功はエンドソームにおける酸性脂質の増加および pH の低

下という 2 つの観点に注目することで達成された。高分子をサイトゾルへと送達するツ

ールにおいて、エンドソームからの脱出を促進する方策としては、1) エンドソーム内の

低 pH 条件への選択性を高める、2) エンドソーム内の酸性脂質への選択性を高める、3) 

ペプチドの安定性を高める、4) ペプチドをオリゴマー化する、などが挙げられる[33]。本

研究では L17E の開発によって 2 を、HAad への改変によって 1 を達成した。よって今

後は HAad の安定性を高めるための D 体 HAad の作製や、そのオリゴマー化によってさ

らなるエンドソーム脱出効率向上が見込まれる。 

 

  



29 

 

  



30 

 

 

第二章 HAad の化学修飾による高活性化 

 

 

L17E 中のアミノ酸残基を置換することで L17E よりも 2 倍活性の高いペプチド HAad

を得ることに成功した筆者は、次に HAad に化学修飾を加えることでより活性の高いペ

プチドが得られるのではないかと考えた。 

第二章第一節では、膜透過性ペプチド (cell-penetrating peptide, CPP) 中に豊富に含ま

れるアルギニン (Arg) 残基のグアニジノ基が持つ、リジン (Lys) 残基のアミノ基より

も高い塩基性及び強い脂質頭部との水素結合形成能力に着目し、HAad 中の Lys のアミ

ノ基をグアニジノ化したペプチド HAad-hR を作製した。HAad-hR は HAad の 1/4 の濃度

で高分子をサイトゾルに送達する活性を有しており、HAad-hR を用いることで

Cas9/single guide RNA (sgRNA) 複合体のサイトゾルへの送達によるゲノム編集を引き起

こすことができた。 

第二章第二節では、HAad への疎水性基の導入による膜との親和性向上を狙って N 末

端もしくは C 末端にプロピオニル基、ヘキサノイル基、デカノイル基、コレステリルヘ

ミスクシニル基、ピレンブチリル基を導入したペプチドを合成した。その中でもピレン

ブチリル基 (pBu) を N 末端に導入したペプチド pBu-HAad は HAad の 1/20 の濃度で高

分子をサイトゾルに送達する活性を有していた。Dex10-Alexa のサイトゾルへの送達の

時間依存性を評価した実験や各種阻害剤を用いた実験から、pBu-HAad の活性は膜との

親和性の向上や脂質パッキング緩和作用によるものであることが示唆された。 

  



31 

第一節 グアニジノ基の導入 

Arg 残基は CPP に豊富に含まれており、その膜透過において重要な役割を示すことが

分かっている[34,35]。本節では HAad のアミノ基をグアニジノ基に置換することで、HAad

の構造的特徴を CPP と類似させることの活性への影響を評価する。 

 

 

 

 

 

第一部 グアニジノ基導入 HAad の活性評価 

HAad のアミノ基のグアニジノ基への置換、すなわち Lys からホモアルギニン (hArg, 

hR) への置換は固相合成途上、樹脂上に担持されたペプチド上で行った  (Fig. 15)。 

Fmoc-Lys(Mtt)-OH (Fmoc = 9-fluorenylmethyloxycarbonyl, Mtt = 4-methyltrityl) を用いて、

側鎖を保護された状態でペプチド鎖を固相樹脂上で構築した。N 末端を di-tert-butyl 

dicarbonate (Boc2O) で保護したのち、hexafluoroisopropanol (HFIP)/dichloromethane (DCM) 

(1:4 (v:v)) で Mtt 基のみを選択的に脱保護した[36]。露出した Lys 側鎖のアミノ基に対し

て 1-amidinopyrazole hydrochloride を N,N-diisopropylethylamine (DIEA) 存在下で反応させ

ることによりアミノ基のグアニジノ基への置換が達成された。最後に trifluoroacetic acid 

(TFA)/1,2-ethanedithiol (EDT) (95:5 (v:v)) で処理することでペプチドの脱保護と樹脂から

の切り出しを行い、高速液体クロマトグラフィー (HPLC) で精製した。質量分析によっ

て目的の Lys から hR への置換が行われたペプチド、HAad-hR を得たことを確認した。 
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Figure 15. Synthesis scheme of HAad-hR. X; L-2-aminoadipic acid (Aad). (i) di-tert-butyl dicarbonate (4 eq.), 

4-methylmorpholine (1 eq.); (ii) hexafluoroisopropanol and dichloromethane (1:4 (v:v)); (iii) 1-

amidinopyrazole hydrochloride (20 eq.), N,N-diisopropylethylamine (20 eq.); (iv) trifluoroacetic acid and 1,2-

ethanedithiol (95:5 (v:v)). Amino acids on solid-phase resin shown by one letter codes with underlines 

represent side chain protected amino acids: W = Trp(Boc); T = Thr(tBu); Q = Gln(Trt); X = Aad(OtBu); S = 

Ser(tBu). 
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細胞内の脱水素酵素の活性から細胞生存率を算出する WST-8 assay[37]により HAad-hR

の細胞毒性を評価した (Fig. 16A)。HAad-hR は 10 M 以下では劇的な細胞毒性を示さな

かったため以降の実験では 10 M で用いることとした。 

第一章と同様の Dex10-Alexa のサイトゾルへの送達実験から、HAad-hR は 10 M でも

HAad 40 M と同等の活性を有することが示された (Fig. 16B, C)。このことから、HAad-

hR は HAad の約 4 倍の活性を有するといえる。さらに、Dex10-Alexa の細胞内総取り込

み量をフローサイトメトリーで解析したところ、HAad-hR は HAad よりも 66％多くの量

を細胞内に送達できることが示された (Fig. 16D)。 

血清タンパク質の存在は時としてサイトゾルに高分子を送達するペプチドの活性に

影響を与える。非働化ウシ血清含有培地に Dex10-Alexa と HAad 40 M または HAad-hR 

10 M を混合し細胞と 1 時間インキュベートしたところ、HAad 存在下では約 55％の細

胞で Dex10-Alexa のシグナルがサイトゾルで観察された一方で、HAad-hR 存在下では約

23％の細胞でしかシグナルが観察されなかった (Fig. 16E, F)。このことから、HAad-hR

のほうが HAad よりも血清タンパク質の影響を受けやすいと考えられる。 

HAad-hR の高い活性が hR の存在に起因するのか、それともグアニジノ基の存在が重

要なのかを評価するために、hR のかわりに Arg に置換したペプチド「HAad-R」を合成

した。驚くべきことに HAad-R は HAad と同じ 40 M においても Dex10-Alexa をサイト

ゾルに送達する活性をほとんど有していなかった (Fig. 16G)。Arg と hArg は、hArg の

ほうが側鎖の炭素鎖長が 1炭素分長いことを除けばほぼ同じ構造をしているのにもかか

わらず HAad-R に活性がほとんどみられなかった。HAad-hR と HAad-R には LUV 存在

下における二次構造に差はほとんどみられなかった (Fig. 17B, C) ことから考察するに、

僅かな疎水性の違いが高分子をサイトゾルに送達する活性に影響を与えたのだと考え

られる。 
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Figure 16. Cytosolic biomacromolecule delivering activity of HAad-hR. (A) Cytotoxicity of HAad-hR. HeLa 

cells were treated with given concentrations of HAad-hR for 1 h. Cell viability was analyzed by WST-8 assay. 

(B) Cytosolic distribution of Dex10-Alexa after treatment with 40 µM HAad and 10 µM HAad-hR for 1 h. 

Scale bar, 100 µm. (C) Percentages of cells with diffuse cytosolic labeling with Dex10-Alexa in (C). (D) Total 

cellular uptake of Dex10-Alexa after treatment with 40 µM HAad and 10 µM HAad-hR for 1 h (flow cytometry 

analysis). (E, F) Diminishment of cytosolic Dex10-Alexa localization by HAad-hR when incubated in serum-

containing -MEM. HeLa cells were treated with peptides (40 µM HAad and 10 µM HAad-hR) and Dex10-

Alexa (200 g/mL) in serum-containing -MEM for 1 h. (G) Lack of marked cytosolic localization of Dex10-

Alexa in the cells treated with 40 µM HAad-R for 1 h. Scale bar, 50 µm. Results are presented as mean ± SE 

(n = 3). ****; p<0.0001, **; p<0.01, *; p<0.05 by Tukey-Kramer’s honestly-significant difference test. 
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第二部 グアニジノ基導入 HAad の物性評価 

第一章第四節と同様の実験により HAad-hR の膜不安定化活性および二次構造を、人

工膜モデル系を用いて評価した。 

膜不安定化活性の評価において、第一章第四節で示したように、HAad は POPC LUV

に対して膜不安定化活性を示さず、一方で POPC/POPG LUV に対して膜不安定化活性を

持っており、それは pH 5.0 の場合 ([P/L]50 = 0.0023) のほうが pH 7.4 の場合 ([P/L]50 = 

0.040) よりも強かった (Table 1)。それに対して HAad-hR は POPC/POPG LUV ([P/L]50 at  

pH 5.0 = 0.0056; [P/L]50 at pH 7.4 = 0.0089) のみならず POPC LUV ([P/L]50 at pH 5.0 = 0.024; 

[P/L]50 at pH 7.4 = 0.044) に対しても膜不安定化活性を示した (Fig. 17A and Table 1)。

HAad と比較すると POPC/POPG LUV pH 5.0 への選択性は低かった (HAad: [P/L]50(pH 

5.0) / [P/L]50(pH 7.4) = 0.058; HAad-hR: [P/L]50(pH 5.0) / [P/L]50(pH 7.4) = 0.63)。HAad と

HAad-hR の膜不安定化活性に違いが見られる理由としては、アミノ基のグアニジノ基へ

の置換によってペプチドと脂質頭部との相互作用が増強された結果 pH および脂質組成

の変化による影響が顕著でなくなったからではないかと考えられる。  

CD による二次構造評価では、第一章第四節と同様に、HAad ではヘリックス性の指標

である[]222 の絶対値が大きい順に POPC/POPG LUV pH 5.0 (27) >> POPC/POPG LUV pH 

7.4 (8.0) > POPC LUV pH 7.4 (2.7) > POPC LUV pH 5.0 (2.5) となり、POPC/POPG LUV pH 

5.0 存在下においてのみ高いヘリックス性を示した (Table 2)。同様の傾向が HAad-hR に

もみられたが、POPC/POPG LUV pH 5.0 存在下での HAad-hR の[]222 の絶対値 (21) は

HAad のそれ (27) より低く、一方で POPC/POPG LUV pH 7.4 存在下での HAad-hR の

[]222 の絶対値  (15) は HAad のそれ  (8.0) より大きかった  (Fig. 17B and Table 2)。

POPC/POPG LUV pH 5.0 存在下での結果から、HAad-hR に含まれる hR は HAad 中の Lys

と比較して完全なヘリックス構造をとりにくいアミノ酸であることが示唆された。 
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Figure 17. (A) Liposomal dye leakage upon treatment with HAad-hR, (B) circular dichroism (CD) spectra of 

HAad-hR and (C) CD spectra of HAad-R in the presence of liposomes. Open magenta square, POPC/POPG 

(3:1) LUV at pH 5.0; filled green square, POPC/POPG (3:1) LUV at pH 7.4; open circle, POPC LUV at pH 

5.0; filled circle, POPC LUV at pH 7.4. Temperature; 25°C, lipid concentration; 100 M (A) and 2 mM (B 

and C), peptide concentration; 20 M (A). 
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第三部 機能性タンパク質のサイトゾル送達 

次に Cre-loxP による組換えアッセイ系を用いて HAad と HAad-hR の機能性タンパク

質のサイトゾル送達活性を比較した (Fig. 18A)。loxP-DsRed-STOP-loxP-EGFP プラスミ

ドを一過的に発現する HeLa 細胞に対して Cre リコンビナーゼ (5 or 10 M) と HAad 40 

M または HAad-hR 10 M を 1 時間投与した。24 時間後に CLSM 観察から組換え効率

を算出したところ、HAad-hR 存在下では 5 または 10 M の Cre リコンビナーゼによっ

て 50％および 63％の細胞で組換えが観察された (Fig. 18B, C)。この組換え効率は HAad

のそれよりも高いものであった。 

HAad-hR は Dex10-Alexa や Cre リコンビナーゼだけでなく抗体をサイトゾルに送達す

る活性も有していた。IgG-Alexa (200 g/mL) と HAad 40 M または HAad-hR 10 M を

混合して HeLa 細胞と 1 時間インキュベートした。HAad-hR 処理細胞において IgG-Alexa

のシグナルがサイトゾルから観察される細胞の割合 (37%) は HAad 処理細胞 (45%) よ

りも低かったが、サイトゾルでの IgG-Alexa のシグナル強度は HAad-hR 処理細胞のほう

が高かった (Fig. 18D, E)。 
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Figure 18. (A) Schematic representation of the Cre-loxP recombination assay system. (B) EGFP expression 

after treatment with 10 µM Cre in the presence of 40 µM HAad and 10 µM HAad-hR. Scale bar, 100 µm. (C) 

EGFP-positive cells (%) in loxP reporter-transfected cells. Open and filled columns represent the use of 5 and 

10 µM Cre, respectively. Results are presented as the mean ± SE (n = 3). ** p < 0.01, * p < 0.05, n.s.: not 

significantly different based on Tukey–Kramer’s honestly significant difference test. (D) Delivery of 

Alexa488-IgG (200 µg/mL) in the presence of 40 µM HAad and 10 µM HAad-hR (incubation, 1 h). Scale bar, 

50 µm. (E) Percentages of cells in (D) with cytosolic IgG-Alexa signals. 
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第四部 CRISPR/Cas9 システムのサイトゾル送達 

CRISPR/Cas9システムの細胞内送達はドラッグデリバリーシステムの分野において近

年注目されている[38]。カチオン性脂質を用いることで効率的な Cas9 の細胞内送達が達

成されているが、カチオン性脂質の持つ潜在的な毒性や肺への集積性などといった問題

がその in vivo への応用を妨げている。そこで HAad や HAad-hR による CRISPR/Cas9 シ

ステムの細胞内送達の可能性を評価することとした。評価系として Cas9 (TrueCut Cas9 

protein v2, Invitrogen) と single guide RNA (sgRNA; TrueGuide Synthetic sgRNA for human 

HPRT1, Invitrogen) を用い、これらを Cas9 Plus Reagent (Invitrogen) 存在下で混合するこ

とにより Cas9/sgRNA 複合体 (ribonucleoprotein, RNP) を得た。HeLa 細胞に対し HAad 40 

M または HAad-hR 10 M 存在下で RNP を 6 時間投与した。細胞を洗浄してさらにイ

ンキュベーションし、2 日後のゲノム編集効率を GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit 

(Invitrogen) により算出した (Fig. 19A)。 

ペプチド非存在下では二本鎖切断に由来する 250bp のバンドは検出されなかったこと

から、ゲノム編集が起こらなかったことが分かる (Fig. 19B)。一方で HAad-hR 存在下で

は 250bp のバンドが明確に観察されたことから、HAad-hR は Cas9/sgRNA 複合体をサイ

トゾルに送達する活性を有することが明らかとなった。また算出されたゲノム編集効率

は 22％であった。HAad 存在下でもゲノム編集は確認されたが、その効率は HAad-hR よ

りも低い 16％であった。これらのゲノム編集効率はカチオン性脂質であるトランスフェ

クション試薬の Lipofectamine CRISPRMAX による編集効率 (63%, Fig. 19C) には及ばな

いが、HAad-hR の Cas9/sgRNA 複合体の細胞内送達への利用可能性を示唆するものであ

る。 
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Figure 19. Delivery of the Cas9/sgRNA complex. (A) Schematic illustration of Cas9/sgRNA-mediated 

endogenous gene knockout. HeLa cells were treated with a complex of Cas9 protein/sgRNA (human HPRT1) 

and Cas9 Plus Reagent in the presence of 40 µM HAad or 10 µM HAad-hR for 6 h. HPRT1 knockout was 

analyzed using GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit. (B) Gene knockout was analyzed via non -

denaturing polyacrylamide gel electrophoresis. A double-strand break in the target sequence was attained in 

HAad- and HAad-hR-treated cells. (C) Double-strand break in target sequence by the delivery of the sgRNA 

targeting HPRT1/Cas9 protein, transfected with Lipofectamine CRISPRMAX following manufacturer’s 

protocol. 

  



41 

第二章第一節の考察 

HAad の Lys から hArg への変換により膜との相互作用様式や膜不安定化活性が変化

した。それにもかかわらず、HAad-hR は HAad と同等の高分子をサイトゾルに送達する

活性を有していた。また HAad-hR は HAad のプラットフォーム上に CPP と共通する構

造であるグアニジノ基を有するペプチドであるといえる。HAad-hR を用いることで

Cas9/sgRNA 複合体の細胞内送達によるターゲット遺伝子座での 2 本鎖切断を引き起こ

すことに成功した。さらなる研究が必要であるが、グアニジノ基を有する HAad-hR はア

ミノ基を有する HAad よりも脂質頭部との相互作用が強いことが、HAad と HAad-hR の

間に生まれた物性及び高分子のサイトゾルへの送達活性における相違点の原因ではな

いかと考えられる。よく誤解されることだが、L17E や HAad は共有結合した高分子をサ

イトゾルへと届けるペプチドではないという点で CPP とは異なる。本節で開発した

HAad-hR は HAad に多くの CPP が有する特徴であるグアニジノ基[34,35]を搭載すること

で、HAad よりも 66％多くの Dex10-Alexa を細胞内へと送達することができた。このこ

とは高分子をサイトゾルへと送達する様々なツール[4-12]に CPP の特徴を組み合わせると

いう戦略が有効であることを示唆する結果であるといえよう。 

第一章における L17E と L17Aad の間の違いにもみられるように、HAad-hR と HAad-

R の結果を比較したとき、側鎖 1 つにつきたった 1 炭素分の変化が高分子をサイトゾル

に送達する活性に大きく影響することが示唆された。ホモアルギニンよりもさらに 1 炭

素分長いアミノ酸を導入した HAad の開発によるさらなる活性向上も期待される。 
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第二節 HAad へのピレンブチリル基の導入による活性向上 

膜と疎水性基との疎水性相互作用によって HAad の膜との親和性を向上させるため

に、プロピオニル基、ヘキサノイル基、デカノイル基、コレステリルヘミスクシニル基、

ピレンブチリル基を HAad の N 末端もしくは C 末端に導入したペプチドを各種合成し

た。その中でも細胞膜のパッキングを緩和すると考えられるピレンブチリル基を N 末端

に導入したペプチド「pBu-HAad」が最も活性が高かった。この高い活性には細胞膜のパ

ッキング緩和作用が寄与している可能性が示唆された。 
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第一部 ペプチドの合成 

第二節で用いた疎水性基導入 HAad は固相樹脂上で合成した (Fig. 20)。HAad の N 末

端もしくは C 末端にテトラグリシンリンカーを介して Fmoc-Lys(Mtt)-OH を提示したペ

プチドを、側鎖を保護された状態で樹脂上で合成した。Boc2O を用いた N 末端の Boc 基

による保護後、HFIP/DCM (1:4 (v:v) での Mtt 基の選択的脱保護[35]ののち、露出した Lys

側鎖のアミノ基に対してプロピオン酸、ヘキサン酸、デカン酸、コレステリルヘミコハ

ク酸、1-ピレンブタン酸を 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide 

hexafluorophosphate (HBTU), 1-hydroxybenzotriazole (HOBt), DIEA 存在下で反応させるこ

とによって疎水性基を導入した。最後に TFA/EDT (95:5 (v:v)) を反応させペプチドを樹

脂から切り出すとともに側鎖の脱保護を行い、HPLC によって精製した。質量分析によ

って目的のペプチドを得たことを確認した。 
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Figure 20. Outline of peptide synthesis and final peptide structures. (i) di-tert-butyl dicarbonate (4 eq.), 4-

methylmorpholine (1 eq.); (ii) hexafluoroisopropanol and dichloromethane (1:4 (v:v)); (iii) RCOOH (10 eq.), 

1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide hexafluorophosphate (10 eq.), 1-

hydroxybenzotriazole (10 eq.); N,N-diisopropylethylamine (20 eq.). (iv) trifluoroacetic acid and 1,2-

ethanedithiol (95:5 (v:v)). Amino acids on solid-phase resin shown by one letter codes with underlines 

represent side chain protected amino acids: W = Trp(Boc); T = Thr(tBu); K = Lys(Boc); X = Aad(OtBu); Q = 

Gln(Trt); S = Ser(tBu). 



45 

第一部 アシル基導入 HAad の活性評価 

まず、構造のより単純なアシル基を疎水性基として用いたときの HAad のサイトゾル

への Dex10-Alexa の送達促進効果を調べた。アシル基 HAad として N 末端もしくは C 末

端にそれぞれプロピオニル基 (C3) が導入された C3-HAad, HAad-C3, ヘキサノイル基 

(C6) が導入された C6-HAad, HAad-C6, デカノイル基 (C10) が導入された C10-HAad, 

HAad-C10 (Fig. 21A) に関して細胞操作において顕著な毒性を示さない濃度を決定する

ために WST-8 assay を行った (Fig. 21B) 。結果、以下の濃度は顕著な毒性が見られず、

より長鎖のアシル基を導入するほど、また、アシル基を N 末端に導入したペプチドのほ

うが C 末端に導入したペプチドよりも毒性が強く表れた：C3-HAad; 40 M, HAad-C3; 40 

M, C6-HAad; 20 M, HAad-C6; 30 M, C10-HAad; 2 M, HAad-C10; 10 M。 

上記の濃度を用いて Dex10-Alexa のサイトゾル送達実験を行った (Fig. 21C, D)。ペプ

チドと Dex10-Alexa を 1 時間細胞とインキュベートし、そののちの細胞内蛍光局在を

CLSM により観察した。N 末端にアシル基を導入したペプチドよりも C 末端に導入した

ペプチドを用いた際により多くの細胞で Dex10-Alexa のシグナルがサイトゾルで認めら

れた。この傾向は毒性の強弱の傾向と逆であった。C 末端にアシル基を導入したペプチ

ドの中でも、HAad-C10 は HAad の 1/4 の濃度でほぼ同程度の割合の細胞でのサイトゾ

ルへと Dex10-Alexa を送達する活性を有していた。このことから、HAad-C10 がアシル

基導入 HAad の中では最も高い活性を有するペプチドであるといえる。しかしながらこ

の際に必要な HAad-C10 の濃度 (10 M) は HAad-hR と同等であった。HAad-hR よりも

低濃度で活性を発揮するペプチドを得ることを目指し、第二部、第三部においてコレス

テリルヘミスクシニル基、ピレンブチリル基の導入効果を検討した。 
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Figure 21. Effect of conjugation of hydrocarbon to HAad. (A) Sequences of peptides. (B) Cytotoxicity of 

peptides treated for 1 h in serum-free -MEM. (C) Cytosolic delivery of Dex10-Alexa delivered by peptides 

in serum-free -MEM. Scale bars; 50 m. (D) Percentage of cells showing diffuse cytosolic dextran signals. 

Results are shown as mean ± SE (n = 3). 
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第二部 コレステリルヘミスクシニル基導入 HAad の活性評価 

コレステリルヘミスクシニル基を HAad の N 末端もしくは C 末端に導入したペプチ

ドとして Chol-HAad, HAad-Chol (Fig. 22A) を用いて、第一部と同様に WST-8 assay から

顕著な毒性を示さない濃度を決定した (Fig. 22B)。この結果をもとに、Chol-HAad, HAad-

Cholともに 5 Mを用いて同様にDex10-Alexaのサイトゾル送達実験を行った (Fig. 22C, 

D)。その結果、Chol は C10 に比べより疎水性が高いと考えられるにもかかわらず、Chol-

HAad, HAad-Cholともに顕著なDex10-Alexaのサイトゾル送達効果は認められなかった。

コレステリルヘミスクシニル基は HAad のアンカリング素子として実用的ではないと考

えられる。 
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Figure 22. Effect of conjugation of HAad with cholesteryl hemisuccinate. (A) Sequences of peptides. (B) 

Cytotoxicity of peptides treated for 1 h in serum-free -MEM. (C) Cytosolic delivery of Dex10-Alexa 

delivered by peptides in serum-free -MEM. Scale bars; 50 m. (D) Percentage of cells showing diffuse 

cytosolic dextran signals. Results are shown as mean ± SE (n = 3). 
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第三部 ピレンブチリル基導入 HAad の活性評価 

第一章で述べたように、HAad の元となったペプチド L17E は細胞膜のラフリングを

引き起こし、その場で一過的に膜透過性を向上させることで高分子をサイトゾルに送達

することが想定されている。その際に細胞膜の脂質パッキングを緩和することが分かっ

ている[14]。一方で、オリゴアルギニンをはじめとする CPP の細胞膜の直接透過はピレン

ブチレート (PyB) 存在下で亢進することが知られている[39]。この 2 つを合わせて考え

ると、L17E をはじめとするペプチドによる高分子のサイトゾルへの送達に脂質パッキ

ングの緩和が効果を発揮すると仮定すれば、ピレンブチリル基 (pBu 基) を HAad のア

ンカリング素子として用いることで高分子のサイトゾルへの送達が亢進するのではな

いかと考えた。 

WST-8 assay から、pBu 基を HAad の N 末端もしくは C 末端に導入したペプチドとし

て pBu-HAad, HAad-pBu (Fig. 23A) が顕著な毒性を示さずに使用可能な濃度は pBu-

HAad, HAad-pBu ともに 2 M であることが分かった (Fig. 23B)。 

Dex10-Alexa のサイトゾル送達実験を同様に行った結果、pBu-HAad, HAad-pBu はとも

に 2 M で 75％の細胞に Dex10-Alexa を送達できた (Fig. 23C, D)。これにより pBu-HAad, 

HAad-pBu は HAad 40 M と同等の高分子のサイトゾルへの送達活性を有していること

が示唆され、HAad の 1/20 の濃度で活性を発揮するという点で HAad-hR や HAad-C10 よ

り高い活性を有するペプチドであった。一方で、HAad 2 M や PyB 2 M、その両者の

混合サンプルを用いた場合では Dex10-Alexa のサイトゾルへの効率的な送達は達成され

なかったことから、pBu-HAad や HAad-pBu を用いた高分子のサイトゾルへの送達には

pBu 基と HAad のコンジュゲーションが重要であることが示された。 
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Figure 23. Effect of conjugation of HAad with pBu. (A) Sequences of peptides. (B) Cytotoxicity of peptides 

treated for 1 h in serum-free -MEM. (C) Cellular localization of Dex10-Alexa delivered by peptides in serum-

free -MEM. Scale bars; 50 m. (D) Percentage of cells showing diffuse cytosolic dextran signals. Results are 

shown as mean ± SE (n = 3). 
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ペプチドによって細胞内へと導入された Dex10-Alexa の相対量を評価するためにフロ

ーサイトメトリーにより血清非存在下での Dex10-Alexa の細胞内総取り込み量を定量し

たところ、pBu-HAad 2 M は HAad 40 M と同等の総取り込み量を示したが、HAad-pBu 

2 M はそれらよりも低い総取り込み量であった (Fig. 24A)。 

第二章第一節と同様に血清タンパク質の影響を評価するため、血清存在下で Dex10-

Alexa のサイトゾル送達実験を行った。まず血清存在下で WST-8 assay を行ったところ、

pBu-HAad, HAad-pBu はともに 10 M で顕著な毒性を示さず使用可能であった (Fig. 

24B)。次に各ペプチドと Dex10-Alexa を細胞に投与し、1 時間後の細胞内蛍光を CLSM

で評価したところ、pBu-HAad では 10 M で HAad 40 M と同等の割合の細胞において

サイトゾルに分布する Dex10-Alexa のシグナルが観察されたが、一方で HAad-pBu 処理

細胞ではそのような細胞の割合は有意に低かった (Fig. 24C, D)。このことから、HAad-

pBu は血清の影響を受けやすいと考えられる。 

血清非存在下でのフローサイトメトリーの結果と血清存在下の Dex10-Alexa のサイト

ゾル送達実験の結果から、2 つのピレンブチリル基導入 HAad の中では pBu-HAad がよ

り多くの高分子の細胞内取り込みを可能とし、かつ血清の影響を受けにくいペプチドで

あることが分かったため、以降の実験では pBu-HAad を用いることとした。pBu-HAad は

血清非存在下で HAad の 1/20 の濃度で活性を発揮することから、HAad の 20 倍の活性

を有していると考えられる。 
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Figure 24. Comparison of pBu-HAad and HAad-pBu. (A) Flow cytometry analysis of peptides treated for 1 h 

in serum-free -MEM. Results are shown as mean ± SE (n = 3). **; p<0.01, ****; p<0.0001, n.s.; not 

significantly different by Tukey-Kramer’s honestly significant difference test. (B) Cellular toxicity of peptides 

treated for 1 h in serum-containing -MEM. (C) Cellular localization of Dex10-Alexa delivered by peptides 

in serum-containing -MEM. Scale bars; 50 m. (D) Percentage of cells showing diffuse cytosolic dextran 

signals in (C). Results are shown as mean ± SE (n = 3). 
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第三部の冒頭で述べた、L17E をはじめとするペプチドによる高分子のサイトゾルへ

の送達に脂質パッキングの緩和が効果を発揮するという仮説を検証するために、以前の

検討[39]で用いた 25 M の PyB を用いて HAad 20 M または 40 M 存在下での Dex10-

Alexa のサイトゾルへの送達活性を評価した。 

PyB 非存在下では HAad 20 M または 40 M はそれぞれ約 50％、75％の細胞におい

て Dex10-Alexa をサイトゾルに送達したが、PyB 25 M を 30 分間前処理したのちに PyB 

25 M 存在下において HAad 20 M または 40 M と Dex10-Alexa を細胞と 1 時間インキ

ュベートすると、顕微鏡観察において顕著な細胞毒性を伴うことなく、サイトゾルに

Dex10-Alexa のシグナルを有する細胞は約 80％、87％にまで向上した (Fig. 25A, B)。一

方で、ペプチド非存在下では PyB 25 M 前処理／共投与によって脂質パッキングが緩和

された状態でも Dex10-Alexa のサイトゾル送達はみられなかった (Fig. 25C) ことから、

Dex10-Alexa のサイトゾル送達には HAad の存在が必要であることが示されたとともに、

HAad の活性が PyB による脂質パッキングの緩和によって亢進することが示唆された。 

特に、本実験で得られた PyB 25 M かつ HAad 40 M 存在下でのサイトゾルに Dex10-

Alexa を示す細胞の割合 (87%) は L17E やその類縁体、さらには HAad の活性向上体と

しての HAad-hR や pBu-HAad を用いた際にみられる割合 (75%) を大きく上回るもので

あり、より多くの細胞に対して高分子をサイトゾルに送達したい場合における現状にお

ける最良の投与手段であると考えられる。本節では pBu と HAad の共有結合による活性

向上の評価を行いたいため、以降の実験ではここで見られた最良の投与手段ではなく、

pBu-HAad と HAad の比較を行った。 
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Figure 25. Pre/cotreatment of PyB with HAad. (A) Cytosolic delivery of Dex10-Alexa by HAad with or 

without PyB. Pretreatment; serum-free -MEM with or without 25 M PyB. Dex10-Alexa treatment (200 

g/mL); serum-free -MEM containing 20 or 40 M HAad and 200 g/mL Dex10-Alexa in the presence and 

absence of 25 M PyB. Scale bars; 50 m. (B) Percentage of cells showing diffuse cytosolic dextran signals 

with or without PyB. Results are shown as mean ± SE (n = 3). *; p<0.05, ****; p<0.0001 by Tukey-Kramer’s 

honestly significant difference test. (C) Dot-like localization of Dex10-Alexa in the presence and absence of 

PyB in the absence of peptide. Scale bars; 50 m. 
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第四部 機能性タンパク質のサイトゾル送達 

pBu-HAad による高分子のサイトゾルへの送達が Dex10-Alexa 以外の高分子にも適用

できるかを検証した。まず、第一章第五節、第二章第一節第三部と同様に Cre-loxP 組換

えアッセイ系を用いて、pBu-HAad による Cre リコンビナーゼの送達活性を評価した。

loxP-DsRed-STOP-loxP-EGFP プラスミドを一過的に発現する HeLa 細胞に対し、Cre リコ

ンビナーゼ 10 M および HAad 40 M もしくは pBu-HAad 2 M を投与した。ペプチド

非存在下では DsRed から EGFP への組換えは 9％の細胞でしか見られなかったが、HAad

もしくは pBu-HAad 存在下では約半数の細胞において DsRed から EGFP への組換えが観

察された (Fig. 26A, B)。HAad と pBu-HAad の間には組換え効率の差はみられなかった

ことから、pBu-HAad が HAad の 20 倍の活性を有していることが Cre リコンビナーゼを

用いた実験からも示された。 

pBu-HAad は HAad や HAad-hR と同様に Cre リコンビナーゼだけでなく抗体をもサイ

トゾルへと送達する能力を有していた (Fig. 26C, D)。pBu-HAad により約 1/3 の細胞に

おいてサイトゾルでの抗体のシグナルが観察された。この割合は HAad で抗体が導入さ

れる細胞の割合 (~50%) よりも低かったことから、pBu-HAad は分子量数万程度までの

高分子のサイトゾル送達により適している可能性が示唆された。 
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Figure 26. Cytosolic delivery of biomacromolecules by pBu-HAad. (A) Cre recombinase-mediated 

recombination in cells expressing loxP-DsRed-STOP-loxP-EGFP plasmid treated by peptides and Cre 

recombinase. Scale bars; 100 m. (B) Recombination ratio of cells treated by peptides and Cre recombinase. 

Results are shown as mean ± SE (n = 3). *; p<0.05, ****; p<0.0001, n.s.; not significantly different by Tukey-

Kramer’s honestly significant difference test. (C) Cytosolic delivery of IgG -Alexa by peptides. Scale bars; 50 

m. (D) Percentage of cells showing diffuse cytosolic IgG signals in (C). Results are shown as mean ± SE (n 

= 3). *; p<0.05, **; p<0.01, ****; p<0.0001 by Tukey-Kramer’s honestly significant difference test. 
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第五部 ピレンブチリル基導入 HAad の作用機序評価 

第一章第三節で述べたように、HAad の活性は EIPA 存在下で抑制されることから、

HAad の活性には L17E の場合と同様に細胞膜のラフリングが重要であることが示唆さ

れている。pBu-HAad の高分子をサイトゾルに送達する活性もアクチンの挙動を伴うエ

ンドサイトーシスの阻害剤として知られる EIPA 存在下において抑制された (Fig. 27A)。

このことから、pBu-HAad による高分子のサイトゾルへの送達への細胞膜のラフリング

の重要性が示唆された。 

第一章第四節でのエンドソーム酸性化阻害剤の実験結果から、L17E の活性にはエン

ドソーム酸性化が関与しないのに対して HAad の L17E と比べて向上した活性にはエン

ドソーム酸性化が必要であることが示唆されている。ここで、pBu-HAad の活性はエン

ドソーム酸性化阻害剤であるクロロキン  (CQ) 存在下でほとんど抑制されなかった 

(CQ(-); 72%, CQ(+); 67%) (Fig. 27B) ことから、pBu-HAad の活性にはエンドソーム酸性

化に伴うエンドソーム膜の不安定化による高分子のエンドソームからの脱出は HAad ほ

ど重要でなく、むしろ細胞膜のラフリングを引き起こし、その場で一過性の膜透過性向

上によって高分子を直接細胞外からサイトゾルへと送達する活性が主たるものである

ことが示唆された。 

上記の考察は Dex10-Alexa のサイトゾル送達の時間依存性評価実験からも支持される

ものである。HAad 40 M ではインキュベーション時間 5 分の段階で約 50％の細胞でサ

イトゾル由来のシグナルが見られ、インキュベーション時間を延長するほどに導入され

た細胞の割合は向上し 1 時間後には 75％に達する。一方で、pBu-HAad 2 M ではインキ

ュベーション時間 5 分の段階ですでに約 63％の細胞でサイトゾル由来のシグナルが見

られた (Fig. 27C) ことから、pBu-HAad は上記で述べた作用機序によって HAad よりも

多くの細胞に 5 分の段階でサイトゾルに高分子を直接送達できたと考えられる。 
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Figure 27. Mode of action of pBu-HAad. (A, B) Effect of EIPA (A) and chloroquine (CQ) (B) on the activities 

in the cytosolic Dex10-Alexa delivery of HAad or pBu-HAad. (C) Time course study of cytosolic delivery of 

Dex10-Alexa by HAad or pBu-HAad. Results are shown as mean ± SE (n = 3). ****; p<0.0001, n.s.; not 

significantly different by Tukey-Kramer’s honestly significant difference test. 
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第三部で、高濃度 (25 M) の PyB 処理による脂質パッキングの緩和が HAad による

高分子のサイトゾルへの送達を亢進することが示された。それでは、pBu-HAad 処理は

どの程度脂質パッキングを緩和するかを評価するために、本研究では極性感受性蛍光色

素 の di-4-ANEPPDHQ (2-hydroxy-3-[2-[(2-hydroxyethyl)dimethylamino]ethyl]-4-[2-[6-

(dibutylamino)-2-naphthyl]ethenyl]pyridinium dibromide) による細胞膜の染色を用いた。Di-

4-ANEPPDHQ の蛍光波長は高極性環境下 (脂質パッキングが疎である場所など) にお

いてレッドシフトする[40]。488 nm レーザーで励起した際の 510-550 nm と 630-670 nm の

2 つの波長域における蛍光強度の差と和の比、すなわち generalized polarization 値 (GP

値) を算出し、脂質パッキング密度の評価に用いた。ここで GP 値の低下は細胞膜の極

性の増大、すなわち脂質パッキングの緩和を意味する。細胞膜を di-4-ANEPPDHQ で染

色したのち、ペプチドを添加する 5 分前および 5 分後の細胞膜周辺の GP 値を CLSM で

得た画像から算出し、添加前後の GP 値の差、すなわちGP 値を求めた (Fig. 28)。 

L17E の先行研究[14]と同様に、HAad 40 M によっても細胞膜の GP 値の低下がみられ

たことから、HAad も L17E と同様にそれ自体が脂質パッキングを緩和する作用を有し

ていることが示唆された。ここで pBu-HAad 2 M は HAad の 1/20 の濃度で HAad より

も低いGP 値を示した。HAad 2 M の処理は GP 値に変化を与えなかった一方で、PyB 

2 M は pBu-HAad 2 M よりもさらに低いGP 値を示したことから、pBu-HAad では pBu

基の修飾によって細胞膜との親和性が向上した結果、HAad の 1/20 の濃度でも同等以上

に脂質パッキングを緩和することができ、高分子を直接細胞外からサイトゾルへと送達

できるものだと考えられる。 
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Figure 28. Changes of GP values (GPs) at cell membrane treated by HAad (2 or 40 M), PyB-HAad (2 M) 

or PyB (2 M). GP was calculated as GPafter‒GPbefore, where GPafter is GP at 5 min after treatment and GPbefore 

is GP at 5 min before treatment. Results are shown as dot plot (n = 240). ****; p<0.0001, n.s.; not significantly 

different by Bartlett’s test followed by Kruskal-Wallis test and Steel-Dwass’ nonparametric multi comparison 

test. 
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第二章第二節の考察 

HAad の膜との親和性を向上させることを目的とし、疎水性基を N 末端もしくは C 末

端に導入したペプチドとして C3-HAad, C6-HAad, C10-HAad, HAad-C3, HAad-C6, HAad-

C10, Chol-HAad, HAad-Chol, pBu-HAad, HAad-pBu の計 10 種類のペプチドを合成し、

Dex10-Alexa のサイトゾル送達実験からその活性を評価した。 

HAad-C10 は HAad-hR と同等の濃度 (10 M) で HAad 40 M と同程度の活性を発揮

した。pBu-HAad, HAad-pBu はそれよりもさらに低い 2 M で同程度の活性を発揮でき

た。特に pBu-HAad は Dex10-Alexa の細胞内総取り込み量でも HAad に比肩しており、

さらに血清存在下においても活性を有していた。これにより pBu-HAad が HAad の 20 倍

の活性を持つペプチドとして有用であることが示唆された。またその作用機序は、高分

子をサイトゾルへと送達するツールの中でも L17E でしか報告のない細胞膜のラフリン

グ誘起に伴う一過性の膜透過促進[14]という稀有なものである。今後はこの作用機序を有

するような他のツール[4-12]の開発が期待できる。 

興味深い結果としては、高濃度 (25 M) の PyB 前／共投与による脂質パッキングの

緩和によって HAad による高分子のサイトゾルへの送達効率が向上したことがあげられ

る。L17E および HAad の細胞膜のラフリング誘導及びそれに伴う細胞膜の一過性の膜

透過性向上による高分子の直接サイトゾル送達において、脂質パッキング緩和がそれを

亢進することが新たに判明した。また、PyB 25 M 前／共投与条件下での HAad 40 M

処理によって、これまでのどの条件をも上回る 87%の細胞において Dex10-Alexa をサイ

トゾルに送達することができた。この条件は今後、HAad によって高分子をサイトゾル

に送達したいときに用いることができる現状における最良の条件であると考えられる。

これほどの高効率で高分子をサイトゾルへと送達するためには、ペプチドを用いるよう

な化学的なツールではなくマイクロインジェクションによって細胞一つごとに導入す

る[41]などといったスループットの非常に低い方法に頼らざるを得ないと考えられる。そ
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の点において本法は特に優れた手法であるといえる。 

脂質パッキング緩和作用の評価 (GP 値測定) から、pBu-HAad の高い活性は pBu 基の

導入による細胞膜との親和性向上に加え、低濃度でも脂質パッキングを緩和することが

できることも寄与している可能性が示唆された。この発見は L17E や HAad、R8 をはじ

めとする CPP[39]に加えて、他の高分子をサイトゾルへと送達するツール[4-12]においても

細胞膜での脂質パッキング緩和を引き起こすことが寄与している可能性を示唆するも

のであると考えられる。 
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第二章の考察 

第二章では HAad に化学修飾を加えることで活性の高いペプチドを得ることを目指

し、第一節では HAad-hR、第二節では pBu-HAad を得ることに成功した。HAad-hR、pBu-

HAad はそれぞれ利点と欠点を補完する関係性にある。 

まず、HAad-hR は血清存在下で活性を発揮することができない (Fig. 16E, F) が、pBu-

HAad は血清存在下でも活性を有する。このことから、血清の影響を無視できないと考

えられる全身循環を含めた in vivo への応用を目指す際には HAad もしくは pBu-HAad が

より適しているといえるであろう。 

一方で、HAad-hR は Dex10-Alexa よりも分子量が大きい抗体や Cas9/sgRNA 複合体を

サイトゾルに送達することができるが、pBu-HAad は抗体を HAad ほど効率よくサイト

ゾルに送達することができない (Fig. 26C, D)。HAad-hR の利用法としてはこれらの高分

子を in vitro においてサイトゾルに送達する試薬としての利用が相応しいと考えられる。 

本章では HAad への化学修飾による活性向上を目指し、その例としてグアニジノ基の

導入及びピレンブチリル基の付与という 2 つの例を示した。これらは他の高分子をサイ

トゾルへと送達するツール[4-12]にも適用できる化学修飾であると言える。本研究はより

活性の高いツールの開発に向けた嚆矢となる研究であると期待される。  
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第三章 HAad 搭載ナノキャリアの開発 

 

 

筆者は第一章で、礎となった L17E の改良体ペプチドである HAad を開発し、第二章

では、HAad に化学修飾を加えることで HAad よりも活性の高いペプチドである HAad-

hR および pBu-HAad を開発した。次のステップとして、HAad およびその改変体を用い

た高分子のサイトゾルへの送達法の in vivo での応用が考えられる。第一章では HAad の

局所 (脳室内) 投与への適用可能性を例示したが、医療応用という観点からは一般的な

全身投与がより望まれる形態といえる。現在の HAad らによる高分子のサイトゾルへの

送達では、ペプチドと高分子は混合された状態で細胞に投与されている。この混合物を

全身循環にのせると、ペプチドと高分子の体内動態は異なったものとなることが予想さ

れ、ペプチドが作用する部位において送達したい高分子が存在しないという問題が起こ

りうる。この問題を解決するためにはペプチドと高分子の体内動態を一致させる必要が

ある。そこで筆者は、第三章で高分子を内包して HAad で修飾されたナノキャリアの開

発を目指した。その第一歩として、モデルタンパク質として His タグ融合タンパク質の

ナノキャリアへの内包およびその細胞におけるサイトゾルへの送達を実現した。  
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第一節 蛍光標識 HAad の細胞内局在観察 

ペプチドと高分子の体内動態を一致させるためにはペプチドと高分子との共有結合

がまず考えられるが、それでは高分子をサイトゾルに送達できない可能性が蛍光標識

HAad (HAad-(Gly)4Cys(Alexa488)) の細胞内局在観察の結果から示唆された。HAad-

(Gly)4Cys(Alexa488) (40 M) を HeLa 細胞と 1 時間インキュベートし、その後の蛍光の

細胞内局在を顕微鏡観察により評価した (Fig. 29)。その結果蛍光標識 HAad は点状のシ

グナルとして観察され、HAad そのものはエンドソーム／リソソームに滞留もしくはそ

の膜に結合していることが示唆された。蛍光標識によって HAad の細胞内局在が変化し

ている可能性も考えられるものの、HAad は Dex10-Alexa や抗体などの高分子を細胞膜

もしくはエンドソームを介してサイトゾルへと送達する能力を有しているが、その際に

HAad 自体もサイトゾルへと移行するわけではないと考えられる。本実験では最小単位

のカーゴとして蛍光色素を用いた。より HAad の活性に影響を与えると考えられるほか

の高分子との共有結合をした場合も同様に、共有結合した高分子は HAad と同じ細胞内

局在、すなわちエンドソーム／リソソームへの局在を示すのではないかと考えられる。

この結果は HAad 修飾ナノキャリアへの高分子の内包という本章の目的の妥当性を示唆

するものである。 

 
  

Figure 29. Cellular localization of HAad-G4C(Alexa488). 

Cells were treated with 40 µM HAad-(Gly)4Cys(Alexa488) for 

1 h. Scale bar, 50 µm. 
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第二節 HAad 搭載ナノキャリアの合成 

ナノキャリアのプラットフォームとしては、リポソームや脂質ナノ粒子、ウイルスベ

クターなどが考えられるが、筆者は水中で人工ウイルスキャプシドを形成する-annulus

ペプチド (INHVGGTGGAIZAPVAVTRQLVGS-OH, Z; L-norleucine) をプラットフォーム

として選んだ。-annulus ペプチドはトマトブッシースタントウイルスのキャプシド由来

のペプチドであり、鳥取大学の松浦らにより開発された[42]。人工ウイルスキャプシドに

おいて、-annulus ペプチドは N 末端を内側に、C 末端を外側に向ける。そのため N 末

端にタグを介して GFP を結合させることで GFP を人工ウイルスキャプシドに内包させ

たり [43]、C 末端を改変することで人工ウイルスキャプシド表面に金コロイド [44]や

DNA[45]、ペプチド[46]などを修飾させたりすることが可能である。この改変の容易さに加

え、ペプチド性のベクターであるため筆者のこれまでのペプチド化学の知識を十分に適

用できることが、-annulus ペプチドをナノキャリアのプラットフォームとして選んだ理

由である。 

筆者はこの-annulus ペプチドの N 末端側に高分子を配位させ、C 末端側に HAad を結

合させたものを設計・合成した。これが人工ウイルスキャプシドを形成すると、高分子

は人工ウイルスキャプシドの内側に位置し、HAad は人工ウイルスキャプシドの外側に

位置すると考えられる。よって本章の目的である高分子を内包して HAad で修飾された

ナノキャリアが開発できないかと考えた。N 末端に高分子が、C 末端に HAad が結合し

た-annulus ペプチドは水中で自己集合してトリマーを形成し、そのトリマーを頂点とす

るようにさらに自己集合することで内側に高分子を有し外側が HAad で修飾された正十

二面体の人工ウイルスキャプシドを形成する (Fig. 30)。この人工ウイルスキャプシドは

60 個の HAad に修飾されることとなる。 
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Fig. 30. Schematic view of the artificial viral capsid formed by the assembly of the -annulus peptide bearing 

biomacromolecule to be delivered into cells and HAad at the N- and C-termini, respectively. 
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人工ウイルスへの高分子の内包の可能性を検討するために、内包タンパク質のモデル

として His タグ融合タンパク質を選んだ。-annulus ペプチドの N 末端を介して高分子

を人工ウイルスキャプシドに内包させるために、N 末端には nitrilotriacetic acid  (NTA) 

タグを結合させた。Ni2+存在下において、Ni-NTA タグと His タグが相互作用することで

His タグ融合タンパク質を内包できると期待される。また-annulus ペプチドの C 末端に

HAad を修飾する際には、HAad の N 末端と C 末端のどちらを人工ウイルスキャプシド

に結合させるかを調節するために、アジド基とジベンゾシクロオクチン (DBCO) 間の

クリック反応を用いた。 

N 末端にシステインを、C 末端に Lys(Mtt)を有する-annulus ペプチドを樹脂上で合成

し、N 末端の Boc2O による保護 (i)、Mtt 基の脱保護 (ii) を経て azido-PEG12-NHS ester 

(Quanta BioDesign) と C 末 端 の リ ジ ン の ア ミ ノ 基 を 反 応 さ せ た  (iii) 。

TFA/triisopropylsilane (TIS)/H2O (95:2.5:2.5 (v:v:v)) により樹脂から切り出し (iv)、HPLC

精製の後に maleimido-C3-NTA (Dojindo) を反応させる (v) ことで Cys(NTA)--annulus-

GlyLys(PEG12-N3)-OH [I] を得た (Fig. 31)。 
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Fig. 31. Synthesis scheme of Cys(NTA)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH [I]. Z; L-norleucine. (i) di-tert-

butyl dicarbonate (4 eq.), 4-methylmorpholine (1 eq.); (ii) hexafluoroisopropanol and dichloromethane (1:4 

(v:v)); (iii) azido-PEG12-NHS ester (1.5 eq.), N,N-diisopropylethylamine (1.5 eq.); (iv) trifluoroacetic acid, 

triisopropylsilane and H2O (95:2.5:2.5 (v:v:v)); (v) maleimido-C3-NTA (2 eq.). Amino acids on solid-phase 

resin shown by one letter codes with underlines represent side chain protected amino acids: C = Cys(Trt); N = 

Asn(Trt); T = Thr(tBu); R = Arg(Pbf); Q = Gln(Trt); S = Ser(tBu). 
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次に、N 末端もしくは C 末端にテトラグリシンリンカーを介してシステインを有する

HAad を合成し、そのシステイン側鎖に DBCO-maleimide (東京化成工業) を反応させる

ことで Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide [II] および HAad-(Gly)4Cys(DBCO)-amide [III] を得

た (Fig. 32)。 

 

 

 

 

Fig. 32. Synthesis scheme of Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide [II] HAad-(Gly)4Cys(DBCO)-amide [III]. (i) 

trifluoroacetic acid and 1,2-ethanedithiol (95:5 (v:v)); (ii) DBCO-maleimide (1.2 eq.) and N-methylmorpholine 

(5 eq.). Amino acids on solid-phase resin shown by one letter codes with underlines represent side chain 

protected amino acids: C = Cys(Trt); W = Trp(Boc); T = Thr(tBu); K = Lys(Boc); X = Aad(OtBu); Q = 

Gln(Trt); S = Ser(tBu). 
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最後に[I]と[II]もしくは[III]を dimethylformamide/H2O (1:1 (v:v))中で混合することでク

リック反応により目的のペプチドである NTA--annulus-N[HAad]および NTA--annulus-

C[HAad]を得た (Fig. 33)。ここで N[HAad]、C[HAad]は-annulus の C 末端に HAad の N

末端もしくは C 末端がそれぞれ結合していることを意味する。 

 

 

 

 

Fig. 33. Click reaction between A and B or C in dimethylformamide/H2O (1:1(v:v)). 
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第三節 HAad 搭載ナノキャリアの形成確認と高分子の内包 

合成したペプチドが人工ウイルスキャプシドを形成するかどうかを動的光散乱 

(DLS) 法を用いて解析した。 

HAad 修 飾 さ れ て い な い ペ プ チ ド で あ る NTA--annulus-G-OH (Cys(NTA)-

INHVGGTGGAIZAPVAVTRQLVGS-G-OH) 、 NTA--annulus-N[HAad] ま た は NTA--

annulus-C[HAad]を 40 M となるように水中に溶解し、1 時間静置後に DLS 測定を行っ

た (Fig. 34)。NTA--annulus-G-OH の水溶液では約 40 nm の粒子が観察された。この値

は先行研究[41]で得られていた値 (46.8±10.5 nm) とほぼ同等の値であった。HAad 修飾

されたペプチドである NTA--annulus-N[HAad]または NTA--annulus-C[HAad]の水溶液

中でも、約 30 nm の粒子が観察され、これらのペプチドが水中で人工ウイルスキャプシ

ドを形成することが示唆された。 

 

 

 

Fig. 34. DLS measurement of peptide solution (40 M) in water. Histogram of (A) NTA--annulus-G-OH, (B) 

NTA--annulus-N[HAad], (C) NTA--annulus-C[HAad], and (D) average diameter (nm) measured in each 

solution. 
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後述のとおり、NTA--annulus-C[HAad]が最も良い内包物 (EGFP-His6) のサイトゾル

への送達活性を示した (第四節参照) ことから、NTA--annulus-C[HAad]の濃度を 40, 20, 

10, 5, 2, 1, 0.5, 0.1 M と変えて DLS 測定を行うことにより粒子形成に必要な濃度を検討

した (Fig. 35)。NTA--annulus-C[HAad]水溶液中の粒子の計測数は 5 M 以上の濃度域に

おいて濃度依存的に直線的に増加したことから、5 M が NTA--annulus-C[HAad]の臨界

凝集濃度 (critical aggregation concentration, CAC) であると見積もられた (Fig. 35A)。ま

た、同時に測定した粒子径の濃度による変化を評価した  (Fig. 35B) ところ、NTA--

annulus-C[HAad]は CAC 以上の濃度で約 20-30 nm の粒子を形成しており、CAC 以上で

の人工ウイルスキャプシドの安定した形成が示唆された。 

 

 
Fig. 35. Estimation of critical aggregation concentration (CAC) of  NTA--annulus-C[HAad] solution. (A) 

Change of count rate and (B) measured diameter in solution in the solution at various peptide concentration.  
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NTA--annulus-N[HAad]や NTA--annulus-C[HAad]が人工ウイルスキャプシドを形成

することを形態的に評価するために、透過型電子顕微鏡 (TEM) 観察を行った。 

ペプチドを 40 M となるように Ca2+/Mg2+含有リン酸緩衝生理食塩水 (PBS(+)) 中に

溶解し、1 時間静置後にグリッドに載せ乾燥後ネガティブ染色し TEM を用いて観察し

た (Fig. 36)。NTA--annulus-G-OH、NTA--annulus-N[HAad]、NTA--annulus-C[HAad]い

ずれのサンプルにおいても約 50 nm の球状の粒子が観察された。よって、第三節におい

て細胞に添加する条件である PBS(+)中においてもこれらのペプチドが人工ウイルスキ

ャプシドを形成することが示された。 
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Fig. 36. Transmission electron microscope (TEM) image of each peptide in PBS(+). Staining solution; EM 

stainer, TEM; JEM-1400 Plus (JEOL), applied voltage; 80 kV. 
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形成されることが明らかになった NTA--annulus-C[HAad]による人工ウイルスキャプ

シドに His タグ融合タンパク質を内包することができるかを評価するために、EGFP-His6

をモデルタンパク質として用い、限外濾過によって内包効率を算出した。EGFP-His6 は

約 27 kDa のタンパク質であり、分画分子量 (molecular weight cut off, MWCO) 100K (100 

kDa) の限外濾過膜を用いた場合には限外濾過膜を通過すると考えられる。一方で

EGFP-His6 が Ni2+存在下において Ni-NTA タグとの相互作用を介して人工ウイルスキャ

プシドに内包されれば、約 7 kDa の NTA--annulus-C[HAad]の 60 量体である人工ウイル

スキャプシド (~420 kDa) に内包されることとなり、1 つの人工ウイルスキャプシドに 1

つの EGFP-His6 が内包されるとするとその分子量は約 450 kDa と見かけの分子量が大き

くなるために MWCO 100K の限外濾過膜を通過できないと考えられる。 

NTA--annulus-C[HAad]を、EGFP-His6 を含む Ni2+含有／非含有 PBS(+)に溶解し 1 時

間静置後、MWCO 100K の限外濾過デバイス (Amicon Ultra 0.5 mL, MWCO 100K, Merck 

Millipore) に移して遠心した。限外濾過膜に保持された画分 (trapped) と濾過された画分 

(filtered) の体積をそろえたのちにそれぞれに含まれる EGFP-His6 の量比を sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) によって求めた (Fig. 37A)。 

EGFP-His6 は当初の想定通りそのほとんどが MWCO 100K の限外濾過膜を通過し、限

外濾過膜に保持された画分に残った EGFP-His6 は全体の 9％であった (Fig. 37B)。一方、

Ni2+存在下での NTA--annulus-C[HAad] (Ni-NTA--annulus-C[HAad]) があるとき EGFP-

His6は MWCO 100K の限外濾過膜を通過できず、93％が保持された。Ni2+非存在下 (NTA-

-annulus-C[HAad]) では EGFP-His6 は MWCO 100K の限外濾過膜を通過できたことか

ら、EGFP-His6 は Ni2+存在下においてのみ Ni-NTA タグとの相互作用により NTA--

annulus-C[HAad]が形成する人工ウイルスキャプシドに内包されることが示唆された。ま

た、その内包効率は 93％と算出された。 
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Fig. 37. Estimation of encapsulation ratio of EGFP-His6 in artificial viral capsid formed by NTA--annulus-

C[HAad]. (A) Experimental workflow of ultrafiltration assay. (B) Gel image of SDS-PAGE and trapped 

fraction (%) calculated from the gel image. (C) Picture of the solution.  
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第四節 HAad 搭載ナノキャリアの細胞内局在および高分子のサイトゾル送達 

第二節で形成が確認された各ペプチド由来の人工ウイルスキャプシドの細胞内局在

を評価するために、NTA タグの代わりにシステインの側鎖が Alexa Fluor 488-maleimide

によって標識されたペプチド  (Alexa488--annulus-G-OH, Alexa488--annulus-N[HAad], 

Alexa488--annulus-C[HAad]) によって形成される人工ウイルスキャプシドを細胞に添

加する実験を行った。 

各ペプチドを PBS(+)中に 10 M となるように溶解して 1 時間静置後、HeLa 細胞に添

加して 1 時間インキュベートしたのちの細胞内蛍光局在を CLSM 観察により評価した 

(Fig. 38)。Alexa488--annulus-G-OH および Alexa488--annulus-N[HAad]処理細胞では蛍

光はエンドソーム／リソソームへの局在を示唆する点状のシグナルとして観察された。

一方で Alexa488--annulus-C[HAad]処理細胞においては、エンドソーム／リソソーム由

来と考えられる点状のシグナルに加えてサイトゾル全体に蛍光が分布している様子が

観察された。このことから、Alexa488--annulus-G-OH および Alexa488--annulus-N[HAad]

からなる人工ウイルスキャプシドはエンドサイトーシスにより取り込まれるがほとん

どサイトゾルに移行できないと考えられる一方で、Alexa488--annulus-C[HAad]からなる

人工ウイルスキャプシドはサイトゾルへと移行できることが示唆された。しかし

Alexa488--annulus-C[HAad]処理細胞で観察されたサイトゾル全体に分布するシグナル

が、Alexa488--annulus-C[HAad]からなる人工ウイルスキャプシドによるものなのか、人

工ウイルスキャプシドが崩壊しておりモノマーやトリマーとして存在しているものな

のかは明らかでない。 

  



80 

 

 

Fig. 38. Cellular localization of Alexa Fluor 488-labeled peptides. Alexa488--annulus-G-OH, Alexa488--

annulus-N[HAad] or Alexa488--annulus-C[HAad] were dissolved in PBS(+) and left at room temperature for 

1 h. Then the solution was added to HeLa cells and incubated for 1 h. After incubation cells were washed and 

CLSM observation was conducted. 
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第二節で調製が確認された人工ウイルスキャプシドを細胞に添加することで、内包し

た EGFP-His6 をサイトゾルに送達できるかどうかを CLSM 観察により評価した。 

まずは Ni2+存在下において各ペプチド (Ni-NTA--annulus-G-OH, Ni-NTA--annulus-

N[HAad], Ni-NTA--annulus-C[HAad]) を EGFP-His6 含有 PBS(+)中にペプチド濃度 40 M

となるよう溶解し 1 時間静置した。サンプルを細胞に添加して 1 時間インキュベート

し、細胞を洗浄後 EGFP-His6 の細胞内局在を CLSM により観察した (Fig. 39A, B)。ペプ

チド非存在下ではほとんどの EGFP-His6 はエンドソームに滞留していたが、HAad 存在

下では約 76%の細胞においてサイトゾルに分布する EGFP のシグナルが観察された。Ni-

NTA--annulus-G-OH を含むサンプルでは 3%の細胞でしかサイトゾル由来の EGFP のシ

グナルは観察されなかった。Ni-NTA--annulus-N[HAad]を含むサンプルでは 24%の細胞

でサイトゾルに分布する EGFP のシグナルが観察された。一方、Ni-NTA--annulus-

C[HAad]が形成する人工ウイルスキャプシド中に EGFP-His6 を内包させたサンプルで

は、74%の細胞で EGFP のシグナルがサイトゾルで観察された。この割合は HAad を用

いた場合と同等であった。このことから、Ni-NTA--annulus-C[HAad]は PBS(+)中で EGFP-

His6 を内包した人工ウイルスキャプシドを形成し、その人工ウイルスキャプシドを細胞

に投与することで内包した EGFP-His6 をサイトゾルに送達できることが示唆された。 
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Fig. 39. Cytosolic delivery of EGFP-His6 by HAad-decorated artificial viral capsid. (A) Cellular localization 

of EGFP-His6 delivered by peptides. (B) Percentage of cells yielding diffuse cytosolic EGFP signals. Results 

are presented as mean ± SE (n = 3). ***; p<0.001, ****; p<0.0001, n.s.; not significantly different v.s. no 

peptide (one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post hoc test).   
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EGFP-His6 のサイトゾルへの送達に成功した Ni-NTA--annulus-C[HAad]に関して、

種々のコントロール実験を行った (Fig. 40A, B)。 

Ni2+非存在下においては NTA--annulus-C[HAad]は EGFP-His6 を内包できない (Fig. 

37B) が、その条件においても約 47%の細胞においてサイトゾルに分布する EGFP のシ

グナルが観察された。NTA--annulus-C[HAad]が形成する人工ウイルスキャプシドは表

面が HAad で修飾されており、HAad と同じように、溶液中に含まれる高分子をサイト

ゾルに送達する能力を有していると考えられる。 

Ni-NTA--annulus-C[HAad]と EGFP-His6 の混合物 (非単離) を細胞に投与すると 74%

の細胞のサイトゾルに EGFP-His6 のシグナルが認められるのに対し、それらを混合後

Fig. 37 と同様の実験により限外濾過で単離した人工ウイルスキャプシド  (Ni-NTA--

annulus-C[HAad] (trapped)) を細胞に投与すると、45%の細胞のサイトゾルに弱い EGFP-

His6 のシグナルが観察された。限外濾過によって EGFP-His6 を内包する人工ウイルスキ

ャプシド以外を濾過し精製したサンプルによってもサイトゾルに EGFP-His6を送達でき

ることが示唆された。導入できる細胞の割合が限外濾過後に低下する理由は不明だが、

限外濾過膜に吸着した人工ウイルスキャプシドを回収しきれていない可能性もあり、今

後さらに検討を行いたい。 

将来的な in vivo への応用を考えた際に血清の影響を受けるかどうかは大きな懸念点

だと考えられる。その点を評価するために血清 (bovine serum, BS) 存在下での実験を行

った。Ni2+存在下で NTA--annulus-C[HAad]を EGFP-His6/10% BS 含有 PBS(+)中に溶解し

1 時間静置したサンプル (Ni-NTA--annulus-C[HAad] (w/ 10% BS)) を細胞に投与したと

ころ、Ni-NTA--annulus-C[HAad]よりも細胞内蛍光強度は弱いながらも同等の割合 

(71%) の細胞において EGFP をサイトゾルに送達できることが示された。このことから

Ni-NTA--annulus-C[HAad]からなる人工ウイルスキャプシドは血清存在下においても内

包した高分子をサイトゾルへと送達できる可能性が示唆された。 
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Fig. 40. Cytosolic delivery of EGFP-His6 by Ni-NTA--annulus-C[HAad] at various conditions. (A) Cellular 

localization of EGFP-His6 delivered by Ni-NTA--annulus-C[HAad], NTA--annulus-C[HAad], trapped 

fraction of Ni-NTA--annulus-C[HAad] by ultrafiltration (Ni-NTA--annulus-C[HAad] (trapped)), Ni-NTA-

-annulus-C[HAad] in the presence of 10% bovine serum (BS) (Ni-NTA--annulus-C[HAad] (w/ 10% BS)). 

(B) Percentage of cells yielding diffuse cytosolic EGFP signals. Results are presented as mean ± SE (n = 3). 

*; p<0.05, **; p<0.01, n.s.; not significantly different v.s. Ni-NTA--annulus-C[HAad] (one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post hoc test). 
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第三章の考察 

HAad による高分子のサイトゾルへの送達を医薬応用することを見据えた際に、HAad

と高分子の体内動態を一致させることを目指し、高分子を内包して HAad で修飾された

ナノキャリアの開発を試みた。ナノキャリアのプラットフォームとして水中で自己集合

して人工ウイルスキャプシドを形成する-annulus ペプチドを選び、その人工ウイルスキ

ャプシド内部に Ni-NTA タグを介して EGFP-His6 を内包し、表面に HAad を修飾したも

のを得ることに成功した。人工ウイルスキャプシド表面に HAad の N 末端もしくは C 末

端が結合した 2 種類の人工ウイルスキャプシドを作製したが、内包した EGFP-His6 をサ

イトゾルへと送達することができたのは HAad の C 末端が結合した Ni-NTA--annulus-

C[HAad]からなる人工ウイルスキャプシドであった。この理由は不明だが、HAad の細胞

膜との相互作用時の配向などが関与している可能性がある。Ni-NTA--annulus-C[HAad]

は血清存在下でも EGFP をサイトゾルへと送達する活性を有していたことから、第三章

の目的であった高分子を内包して HAad で修飾されたナノキャリアである Ni-NTA--

annulus-C[HAad]による人工ウイルスキャプシドを in vivo において投与できる可能性が

示唆された。しかしながら、この人工ウイルスキャプシドは CAC 以下の濃度になると

キャプシドを形成できなくなるという致命的な問題がある。そのため、in vivo において

投与する際には現状では局所投与による投与部位でのサイトゾル送達しか実現できな

い可能性があり、この点は今後改善が望まれている。 

本章ではナノキャリアのプラットフォームとして人工ウイルスキャプシドを形成す

る-annulus ペプチドを選んだ。-annulus ペプチドをナノキャリアのプラットフォーム

として用いたのは本研究が初めてであり、また-annulus ペプチドを用いた高効率な高分

子のサイトゾル送達例は未だなく、その点においても本研究は新規性が非常に高いとい

える。ナノキャリアのプラットフォームとしては他にリポソームや脂質ナノ粒子、ウイ

ルスベクターなどが考えられるが、それらの問題点として脂質からなるナノキャリアは
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アポリポタンパク質の吸着による肝臓への集積[47]、ウイルスベクターはウイルス性であ

るが故のウイルス由来のゲノムの挿入の危険性[48]などといった問題点が挙げられる。一

方で HAad と結合した-annulus ペプチドからなる HAad 修飾人工ウイルスキャプシドは

それらの問題点を考慮する必要がない点で優れているといえる。HAad 修飾人工ウイル

スキャプシドの体内動態はまだ明らかになっておらず、in vivo における問題点は CAC

の問題以外は現状あまり明らかとなっていないため、今後の研究が期待される。  

HAad のナノキャリアの搭載を目指し、本研究では-annulus ペプチドを用いたが、そ

の他のリポソームや脂質ナノ粒子への搭載についても今後の研究課題として挙げられ

る。それらについては所属研究室において今後達成されることを期待している。  

  



87 

総括 

 

 

抗体などの生理活性タンパク質のサイトゾルへの送達の医療への展開を視野に、当研

究室ではペプチドを用いた送達法を開発してきた。開発された L17E による高分子のサ

イトゾルへの送達法をより実用性の高いものにするため、第一章では L17E の改良ペプ

チドである HAad を開発することに成功した。また HAad を用いることで in vivo におい

ても生理活性タンパク質 (Cre) をサイトゾルへと送達することができた。第二章では

HAad のさらなる活性向上のために使用濃度の低減を目指し、HAad に化学修飾を加える

ことで HAad の 1/4 の濃度で活性を発揮する HAad-hR および 1/20 の濃度で活性を発揮

する pBu-HAad を得ることができた。第三章では HAad で修飾された高分子内包ナノキ

ャリアの開発を目指した。人工ウイルスキャプシドを形成するペプチドである-annulus

を用いることで、EGFP-His6 の HAad 修飾人工ウイルスキャプシドへの内包および HAad

修飾人工ウイルスキャプシドに内包された EGFP-His6 のサイトゾルへの送達を実現し

た。これらの研究は、L17E や HAad による高分子のサイトゾルへの送達法を現在の細胞

レベルの実験から in vivo での実験、さらには医薬応用へとつなげるための重要なステ

ップとなると期待される。エンドソーム選択的に膜を傷害するように開発されたペプチ

ドなどのツールは多々存在するが、それらの中で in vivo でも効果を発揮し、さらに医薬

応用へとつながった例は乏しい。HAad を基盤骨格としたツールやナノキャリアの開発

が最終的に医療へと貢献できることを強く願っている。 

本研究で得たペプチドである HAad, HAad-hR, pBu-HAad は、L17E を基本骨格とする

同様の作用機序での高分子のサイトゾルへの送達においては一つの到達点であると言

える。また今回は-annulus ペプチドをナノキャリアのプラットフォームとして用いた。

得られた HAad 修飾人工ウイルスキャプシドの詳しい作用機序や in vivo での適用可能

性は今後の研究課題として残っており、今後はそれらの解明に取り組んでいきたい。 
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本研究を通して、ペプチドもしくは HAad 修飾人工ウイルスキャプシドによる蛍光高

分子のサイトゾルへの導入効率は、顕微鏡観察によって算出した導入された細胞の割合

のことである。視野中の全細胞数のうち、サイトゾルへの高分子の分布が見られる細胞

を逐次数え上げることで算出している。サイトゾルへと高分子が導入された細胞の割合

は高分子のサイトゾル送達において重要であるが、一方でサイトゾルに導入された高分

子の量もまた重要なパラメータである。フローサイトメトリーで定量される細胞内蛍光

強度は 1) サイトゾルに分布する高分子の量 に加えて 2) エンドソームに滞留する高分

子の量 や 3) 細胞表面に吸着したまま除去されていない高分子の量 を含めたものであ

り、本研究において 1) を定量した実験はない。Cre リコンビナーゼの導入によるレポー

タープラスミドの組換えから導入効率を算出した実験においても、レポータープラスミ

ドは一過性発現であるためレポータープラスミドが何コピー導入されている細胞に何

個の Cre リコンビナーゼが導入された結果組換えが引き起こされたのかが分からないと

いう点で定量性に欠ける。 

サイトゾルに導入された高分子の量を定量する手法としては他に、カーゴに結合した

小分子とサイトゾル内の小分子レセプターとの相互作用解析[49]やスプリット GFP を用

いたレポーターアッセイ[50]、カーゴに結合したクロロアルカンとサイトゾル内 Halo タ

グの相互作用解析 [51]、同位体標識したカーゴを内部標準として用いることによる

MALDI-TOFMS でのサイトゾル内移行量の絶対的評価[52]、などが開発されているが、こ

れらは定量性に欠けていたり操作が煩雑で熟練した技術が必要であったり、全細胞の平

均としての導入量として算出されるなど、レポーターアッセイと同様に欠点を有してい

る。しかしながら近年サイトゾルに導入された高分子の量を絶対的に定量する手法とし

て FCS を用いた例が報告された[53]。FCS により 1 細胞におけるサイトゾル内の共焦点

領域中の蛍光分子の個数を算出することができる。この手法を HAad や HAad 修飾人工

ウイルスキャプシドによる Dex10-Alexa や EGFP-His6 のサイトゾル送達に適用して、サ
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イトゾルへと高分子が送達された細胞の割合に加えてサイトゾルに導入された高分子

の絶対量も算出できれば、HAad やそれに続くツールによる高分子のサイトゾル送達に

ついてより深く議論できるようになると期待される。また、他の高分子をサイトゾルへ

と送達するツール[4-12]と比較したときの本研究で開発された手法の利点をより明示で

きると考えられる。 
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実験の部 

 

 

第一章の実験 

 

 

ペプチドの合成 

ペプチド鎖の構築は 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 TFA/EDT (95:5 (v:v)) で 23°C で 3 時間処理し、樹脂

からの切り出しと脱保護を行った後に HPLC によりペプチドの精製を行い、マトリック

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) により分子量

が正しいことを確認した。合成したペプチドの配列と質量分析結果は Table 3 のとおり

である。 

  Table 3. Sequence of peptides and results of MS analysis 

peptide sequence (X; L-2-aminoadipic acid) 
実測値 

m/z 

理論値 

[M+H]+
calcd. 

L17E IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-amide 2858.7 2858.7 

L17D IWLTALKFLGKHAAKHDAKQQLSKL-amide 2844.7 2844.7 

L17Aad IWLTALKFLGKHAAKHXAKQQLSKL-amide 2873.5 2873.7 

L17E/Q21E IWLTALKFLGKHAAKHEAKQELSKL-amide 2859.5 2859.7 

HA/E1 IWLTALKFLGKAAAKAEAKQQLSKL-amide 2726.2 2726.6 

HA/E2 IWLTALKFLGKAAAKAEAKQELSKL-amide 2727.5 2727.6 

HAad IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 2755.9 2755.7 

 

 

 

細胞培養 

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

Cultures (ECACC) (93021013)) の培養は 10% (v/v) 非働化ウシ血清 (Invitrogen) を含むア
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ルファ最小必須培地 (-MEM(+)) 中で、37°C、5% CO2 存在下で行われ、3-4 日ごとに継

代した。 

細胞生存試験 

細胞生存率は Cell Counting Kit-8 (CCK8) (Dojindo) を用い、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 (Iwaki) に播種しコンフルエントにな

るまで培養した。培地を除き、40 M のペプチドを含み血清を含まないアルファ最小必

須培地 (-MEM(‒), FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) 中で、37°C、5% CO2 存

在下で 1 時間インキュベートした。インキュベート後細胞をリン酸緩衝生理食塩水 

(PBS(‒)) で 2 回洗浄し、-MEM(+) と WST-8 試薬を加えて 2 時間インキュベートした。

インキュベート後吸光度 (A450nm ‒ A650nm) から細胞生存率を算出した。 

 

 

蛍光標識 10 kDa デキストランの細胞内取り込みと顕微鏡観察 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュ (Iwaki) に播種し、37°C、5% CO2 存在下

でコンフルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、ペプチドおよび

200 g/mL の Alexa Fluor 488 標識 10 kDa デキストラン (Dex10-Alexa) を含む-MEM(‒) 

もしくは-MEM(+) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間インキュベートした。

インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 g/mL Hoechst 33342 (Invitrogen) を含

む-MEM(+) を添加して 10 分インキュベートすることにより核染色を行った。インキ

ュベート後-MEM(+) に溶液を置換し、Dex10-Alexa の細胞内局在を FV3000 Olympus 

laser scanning microscope により観察を行った。各サンプルについて、200 以上の細胞に

おいてサイトゾル全体に分布する Dex10-Alexa のシグナルが観察される細胞の割合を評

価した。時間依存性を評価する実験では、細胞を Dex10-Alexa とペプチドを含む-

MEM(‒) 中で 5, 20, 40, 60 分間インキュベートし、細胞の洗浄後-MEM(+) に置換し、

すぐに観察した。 



92 

フローサイトメトリー 

HeLa 細胞を 24 ウェルマイクロプレート (Iwaki) に播種し、37°C、5% CO2 存在下で

コンフルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、ペプチドおよび 200 

g/mL の Dex10-Alexa を含む-MEM(‒) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間

インキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し 0.01%トリプシン

で 10 分間処理することにより細胞を懸濁させチューブに回収した。これを遠心 (800×

g, 5 min) し、ペレットとなった細胞を PBS(‒) で再懸濁した。これを 2 回繰り返して細

胞を洗浄した。得られた細胞を最終的に PBS(‒) で希釈して Attune NxT flow cytometer 

(Invitrogen) により各サンプルあたり 10,000 個の細胞について蛍光量を定量した。 

 

 

生細胞内アクチンのタイムラプス観察 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下で 80%-

90%コンフルエントになるまで 1 晩培養した。先行研究[14]に従い LifeAct-mCherry を

Lipofectamine LTX を用いてトランスフェクトし、24 時間後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し

たのちに-MEM(‒) 100 L を添加した。ディッシュを CLSM 備え付けのインキュベータ

ーSTXF-IX3WX-SET (TOKAI HIT)  (TOKAI HIT) (37°C、5% CO2) に移し 10 分間平衡化

した。HAad 非存在下での一連のタイムラプスイメージングの後直ちに 60 M HAad を

含む-MEM(‒) 50 L を添加した (最終 HAad 濃度 20 M)。添加後 5 分まで経時的に画

像取得した。 

 

 

リポソームの調製 

リン脂質として 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) (NOF) および

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, sodium salt (POPG-Na) (NOF) を用い、中

性脂質膜として 100% POPC large unilamellar vesicle (LUV) を、酸性脂質膜として
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POPC/POPG (3:1 (mol:mol)) LUV を用いた。ナス型フラスコに各組成の脂質をクロロホ

ルムに溶解したものを加え、ロータリーエバポレーターを用いてフラスコの底面に脂質

薄膜を形成した。脂質薄膜を真空乾燥したのちバッファー (10 mM MES, 150 mM NaCl 

(pH 7.4 or 5.0)) で水和させた。LiposoFast extrudersystem (Avestin) および 0.1 m 

Nucleopore polycarbonate filter (Whatman) 2 枚を用いて 11 回通過させることで均一な粒

径 (100 nm) にしたベシクルを調製した。調製後の LUV 濃度は LabAssay Phospholipid 

Kit (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) を用いてリン脂質の濃度として求めた。 

リーケージアッセイでは脂質薄膜の真空乾燥の後蛍光色素 8-aminonaphtalene-1,2,3-

trisulfonic acid (ANTS, 12.5 mM) とその消光剤 p-xylene-bis(pyridinium)bromide (DPX, 45.0 

mM) を含むバッファーを加え水和させたものを用いた。凍結融解を 5 回繰り返し、エ

クストルーダー処理をしたのちに、PD-10 脱塩カラム (GE Healthcare) を用いたサイズ

排除クロマトグラフィーにより ANTS/DPX 内包リポソームを遊離の色素から分離精製

したのちに濃度決定をした。 

CD 測定とトリプトファン結合アッセイに用いた LUV は、脂質薄膜の真空乾燥後バッ

ファーで水和し、エクストルーダーで粒径をそろえ、濃度決定を行って最終濃度となる

ように調製した。 

 

 

 

リーケージアッセイ 

ペプチドのリポソーム不安定化活性は ANTS/DPX 内包 LUV から漏出した ANTS の蛍

光強度から評価した。ペプチドを 100 M LUV と共にバッファー (10 mM MES, 150 mM 

NaCl (pH 7.4 or 5.0)) 中で 37°C 条件下 1 時間インキュベートした。蛍光は Wallac 1420 

Victor2 Microplate Reader (PerkinElmer) にて励起波長 355 nm、蛍光波長 535 nm で測定し

た。界面活性剤 (TritonX-100, 最終濃度 0.1% (v/v)) を加えたときの蛍光強度 (Fmax) を
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100%として以下の式で求められるリーケージ (%) からペプチドの膜不安定化活性を評

価した (Fblank; ペプチドを加えないときの蛍光強度)。 

leakage (%) = (Fobs - Fblank)/(Fmax - Fblank)×100 

 

 

円偏光二色性 

ペプチドの円偏光二色性スペクトル (CDスペクトル) は、ペプチド 20 M, LUV 2 mM

存在下において光路長 1 mm のセルを用いて 25°C で JASCO J-820 spectropolarimeter に

より測定された。各スペクトルは 5 回の積算の平均値を示している。 

 

 

トリプトファン結合アッセイ 

ペプチドのトリプトファンの蛍光はペプチド 20 M, LUV 2 mM 存在下において 25°C

で Shimadzu RF-5300PC spectrofluorophotometer により励起波長 280 nm、蛍光波長 310-

380 nm で測定した。 

 

 

阻害剤実験 

阻害剤実験では細胞を各種阻害剤 (塩化アンモニウム; 25 mM, クロロキン; 100 M, 

5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride (EIPA); 100 M) を含む-MEM(‒) 中で 30 分間インキュ

ベートした。そののちペプチドおよび 200 g/mL の Dex10-Alexa、各種阻害剤を含む-

MEM(‒) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間インキュベートした。インキュ

ベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 g/mL Hoechst 33342 および各種阻害剤を含む

-MEM(+) を添加して 10 分インキュベートすることにより核染色を行った。インキュ

ベート後各種阻害剤を含む-MEM(+) に溶液を置換し、Dex10-Alexa の細胞内局在を

CLSM で観察した。 
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Galectin 8-EGFP アッセイ 

Galectin 8-EGFP のプラスミドは GenScript にて作製され、Lipofectamine LTX とその推

奨プロトコルに従いトランスフェクションした。トランスフェクションの 24 時間後細

胞を PBS(‒) で 2 回洗浄したのちにヒト免疫グロブリン G (IgG) 1 mg/mL とペプチド 

(L17E および HAad, 40 M; LLOMe, 1 mM) を含む-MEM(‒) を添加し 1 時間インキュ

ベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、-MEM(+) を添加し CLSM

により Galectin 8-EGFP の蛍光を CLSM によって観察した。 

 

 

Alexa Fluor 488 標識ヒト免疫グロブリン G の調製と細胞内送達 

Alexa Fluor 488 標識ヒト免疫グロブリン G (IgG-Alexa) を作製するために、ヒト血清

由来免疫グロブリン G (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) の PBS(‒)溶液 (10.2 

mg/mL, 100 L) に 1M NaHCO3 50 L とジメチルスルホキシドに溶解した Alexa Fluor 

488 5-sulfodichlorophenol ester (Invitrogen) (10 mg/mL, 10 L) を混合し全量 500 L となる

よう PBS(‒)を加えて室温で 1 時間撹拌した。反応溶液は PBS(‒)で平衡化した PD-10 脱

塩カラムにより精製され、さらに Amicon Ultra-4 (MWCO 10K, Merck Millipore) を用い

た限外濾過により濃縮した。 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、ペプチドおよび 50, 200, 

500 g/mL の IgG-Alexa を含む-MEM(‒) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時

間インキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 g/mL Hoechst 

33342 を含む-MEM(+) を添加して 10 分インキュベートし核染色を行った。インキュ

ベート後-MEM(+) に溶液を置換し、IgG-Alexa の細胞内局在を CLSM で解析した。 
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Alexa Fluor 594 標識核膜孔複合体抗体による核膜孔複合体の認識 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、ペプチドおよび 50 g/mL

の Alexa Fluor 594 標識核膜孔複合体抗体 (anti-NPC IgG-Alexa594, BioLegend, mAb414)を

含む-MEM(‒) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間インキュベートした。イ

ンキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 g/mL Hoechst 33342 を含む-MEM(+) 

を添加して 10 分インキュベートし核染色を行った。インキュベート後-MEM(+) に溶

液を置換し、anti-NPC IgG-Alexa594 の細胞内局在を CLSM で解析した。 

 

 

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) および Cre リコ

ンビナーゼは先行研究 [13]で調製されたものを用いた。loxP レポータープラスミドは

HeLa 細胞に対して Lipofectamine LTX を用い推奨プロトコルに従ってトランスフェクシ

ョンした。24 時間後、細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、ペプチドおよび 5 ないし 10 M の

Cre リコンビナーゼを含む-MEM(‒) を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間イ

ンキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、さらに 24 時間イン

キュベートした。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄したのちに-MEM(+) を添加し CLSM にて

DsRed および EGFP のシグナルを観察した。 

 

 

Cre レポーターノックインマウスの右側脳室における Cre/loxP 組換え実験 

全てのマウスを用いた実験は筑波大学動物実験委員会の許可を得たうえで行われた。

ROSA26 Cre-reporter knock-in C57BL/6N マウス (R26GRR マウス、メス、成体) を本実験

で用いた。麻酔下 HAad 40 M および Cre リコンビナーゼ 5 M を含む溶液 5 L を右側

脳室に投与し、7 日間飼育した。そののちマウスを麻酔下で生理食塩水およびパラホル
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ムアルデヒドを用いて灌流固定した。10%, 20%, 30%スクロースで平衡化したのちに脳

を OCT コンパウンドに包埋し、冷凍脳切片 (10 mm) を得た。核は DAPI により染色さ

れ tDsRed (タンデム DsRed) と DAPI の蛍光を観察した。 

 

統計解析 

全ての統計解析は JMP Pro (ver. 14.0.0; SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行った。

2 群間の比較には F 検定による分散が等しいことを確認したのちにスチューデントの t

検定を用いた。多群間の比較には一元配置分散分析の後に Dunnett の方法もしくは

Tukey-Kramer の方法を用いた。p 値が 0.05 よりも小さい場合に有意な差があるとみなし

た。 
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第二章の実験 

 

 

ペプチドの合成 

ペプチド鎖の構築は TGS-RAM 樹脂を用い、PSSM-8 ペプチド固相合成機で行った。

Lys 側鎖の修飾には 9-fluorenylmethyloxycarbonyl-Lys(4-methyltrityl)-OH (Fmoc-Lys(Mtt)-

OH) を用い、側鎖を保護された状態でペプチド鎖を樹脂上で合成した。N 末端を di-tert-

butyl dicarbonate (Boc2O) を用いて Boc 基で保護した後、 hexafluoroisopropanol 

(HFIP)/dichloromethane (DCM) (1:4 (v:v)) で Mtt 基のみを選択的に脱保護した。第二章第

一節では露出した Lys 側鎖のアミノ基に対して 1-amidinopyrazole hydrochloride を N,N-

diisopropylethylamine (DIEA) 存在下で反応させることによりアミノ基へのアミジノ基の

付加を行うことでアミノ基をグアニジノ基へと置換した。第二節では上述と同様の手法

で露出させた Lys 側鎖のアミノ基に対してプロピオン酸、ヘキサン酸、デカン酸、コレ

ステリルヘミコハク酸、 1-ピレンブタン酸を 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-

benzotriazolium 3-oxide hexafluorophosphate (HBTU)と 1-hydroxybenzotriazole (HOBt)およ

び DIEA 存在下で反応させることで各種疎水性基を導入した HAad (C3-HAad, C6-HAad, 

C10-HAad, Chol-HAad, pBu-HAad, HAad-C3, HAad-C6, HAad-C10, HAad-Chol, HAad-pBu) 

に対応するペプチド樹脂を得た。その後 TFA/EDT (95:5 (v:v)) で 23°C で 3 時間処理し、

樹脂からの切り出しと脱保護を行った後に HPLC によりペプチドの精製を行い、

MALDI-TOFMS により分子量が正しいことを確認した。合成したペプチドの配列と質量

分析結果は Table 4 のとおりである。 
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Table 4. Sequence of peptides and results of MS analysis 

peptide sequence (X; L-2-aminoadipic acid, hR; homoarginine) 
実測値 

m/z 

理論値 

[M+H]+
calcd. 

HAad IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 2755.9 2755.7 

HAad-hR IWLTAL-hR-FLG-hR-AAA-hR-AXA-hR-QXLS-hR-L-amide 2965.5 2965.8 

HAad-R IWLTALRFLGRAAARAXARQXLSRL-amide 2895.6 2895.7 

    

C3-HAad K(propionyl)-GGGG-IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 3168.0 3167.8 

C6-HAad K(hexanoyl)-GGGG-IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 3210.1 3209.9 

C10-HAad K(decanoyl)-GGGG-IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 3266.3 3266.0 

HAad-C3 IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-K(propionyl)-amide 3168.0 3167.8 

HAad-C6 IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-K(hexanoyl)-amide 3210.2 3209.9 

HAad-C10 IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-K(decanoyl)-amide 3266.2 3266.0 

    

Chol-HAad K(Chol)-GGGG-IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 3579.3 3579.8 

HAad-Chol IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-K(Chol)-amide 3579.3 3579.8 

    

pBu-HAad K(pBu)-GGGG-IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide 3382.4 3382.3 

HAad-pBu IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-K(pBu)-amide 3382.5 3382.3 

(注) K 後の ( ) 内は側鎖アミノ基に導入されたアシル基を示す。 

 

Cas9/sgRNA 複合体の細胞内送達とゲノム編集効率の算出 

HeLa 細胞を 24 ウェルマイクロプレートに播種し、37°C、5% CO2 存在下で 40-50%コ

ンフルエントになるまで培養した。Cas9/sgRNA 複合体 (リボヌクレオタンパク質、RNP) 

は Cas9 (TrueCut Cas9 protein v2, Invitrogen) と sgRNA (TrueGuide Synthetic sgRNA for 

human HPRT1, Invitrogen) および Cas9 Plus Reagent (Invitrogen) を混合することにより調
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製した。RNP は Opti-MEM I reduced serum medium (Invitrogen) 中でペプチドと混合した

後に、細胞と 37°C で 6 時間インキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2

回洗浄し、-MEM(+) を添加し、さらに 37°Cで 42時間インキュベートした。lipofectamine 

CRISPRMAX (Invitrogen) を用いたトランスフェクションでは、RNP と lipofectamine 

CRISPRMAX を混合して 20°C で 15 分静置後ウェルに添加し 48 時間インキュベートし

た。 

ゲノム編集効率は GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit (Invitrogen) を用い、推奨プ

ロトコルに従って導出した。細胞溶解後にタンパク質を分解し、のちにゲノム中の

HPRT1 の遺伝子座を以下のプライマー  (Forward: 5 ′ -ACATCAGCAGCTGTTCTG-3 ′ ,  

Reverse: 5′-GGCTGAAAGGAGAGAACT-3′) を用いた PCR により増幅した。増幅した 2

本鎖 DNA を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Kit (Promega) を用いて精製後、変性・再

アニーリングさせることで、RNP により挿入欠失が起こった HPRT1 領域由来の 1 本鎖

と挿入欠失が起こらなかった 1本鎖がアニールすることによりミスマッチを含むヘテロ

2 本鎖を形成させた。このミスマッチを選択的に認識し切断する Detection Enzyme で処

理した。酵素処理した DNA を非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動することで、切

断された 2 本鎖 DNA の割合を挿入欠失が起こった割合から算出した。 

 

 

PyB 存在下での蛍光標識 10 kDa デキストランの細胞内局在観察 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、PyB 25 M を含むもしく

は含まない-MEM(‒)を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 30 分インキュベートした。

インキュベート後溶液を除き、HAad 20 ないし 40 M、および 200 g/mL Dex10-Alexa を

含み、PyB 25 M 含有 (もしくは非含有の) -MEM(‒)を細胞に投与し 37°C、5% CO2 存

在下で 1 時間インキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 
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g/mL Hoechst 33342 を含む-MEM(+) を添加して 10 分インキュベートし、核染色した。

その後-MEM(+) に溶液を置換し、Dex10-Alexa の細胞内局在を評価した。 

 

 

Generalized Polarization (GP) 値解析による細胞膜パッキングの評価 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、極性感受性蛍光色素の di-

4-ANEPPDHQ (2-hydroxy-3-[2-[(2-hydroxyethyl)dimethylamino]ethyl]-4-[2-[6-

(dibutylamino)-2-naphthyl]ethenyl]pyridinium dibromide, Molecular Probes)を含む-MEM(‒) 

150 L を細胞に投与し、FV3000 Olympus laser scanning microscope に併設された超音波

ステージ IX3-SSU (Olympus) に搭載した顕微鏡用培養システム STXF-IX3WX-SET 

(TOKAI HIT) 上で 37°C、5% CO2 存在下で 10 分インキュベートした。インキュベート

中にマルチエリアタイムラプスのための撮影視野を 8 つ決定し、インキュベート終了後

にマルチエリアタイムラプスを開始した (インターバル 2 分、6 枚)。di-4-ANEPPDHQ の

励起には 488 nm のレーザーを用い、蛍光を 510-550 nm と 630-670 nm の波長範囲を 2 つ

のチャネルに分けて撮影した。画像取得の出力はサンプル添加前において 2 チャネルの

蛍光強度が同程度となるように調整した。マルチエリアタイムラプス開始 5 分後にペプ

チドもしくは PyB を含む-MEM(‒) 50 L を添加した。マルチエリアタイムラプスで得

られた画像のうち 1 枚目 (添加 5 分前) と 6 枚目 (添加 5 分後) を以下の解析に用いた。 

GP 値の解析では、510-550 nm と 630-670 nm の各蛍光波長域のピクセル単位の蛍光強

度をそれぞれ I510-550, I630-670 として以下の式より GP 値を算出した。 

𝐺𝑃 =
𝐼510−550 − 𝐼630−670
𝐼510−550 + 𝐼630−670

 

GP 値の算出および得られた GP 値の分布画像の作成は先行研究[39]で報告されている

マクロを用いて ImageJ 1.47 (NIH) で行った。ペプチドもしくは PyB による細胞膜の GP
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値の変化を解析する際には、GP 値の分布画像上で細胞膜部分を手動で選択した領域を

region of interest (ROI) とし、8 つの撮影視野 1 つごとに 10 個の ROI を選択し、それを

3 日にかけて行ったため結果として 240 個の ROI を選択した。 

以下の式から ROI 内の digital number (0-255, DN) の平均値を-1 から+1 の GP 値に変

換した。 

𝐺𝑃 =
𝐷𝑁

127.5
− 1 

得られた GP 値の変化の大きさ (GP 値) の分布を表した dot plot (n = 240) の作成や

統計解析は JMP Pro (ver. 14.0.0; SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行った。Bartlett

検定の結果等分散ではないサンプルであることが明らかとなったため、Kruskal-Wallis 検

定を行い、その事後検定として Steel-Dwass 検定を行った。 
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第三章の実験 

 

ペプチドの合成 

全てのペプチドの鎖の構築は PSSM-8 ペプチド固相合成機で行った。C 末端アミドの

ペプチド (Cys(Gly)4-HAad-amide, HAad-(Gly)4Cys-amide) の合成には TGS-RAM 樹脂を、

その他の C 末端カルボン酸のペプチドの合成には TGS-PHB 樹脂を用いた。 

蛍光標識 HAad (HAad-(Gly)4Cys(Alexa488)) の合成では、HPLC 精製した未標識ペプチ

ドに Alexa Fluor 488 C5-maleimide (Invitrogen) を反応させることで目的のペプチドを得

た。HPLC による精製、MALDI-TOFMS による分子量の同定を行った。 

Cys(NTA)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH の合成の際には特殊アミノ酸として Fmoc-

Lys(Mtt)-OH を用い、最初のアミノ酸として TGS-PHB 樹脂に導入するために Fmoc-

Lys(Mtt)-OH (4 eq.), HOBt (4 eq.), N, N’-diisopropylcarbodiimide (DIC, 4 eq.) および 4-

dimethylaminopyridine (DMAP, 0.1 eq.) をこの順番で添加した。反応後、未反応のヒドロ

キシ基をキャッピングするために無水酢酸 (2 eq.) と DIEA (2 eq.) を添加した。C 末端

から数えて 2 つ目のアミノ酸以降は PSSM-8 を用いて合成し、最終的に Lys(Mtt)の側鎖

を保護された状態でペプチド鎖を樹脂上で合成した。Boc2O を用いて N 末端を Boc 修

飾し、HFIP/ DCM (1:4 (v:v)) での Mtt 基のみの選択的な脱保護を行った後、azido-PEG12-

NHS ester (Quanta BioDesign) (1.5 eq.), DIEA (1.5 eq.) を反応させた。TFA/triisopropylsilane 

(TIS)/H2O (95:2.5:2.5 (v:v:v)) 処理によって TGS-PHB 樹脂からペプチドを切り出して Mtt

基以外の保護基の脱保護を行った後に HPLC によりペプチドの精製を行った。精製した

ペプチドに対してmaleimido-C3-NTA (Dojindo, 2 eq.) またはAlexa Fluor 488 C5-maleimide

を反応させ、HPLC精製、MALDI-TOFMSによる分子量の同定を経て Cys(NTA)--annulus-

GlyLys(PEG12-N3)-OH または Cys(Alexa488)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH を得た。 

Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide および HAad-(Gly)4Cys(DBCO)-amide の合成の際には



104 

TGS-RAM 樹脂と PSSM-8 により N 末端もしくは C 末端にテトラグリシンリンカーを介

してシステインを有する HAad を合成した。樹脂からの切り出しと脱保護、HPLC によ

る精製の後、DBCO-maleimide (東京化成工業, 1.2 eq.), N-methylmorpholine (5 eq.) を反応

させた。反応物の HPLC 精製、MALDI-TOFMS による分子量の同定によって

Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide および HAad-(Gly)4Cys(DBCO)-amide を得た。 

最後に、dimethylformamide/H2O (1:1 (v:v))中で、Cys(NTA)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-

OH と Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide, Cys(NTA)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH と HAad-

(Gly)4Cys(DBCO)-amide, Cys(Alexa488)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH と

Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide, Cys(Alexa488)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH と HAad-

(Gly)4Cys(DBCO)-amide, を混合してクリック反応により NTA--annulus-N[HAad], NTA-

-annulus-C[HAad], Alexa488--annulus-N[HAad], Alexa488--annulus-C[HAad]を得た。得

られたペプチドは HPLC による精製、MALDI-TOFMS による分子量の同定を行った。合

成したペプチドの配列および構造は Fig. 31-33 および Table 5 に、質量分析結果は Table 

5 に示す。 
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 Table 5. Sequence of peptides and results of MS analysis 

peptide (X; L-2-aminoadipic acid) 
実測値 

m/z 

理論値 

[M+H]+
calcd. 

HAad-(Gly)4Cys(Alexa488) 

(IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-GGGG-Cys(Alexa488)-amide) 
3785.2 3784.3 

   

Cys(NTA)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH [I] 3628.1 3626.9 

Cys(Alexa488)--annulus-GlyLys(PEG12-N3)-OH 3900.0 3899.3 

Cys(DBCO)(Gly)4-HAad-amide [II] 3514.2 3513.9 

HAad-(Gly)4Cys(DBCO)-amide [III] 3513.6 3513.9 

   

NTA--annulus-G-OH 2874.9 2872.7 

NTA--annulus-N[HAad] 7139.5 7138.8 

NTA--annulus-C[HAad] 7139.4 7138.8 

   

Alexa488--annulus-G-OH 3146.5 3145.7 

Alexa488--annulus-N[HAad] 7411.4 7411.2 

Alexa488--annulus-C[HAad] 7411.6 7411.2 

 

 

DLS 測定 

DLS 測定においては、ペプチド 8 nmol を 0.2 nm フィルター処理した純水 200 L に

溶解することで 40 M のペプチド水溶液とした。CAC を求める実験では上記と同様に

して 40 M とした水溶液を段階的に希釈することで 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.1 M に調製

した。調製したペプチド水溶液を 23°C で 1 時間静置させた。静置後サンプルをディス

ポーサブルキュベット (ZEN0040, Malvern Panalytical) に移し、Zetasizer Nano S (Malvern 

Panalytical) を用いて 25°C、測定角 173°、測定時間 10 秒、積算時間 10 回、測定回数 3

回の条件で DLS 測定を行った。得られた結果の中から個数ベースの粒子径分布を結果
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として用いた。 

TEM 観察 

TEM 観察ではペプチド 8 nmol を PBS(+) 200 L に溶解することで 40 M とした。調

製したペプチド水溶液を 23°C で 1 時間静置させた。静置後サンプルのうち 5 L を C-

SMART Hydrophilic カーボンフィルム TEM グリッド (10 nm, ALLIANCE Biosystems) に

載せ 1 分静置後濾紙で水気を除き、5 L EM ステイナー (日新 EM) を用いてネガティ

ブ染色 (15 分) した。濾紙で余った EM ステイナーを除き、真空乾燥 (3 時間) したのち

に JEM-1400 Plus (JEOL) により印加電圧 80 kV にて TEM 観察を行った。 

 

 

限外濾過を用いた EGFP-His6 の人工ウイルスキャプシドへの内包効率の導出 

限外濾過による EGFP-His6 の内包試験ではペプチド 20 nmol を NiCl2 40 M, EGFP-

His6 5 M を含む PBS(+) 500 L に溶解させてペプチド 40 M とした。23°C で 1 時間静

置させたのち、サンプルを Amicon Ultra 0.5 mL (MWCO 100K, Merck Millipore) に移して

14,000g にて 15 分遠心した。遠心後限外濾過膜に残った画分 (20 L) と濾過された画分 

(480 L) にそれぞれ 480 L, 20 L の PBS(+)を加えて共に 500 L とした。それぞれのサ

ンプル 15 L と 2-メルカプトエタノール含有 4x SDS sample buffer 5 L を混合し 95°C で

5 分加熱後 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, 15% 

acrylamide, 100 V, 1 h) を行った。泳動後、rapid stain CBB (ナカライテスク) を用いて 20

分染色し、そののち純水で一晩脱染色を行った。脱染色後のゲルをスキャナーにて画像

化し、ImageJ によりゲル画像のバンドを定量化した。 

 

 

蛍光標識ペプチドを用いた人工ウイルスキャプシドの細胞内局在観察  

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。蛍光標識ペプチド 2 nmol を PBS(+) 200 L に溶解するこ
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とで 10 M とした。細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、23°C で 1 時間静置させたサンプルを

細胞に添加して 37°C、5% CO2 存在下で 1 時間インキュベートした。インキュベート後

細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、-MEM(+) に溶液を置換したのちにペプチドの細胞内局

在を CLSM 観察により評価した。 

 

 

EGFP-His6 内包人工ウイルスキャプシドの細胞内取り込みと顕微鏡観察 

HeLa 細胞を 35 mm グラスボトムディッシュに播種し、37°C、5% CO2 存在下でコンフ

ルエントになるまで培養した。ペプチド 8 nmol を NiCl2 40 M, EGFP-His6 5 M を含む

PBS(+) 200 L に溶解させてペプチド 40 M とした。同様にして Ni2+を含まないサンプ

ル、10% BS を含むサンプルを用意した。それらは 23°C で 1 時間静置させることで人工

ウイルスキャプシドを形成させた。また、限外濾過膜に残った画分を投与するサンプル

では、ペプチド 8 nmol を NiCl2 40 M, EGFP-His6 5 M を含む PBS(+) 200 L に溶解さ

せてペプチド 40 M としたものを Amicon Ultra 0.5 mL (MWCO 100K) に移して 14,000g

にて 15 分遠心した。遠心後限外濾過膜に残った画分 (20 L) を PBS(+) 180 L で希釈

したものをサンプルとして用いた。 

細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄後、サンプルを細胞に投与し 37°C、5% CO2 存在下で 1 時

間インキュベートした。インキュベート後細胞を PBS(‒) で 2 回洗浄し、5 g/mL Hoechst 

33342 を含む-MEM(+) を添加して 10 分インキュベートすることにより核染色を行っ

た。インキュベート後-MEM(+) に溶液を置換し、EGFP-His6 の細胞内局在を CLSM に

て評価した。 
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