
 
 
 
 
 
 
 
 
 

バイオ⾼分⼦の細胞内取り込みに影響を与える 
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略語表 

AF488  Alexa Fluor 488 

AF568  Alexa Fluor 568 

ANXA1  Annexin A1 

ANXA2  Annexin A2 

ANXA4  Annexin A4 

ANXA5  Annexin A5 

BS  bovine serum 

CaM  calmodulin 

CCLE  Cancer Cell Line Encyclopedia 

CHC  clathrin heavy chain 

CLSM  confocal laser scanning microscope 

CME  clathrin-mediated endocytosis 

CPP  cell-penetrating peptide 

CPZ  chlorpromazine 

D-MEM  Dulbecco's modified Eagle medium 

DDS  drug delivery system 

dex10  dextran (10 kDa) 

dex70  dextran (70 kDa) 

DIC  differential interference contrast 

DIEA  N,N-diisopropylethylamine 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

Dox  doxycycline 

EDT  1,2-ethanedithiol 

EGF  epidermal growth factor 

EGFP  enhanced green fluorescent protein 

EGFR  epidermal growth factor receptor 

EGTA  ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

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

ESCRT  endosomal sorting complex required for transport 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

F-actin  filamentous actin 

HBSS  Hanks’ balanced salt solution 

HEPES  2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid 

HPLC  high performance liquid chromatography 
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IgG  immunoglobulin G 

KCNN4  potassium calcium-activated channel subfamily N member 4 

KD  knockdown 

KO  knockout 

MALDI-TOF-MS matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry 

MPC  macropinocytosis 

NHE  Na+/H+ exchanger 

NPC  nuclear pore complex 

OE  overexpression 

PBS  phosphate buffered saline 

Pen  penetratin 

PI  propidium iodide 

PIPs  phosphoinositides 

Puro  puromycin 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

SD  standard deviation 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SE  standard error 

sgRNA  single guide RNA 

siRNA  small interfering RNA 

TFA  trifluoroacetic acid 

Tfn  transferrin 

Tg  thapsigargin 

TMR  tetramethylrhodamine 

TPM  transcripts per million 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 

WT  wild type 

α-MEM  α-minimum essential medium 
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緒 ⾔ 

 抗体は分⼦認識⼒が⾼く、特定のターゲットに対して⾼い特異性を⽰すことから、創薬モダリ
ティとして近年注⽬を集めている 1,2。しかし、抗体は分⼦量が⼤きく、親⽔性の⾼い物理化学的
特性を有するため、細胞膜を透過することが困難であり、現時点で認可されている抗体医薬品の
標的は主に細胞外分⼦に限られている 3,4。⼀⽅で、細胞内には潜在的な薬のターゲットが多く存
在する 5,6。抗体をはじめとするバイオ⾼分⼦の標的を細胞内にまで拡張することを⽬的として、
抗体を含むタンパク質・ペプチドや遺伝⼦・mRNA・医薬品核酸、さらにはこれらの⽣物活性バイ
オ⾼分⼦を内包するナノ粒⼦の細胞内への導⼊⽅法が広く研究されてきた 7-11。 

 細胞内送達の⼿法は、⼤きくエンドサイトーシスを利⽤する経路と、細胞膜を介してサイトゾ
ルに直接移⾏する経路の⼆つに分類される（Figure 0）。エンドサイトーシスを利⽤する経路では、
細胞外物質が⾮選択的または積極的にエンドサイトーシスによって取り込まれ、エンドソームへ
と移⾏した後に、その⼀部がエンドソームから漏出するプロセス（エンドソーム脱出）を経てサ
イトゾルへと到達する 12-15。この経路では、エンドサイトーシスによる取り込みの効率とエンド
ソーム脱出の効率が、薬物の細胞内送達量を制限する主要因となる 16,17。クラスリン依存性やカベ
オラ依存性のエンドサイトーシスにより形成されるエンドソームは直径約 100 nm と⼩さく、取り
込むことのできるカーゴ量に限界がある。このため、近年ではマクロピノサイトーシス（MPC）
というエンドサイトーシス経路が注⽬されている。MPC は通常のエンドサイトーシスと⽐較して
⼤規模であり、形成されるエンドソーム（マクロピノソーム）の直径は数 µm に及ぶ場合もある
18。これまでに、様々な細胞内送達システムに MPC が関与していることが報告されており 19-22、
MPC を⼈為的に誘導して液相取り込みを促進することで⽣物活性バイオ⾼分⼦を細胞内に導⼊
する試みも⾏われている 23。 

 細胞膜を介してサイトゾルに直接移⾏する経路では、薬物がエンドソームを介さずにサイトゾ
ルへと到達することで、速やかに⽣物活性を発揮できる。この経路を利⽤する⼿法として、エレ
クトロポレーションによる細胞膜上での⼀時的な孔の形成や 24,25、タンパク質のエステル化によ
る膜透過性の向上 26などの⽅法がある。中でも、細胞膜透過ペプチド（CPP）の利⽤は広く研究さ
れており、HIV-1 Tat タンパク質由来のペプチド（TAT：GRKKRRQRRRPPQ）27、オリゴアルギニ
ン（R8：RRRRRRRR など）28,29、およびショウジョウバエ Antennapedia由来の Penetratin（Pen：
RQIKIWFQNRRMKWKK）30などが CPP として機能することが報告されている。CPP は化学的修
飾や複合体形成によってタンパク質やペプチドなどを細胞内へと導⼊できる。また、筆者の所属
研究室では、溶⾎性ペプチドの細胞毒性を低減させることで、細胞膜を介したサイトゾルへの直
接移⾏による細胞内送達を可能とする新規ペプチド L17E を開発し、抗体の短時間かつ簡便なサ
イトゾル送達を実現している 31。 

 このように、⽣物活性バイオ⾼分⼦の細胞内送達を実現するために多くの⼿法が研究されてき
たが、既存の送達⼿法を臨床応⽤するためには、送達効率や特異性の低さなど、依然として多く
の課題が残されている 32,33。その要因の⼀つとして、それぞれの送達⼿法のメカニズムが⼗分に解
明されていないことが挙げられる。特に、細胞内送達に影響する細胞側の特性についての理解が
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不⼗分であることが課題となっている。したがって、より有⽤な送達⼿法の開発に向けて、これ
らの細胞内送達経路の分⼦基盤を解明することが必要不可⽋である。 

 本研究では、上⽪成⻑因⼦（EGF）によって誘導される MPC と、筆者の所属研究室で開発され
た細胞内送達ペプチド L17E を⽤いた細胞内送達法に着⽬し、これらの系を利⽤した細胞外物質
の取り込みに影響を与える細胞因⼦の特定を⽬指した。第１章では、機械受容チャネル Piezo1 を
活性化させることで EGF 誘導型 MPC が抑制されることを発⾒した。第２章では、カルシウム活
性化カリウムチャネル KCa3.1 が L17E による細胞内送達に重要な役割を果たすことを明らかにし
た。第３章では、膜修復タンパク質である ANXA2 が L17E 活性を抑制的に制御することを⾒出し
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 0. Two major pathways for intracellular delivery of macromolecules. Endocytic uptake (e.g., 
clathrin- or caveolae-mediated endocytosis and macropinocytosis) internalizes extracellular cargo, with 
endosomal escape releasing them into the cytosol. Direct penetration allows cargos to bypass endosomes 
and directly enter the cytosol. 
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第１章 
EGF 誘導型マクロピノサイトーシスにおける Piezo1 の寄与 

序論 

 マクロピノサイトーシス（MPC）は、エンドサイトーシスの⼀種であり、アクチンの再構成に
よって引き起こされる細胞膜の波状の動き（膜ラッフル）と、それに続くラッフルの閉鎖による
⼩胞（マクロピノソーム）の形成を介して細胞外物質を⾮選択的に取り込む経路である34-36。マク
ロピノソーム（直径0.2〜10 μm）は、他のエンドサイトーシス経路で形成されるエンドソーム（直
径約100 nm）に⽐べて著しく⼤きいため、アミノ酸やタンパク質を含む細胞外液を⼤量に取り込
むことが可能である18,36。近年、細胞内薬物送達の観点から、MPCは抗体やタンパク質、核酸類な
どの⽣物活性バイオ⾼分⼦、あるいはこれらを内包する種々のナノ粒⼦を効率よく取り込む経路
として注⽬されており、MPCを⼈為的に制御する研究が進められてきた17,22。したがって、MPCの
作動原理を理解することは、分⼦⽣物学的な意義を持つだけでなく、薬物送達技術の発展にも寄
与することが期待される。しかし、MPCに特異的に機能するタンパク質や脂質は⼗分に特定され
ておらず、有⽤なMPC阻害剤はほとんど存在しない37。そのため、MPCの新たな制御⽅法の発⾒と
開発が求められている。 

 MPC は、例えば上⽪成⻑因⼦（EGF）の刺激によって誘導される。EGF 刺激は、EGF 受容体
（EGFR）を介してホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）や低分⼦量 GTPase である
Rac1 を活性化し、これによってアクチンの再構築とホスホイノシチド（PIPs）の段階的な変換が
引き起こされる。これらのプロセスによって、膜ラッフルの誘導、ラッフルの閉鎖、そしてマク
ロピノソームの形成が促進される 38。このように、MPC はアクチン重合や⼤規模な膜変形を伴
うことが知られているが、細胞膜に⽣じる機械的な⼒を感知する機械受容チャネル 39,40 や、細
胞内シグナル伝達における重要なセカンドメッセンジャーである Ca2＋が MPC に与える影響
については、これまでほとんど報告されていない 41。そこで、第 1章では、代表的な機械受容
応答性カルシウムチャネルである Piezo142,43 に着⽬し、Piezo1 の活性化が MPC に与える影響
について調べた。 

 Piezo1アゴニストYoda144の存在下で、A431細胞におけるEGF誘導型MPCが強⼒に阻害され
ることを確認した。Piezo1ノックアウト（KO）A431細胞においては、Yoda1存在下でもMPC阻
害が⾒られず、さらに野⽣型A431細胞と⽐較してMPC活性が約30％増加していた。次に、Yoda1

によるPiezo1活性化がMPCにおけるラッフル形成に及ぼす影響を検討したところ、Yoda1存在
下ではEGFによって誘導されるラッフルリングやこれに先⽴つRac1の活性化が抑制されるこ
とが明らかとなった。また、Yoda1によるMPC阻害には細胞外Ca2＋が必須であったことから、
Piezo1を介したCa2+流⼊によってMPCが阻害されることが⽰された。Piezo1の下流で機能する
分⼦としてKCa3.1チャネル45に着⽬したところ、KCa3.1の阻害剤処理によってYoda1によるラ
ッフリング抑制が解除されることが確認された。  
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第１節 Yoda1 による Piezo1 活性化による MPC 阻害 

 本研究では、上⽪成⻑因⼦受容体（EGFR）を⾼発現し、EGF刺激によってマクロピノサイトー
シス（MPC）を誘導可能なヒト表⽪癌細胞株A431を使⽤した。A431細胞におけるEGF誘導型MPC

の活性は、マクロピノソームマーカーであるTMR標識70 kDaデキストラン（TMR-dex70）の細胞
内取り込み量を指標として、フローサイトメトリーおよび顕微鏡観察により評価することができ
る46。A431細胞をTMR-dex70と共にインキュベートしたところ、EGF存在下では、EGF⾮存在下と
⽐較して、TMR-dex70の細胞内取り込みが顕著に増加した（Figures 1-1A, B）。Piezo1の活性化が
EGF誘導型MPCに及ぼす影響を評価するため、Piezo1アゴニストであるYoda1をEGFおよびTMR-

dex70と共処理したところ、Yoda1は濃度依存的にEGFによるTMR-dex70取り込みを抑制し、1.5 µM

の濃度ではTMR-dex70取り込みがほぼ完全に抑制されることが確認された（Figures 1-1A, B）。次
に、Yoda1がMPCを特異的に抑制しているかを確認するために、クラスリン依存性エンドサイトー
シス（CME）経路によって取り込まれるトランスフェリン（Tfn）の取り込みへのYoda1の影響を
検討した。Yoda1は、A431細胞へのAlexa Fluor 568標識Tfnの取り込みを有意に抑制したが、その低
下割合は10％程度であり、CMEに対するYoda1の影響は限定的であることが⽰された（Figures 1-

1C, D）。さらに、MPCはEGF刺激によって誘導されるもの以外にも、変異Rasによって恒常的に誘
導されているものも知られているため、N-Ras変異を有するHT1080細胞におけるMPC47に対する
Yoda1の影響を調べた。その結果、HT1080細胞におけるTMR-dex70取り込みは、Yoda1によって濃
度依存的に抑制されることが確認された（Figures 1-1E, F）。以上の結果から、Yoda1はCMEにはほ
とんど影響せずに、MPCをEGF誘導型またはRas変異誘導型に限らず阻害することが⽰された。以
下ではA431細胞におけるEGF誘導型MPCに絞って検討を⾏った。 

 続いて、A431 細胞における Yoda1 の細胞毒性を確認するために、WST-8アッセイによる細胞⽣
存率試験を⾏った。⾎清飢餓状態にした A431 細胞に Yoda1（1.5 µM）を 30 分間処理しても有意
な細胞毒性は認められなかった（Figure 1-2A）。より⾼濃度の Yoda1（3 µM）を 30 分間処理した
場合では、細胞⽣存率がわずかに低下した（細胞⽣存率約 90％、Figure 1-2A）。また、Yoda1（1.5 

µM）の処理時間を 4 時間に延ばした場合では、⾎清飢餓状態の A431 細胞でわずかながら有意な
細胞毒性を引き起こした（細胞⽣存率約 80％、Figure 1-2B）。対照的に、⾮⾎清飢餓状態の A431

細胞においては、Yoda1（1.5 µM）で 4 時間処理しても、有意な細胞毒性は観察されなかった（Figure 

1-2C）。これらの結果から、本研究の実験条件（Yoda1 1.5 µM、10 分間処理）では、A431 細胞に
対する Yoda1 の細胞毒性は無視できる程度であることが確認された。まとめると、以上の結果か
ら、Piezo1 アゴニストである Yoda1 によって、EGF 誘導型 MPC を細胞毒性なく強⼒に阻害でき
ることが⽰された。 
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Figure 1-1. Piezo1 agonist Yoda1 inhibits macropinocytosis. (A) Flow cytometry analysis of EGF-
stimulated TMR-dex70 uptake into A431 cells with the indicated concentration of Yoda1 for 10 min. (B) 
Confocal microscopy observation of EGF-stimulated TMR-dex70 uptake into A431 cells in the absence 
or presence of Yoda1 (1.5 µM) for 10 min. The bottom images show enlarged views of the areas outlined 
by the white squares in the top images. (C) Flow cytometry analysis of AF568-Tfn uptake into A431 cells 
in the absence or presence of Yoda1 (1.5 µM) for 10 min. (D) Confocal microscopy observation of AF568-
Tfn uptake into A431 cells treated as in (C). (E) Flow cytometry analysis of TMR-dex70 uptake into 
HT1080 cells with the indicated concentration of Yoda1 for 30 min. (F) Confocal microscopy observation 
of TMR-dex70 uptake into HT1080 cells in the absence or presence of Yoda1 (12 µM) for 30 min. Scale 
bars, 10 µm (B bottom); 20 µm (B top, D, F). Data represent the mean ± SE of three independent biological 
replicates. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001; n.s., not significant. One-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (A); Student’s t-test (C). 
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 EGF 誘導型MPC における Piezo1 の寄与をさらに検討するため、CRISPR/Cas9 システム 48を⽤
いて Piezo1 ノックアウト（KO）A431 細胞を作製し、2 つのシングルセル KO クローン（クロー
ン#1 および#2）を取得した。Piezo1 は Yoda1刺激に応答して Ca2+流⼊を引き起こすことから、WT 

A431 細胞および Piezo1 KO クローン#1、#2 における Yoda1添加時の細胞内 Ca2+濃度変化を評価
した。遺伝⼦コード型カルシウムプローブである GCaMP6s49を各細胞に発現させ、GCaMP6s の蛍
光強度を指標として、細胞内 Ca2+濃度をモニタリングしたところ、Yoda1 による細胞内 Ca2+濃度
の増加がこれら 2 つの KO クローンでは完全に消失していることが確認された（Figure 1-3A）。
Ca2+イオノフォアであるイオノマイシンによって細胞内 Ca2+濃度を上昇させた場合では、野⽣型
（WT）A431 および Piezo1 KO A431 細胞の両⽅で GCaMP6s の蛍光強度が増加することを確認し
た（Figure 1-3A）。続いて、ゲノム DNA への変異の導⼊を調べるためにゲノム DNA のシーケンス
解析を⾏ったところ、検出されたすべてのアレルにおいて変異が認められた（Figure 1-3B）。しか
し、両クローンにおいて、フレームシフト変異を伴わないアレル（33 および 9塩基対の⽋失によ
り、それぞれ Piezo1 タンパク質の 11 および 3アミノ酸が⽋失する Δ946–956 および Δ944–946変
異）が存在することが確認された。これらの⽋失変異体が Piezo1 の機能を喪失しているかを確認
するため、両変異体を、IRES2 配列を介して蛍光タンパク質 mCherry を同時発現するベクターに
クローニングし、HEK293T 細胞において強制発現させた（Figure 1-3C）。クローン#1 に⾒られる
Δ946–956 変異体は、わずかに Yoda1 依存的な Ca2+流⼊を⽣じたものの、クローン#2 に⾒られる
Δ944–946 変異体では Yoda1 応答性が完全に消失していることが確認された（Figure 1-3C）。以上
の結果より、以降の実験では、KO クローン#2 を Piezo1 KO A431 細胞として使⽤することとした。
さらに、リアルタイム定量 PCR（qPCR）により、Piezo1 KO A431 細胞では、WT A431 細胞と⽐較
して Piezo1 mRNAレベルが 90%以上減少しており、KO 細胞において変異型 Piezo1 はほとんど発
現していないことが確認された（Figure 1-3D）。 

Figure 1-2. Cell viability of A431 cells treated with Yoda1 (A) Serum-starved A431 cells were treated 
with Yoda1 at the indicated concentration for 30 min in D-MEM(–). (B) Serum-starved A431 cells were 
treated with Yoda1 at the indicated concentrations for 4 h in D-MEM(–). (C) A431 cells were treated with 
Yoda1 at the indicated concentration for 30 min in D-MEM(+). Data represent the mean ± SE of three 
independent biological replicates. *, p < 0.05; **, p < 0.01; n.s., not significant. One-way ANOVA 
followed by Dunnett’s post hoc test. 
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Figure 1-3. Characterization of Piezo1 knockout A431 cells. (A) GCaMP6s fluorescence intensity in 
WT, Piezo1 KO clone #1, and clone #2 cells were recorded every 1 min. Yoda1 (1.5 μM) and ionomycin 
(5 μM) were added at 5 and 13 min after the start of time-lapse imaging, respectively. Left: Representative 
images of GCaMP6s-expressing cells before and after addition of Yoda1 and ionomycin. Middle: 
Representative time-course of relative fluorescence intensity of GCaMP6s. Right: Quantification of 
maximum Yoda1-induced GCaMP6s intensity increase. (B) CRISPR/Cas9 target site of the Piezo1 gene. 
The guide sequence and the protospacer adjacent motif are shown in blue and green, respectively. 
CRISPR/Cas9-mediated deletions are shown in red. (C) HEK293T cells were transfected with the 
indicated vector, loaded with Fluo-8 AM (5 µM) and then Fluo-8 fluorescence intensity was recorded 
every 1 min. Transient gene expression was confirmed by IRES2-dependent co-expression of mCherry. 
Yoda1 (1.5 µM) was added 5 min after the start of time-lapse imaging. Left: Representative images before 
and after Yoda1 addition. Middle: Representative time-course of relative fluorescence intensity of Fluo-
8 AM. Data represent mean ± SEM. Right: Quantification of maximum Yoda1-induced GCaMP6s 
intensity increase. (D) Expression of Piezo1 in A431 cells (WT, KO clone #1, #2). Piezo1 mRNA 
expression level was determined by qPCR. GAPDH shows relative mRNA expression level of Piezo1 in 
each condition. Data are presented in box plot of cells pooled from two independent experiments (A). 
Data are presented in box plot of cells pooled from three independent experiments (C). Data represent the 
mean ± SD of triplicate samples from one of two independent experiments (D). ****, P < 0.0001 (one-
way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test). Scale bars, 20 µm (A); 25 µm (C). Data represent the 
mean ± SE of three independent biological replicates. *, p < 0.05; ****, p < 0.0001; n.s., not significant. 
One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (A, C); one-way ANOVA followed by 
Dunnett’s post hoc test (D). 
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 Piezo1 KO A431 細胞における MPC 活性を評価するため、TMR-dex70 取り込み量を測定したと
ころ、Yoda1 の有無にかかわらず、Piezo1 KO A431 細胞において EGF 依存的な TMR-dex70 取り
込みが誘導されることが確認された（Figures 1-4A, B）。この結果は、Piezo1⾃体は MPC に必須で
はないことを⽰す⼀⽅で、Yoda1 による EGF 誘導型MPC阻害が Piezo1 依存的であることが⽰し
ている。さらに、EGF刺激誘導型 MPC によるデキストラン取り込み量は、Piezo1 KO A431 細胞
にでは WT A431 細胞と⽐べて約 30%増加していることが確認された（Figure 1-4C）。この結果は、
MPC のプロセスにおいて Piezo1 が活性化され、それによって MPC が負に制御される可能性を⽰
唆している。 

  

Figure 1-4. EGF-stimulated macropinocytosis in Piezo1 knockout A431 cells. (A) Flow cytometry 
analysis of EGF-stimulated TMR-dex70 uptake into Piezo1 KO A431 cells (clone #2) in the absence or 
presence of Yoda1 (1.5 μM) for 10 min. (B) Observation of EGF-stimulated TMR-dex70 uptake into 
Piezo1 KO A431 cells treated as in (A). The bottom images show enlarged views of the areas outlined by 
the white squares in the top images. (C) Flow cytometry analysis of EGF-stimulated TMR-dex70 uptake 
into WT and Piezo1 KO A431 cells for 10 min. Scale bars, 10 µm (B bottom); 20 µm (B top). Data 
represent the mean ± SE of three independent biological replicates. ***, p < 0.001; n.s., not significant. 
One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (A, C). 
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第２節 ラッフリングと Rac1 活性に対する Piezo1 活性化の影響 

 MPC には、アクチン再構築によって誘導される膜ラッフルの形成と、形成されたラッフル膜同
⼠の融合によるマクロピノソームの形成という⼆つのステップが関与することが知られている 50。
Yoda1 がどのステップを阻害するのかを明らかにするため、タイムラプスイメージングによって
EGF刺激後の辺縁ラッフルの形成の様⼦を観察した。辺縁ラッフルは、アクチンに富むシート状
の膜の突出である 51。Yoda1 の⾮存在下では、EGF添加後 6 分以内に A431 細胞のコロニー辺縁の
細胞膜がシート状に伸⻑し、その後再び折り返す様⼦が観察された（Figure 1-5A EGF）。対して、
Yoda1 存在下では、膜の伸⻑は観察されなかった（Figure 1-5A EGF + Yoda1）。さらに、⾛査型電
⼦顕微鏡観察によっても、Yoda1 が EGF 誘導による周辺ラッフルの形成を強⼒に阻害することが
確認された（Figure 1-5B）。また、ファロイジンを⽤いた F-actin（フィラメント状に重合したアク
チン）の染⾊により、Yoda1 がラッフル形成時のアクチン重合に及ぼす影響を検討した。ローダミ
ン標識したファロイジンを⽤いて F-actin を染⾊したところ、Yoda1 ⾮存在下では約 25%の細胞に
おいて F-actin陽性な辺縁ラッフルの形成が EGF刺激依存的に確認された（Figure 1-5C）。対して、
Yoda1 を EGF と共処理した場合では、辺縁ラッフルを形成した細胞の割合が有意に減少し、F-actin

陽性な辺縁ラッフルが⾒られた細胞は約 5%であった（Figure 1-5C）。以上の結果から、Yoda1 によ
る Piezo1 活性化によって、F-actin の集積および辺縁ラッフルの形成が阻害されることが確認され
た。 

 MPC におけるラッフル形成には、低分⼦量 GTPase である Rac1 が関与することが知られている
52。そこで、Yoda1 存在下および⾮存在下における EGF刺激時の Rac1 活性を、活性化 Rac1（Rac1-

GTP）のプルダウンアッセイにより評価した。EGF を処理した場合では、既報の通りに 53、細胞
内 Rac1-GTP 量が増加することが確認された（Figure 1-6A）。⼀⽅、Yoda1 を EGF と共処理した場
合、Rac1-GTP 量の増加はほぼ完全に抑制された（Figure 1-6A）。この結果より、Yoda1 が Rca1 の
活性化を抑制することで、F-actin 再構成とそれに続くラッフル形成を抑制していることが⽰唆さ
れた。MPC への Rac1 の寄与を確認するため、Rac1阻害剤である NSC23766 の MPC阻害効果を
評価した。NSC23766処理によって、EGF刺激時の TMR-dex70 取り込みが、Yoda1 を処理した場
合と同程度に阻害されたことから（Figures 1-6B, C）、Rac1 の活性化が EGF 誘導型MPC に必要で
あり、Yoda1 による Rac1阻害によって MPC が抑制され得ることが裏付けられた。 
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Figure 1-5. Piezo1 activation inhibits peripheral ruffle formation. (A) Live cell imaging of EGF-
induced membrane ruffles in A431 cells. The cells were stimulated with EGF in the absence or presence 
of Yoda1 (1.5 μM). Live cell imaging was started immediately after adding EGF and Yoda1. DIC images 
at the indicated time points (0, 3, and 6 min) are shown. The bottom images show enlarged views of the 
areas outlined by the white squares in the images at 6 min. (B) Scanning electron microscopy images of 
A431 cells stimulated with EGF in the absence or presence of Yoda1 (1.5 μM) for 5 min. (C) F-actin 
staining with phalloidin. Left: Representative confocal images are shown. Yellow arrowheads indicate 
peripheral membrane ruffling areas. Right: Quantification of cells with peripheral ruffles. Scale bars, 10 
µm (B); 20 µm (A); 50 µm (C). Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates. 
(C). ****, p < 0.0001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test 
(C). 
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Figure 1-6. Piezo1 activation inhibits Rac1 activation. (A) Rac1 activation pull-down assay. 
Representative western blot images (left) and densitometric analysis of Rac1-GTP levels normalized to 
total Rac1 (right) are shown. (B) Flow cytometry analysis of EGF-stimulated TMR-dex70 uptake into 
A431 cells for 10 min in the presence of Yoda1 (1.5 µM) or a Rac1 inhibitor NSC23766 (100 µM). (C) 
Confocal microscopy observation of TMR-dex70 uptake in A431cells treated as in (B). Data represent 
the mean ± SE of three independent biological replicates (A, B). *, p < 0.05; ****, p < 0.0001; n.s., not 
significant. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (A, B). 
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 次に、Yoda1 が Rac1 を阻害する機序について、三つの可能性を検討した。初めに、細胞内コレ
ステロール分布への影響を検討した。膜ラッフルおよび MPC の誘導においては、Rac1 の局在を
調節するために膜コレステロールが必要であることが知られる 54。さらに、Piezo1 の活性もコレ
ステロールによって調節されることが知られる 55。コレステロールを検出するために、遺伝⼦コ
ード型コレステロールプローブである mCherry-D4H56 を⽤い、Yoda1 処理による細胞内コレステ
ロール局在の変化を解析した。共焦点顕微鏡を⽤いたタイムラプスイメージングの結果、Yoda1 は
細胞内のコレステロール分布に影響を及ぼさないことが確認され（Figure 1-7）、Yoda1 による MPC

の阻害がコレステロール局在の変化によるものではないことが⽰された。次に、Yoda1 が細胞内
pH を低下させる可能性について検討した。代表的な MPC 阻害剤であるアミロライドは、Na+/H+

交換輸送体（NHE）を阻害することで細胞内 pH を低下させ、それによって Rac1 活性化を阻害し、
結果として MPC を抑制することが知られている 53。Yoda1処理時の細胞内 pH の変化を調べるた
め、SNARF-5F を⽤いた⼆⾊蛍光法（645/585 nm）により、細胞内 pH を既報に従って測定した 53。
A431 細胞を Yoda1、または MPC 阻害剤として広く⽤いられているアミロライド誘導体である
EIPA で処理し、細胞内 pH を⽐較したところ、EIPA 処理時には細胞内 pH が有意に低下したが、
Yoda1処理時には細胞内 pH の変化は認められなかった（Figure 1-8）。このことから、Yoda1 は細
胞内 pH に影響を及ぼすことなく、代表的な MPC阻害剤である EIPA とは異なる機序により MPC

を阻害していることが⽰された。最後に、Yoda1 が Rac1 活性化につながる EGF シグナル伝達経
路を阻害している可能性を検討した。ウエスタンブロットにより、EGF刺激による EGFR および
Vav2 のリン酸化への Yoda1 の影響を検討した。その結果、Yoda1 はこれらのリン酸化を阻害しな
いことが確認された（Figure 1-9）。Yoda1処理によって Rac1 の活性化が阻害されるメカニズムを
明らかにするためは更なる研究が必要であるが、以上の結果から、Yoda1 が従来とは異なる機序
によって Rac1 活性化を阻害する可能性が⽰唆された。 

Figure 1-7. Yoda1 does not affect cholesterol 
localization. A431 cells were transfected with 
mCherry-tagged D4H, a specific probe for cholesterol, 
serum-starved for 4 h, and then mCherry-D4H 
fluorescence images were acquired every 20 sec. The 
time of EGF (20 nM) and Yoda1 (1.5 µM) addition was 
defined as time = 0. Images at the indicated time points 
(1 min before reagent addition, and 20 sec and 3 min 
after addition) are shown. Scale bars, 20 µm. 
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Figure 1-8. Yoda1 does not change intracellular pH. (A) Relationship between fluorescence intensity 
ratio (645/585 nm) of SNARF-5F AM and intracellular pH. The fluorescence intensity ratio (645/585 nm) 
of SNARF-5F AM was plotted against the respective pH, and linear regression analysis was performed 
to obtain the calibration curve. Data represent mean ± s.e.m. (n = 150 cells for each condition from three 
independent experiments). (B) Intracellular pH measurement using SNARF-5F AM in starved A431 cells 
treated either with Yoda1 (1.5 µM) for 10 min or EIPA (25 µM) for 30 min in D-MEM(–). EIPA was used 
as a positive control to reduce intracellular pH. The intracellular pH value was obtained from the 
calibration curve in (A). Data represent the mean ± SE (n = 150 cells for each condition from three 
independent experiments). ***, p < 0.001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by Dunnett’s 
post hoc test. 

Figure 1-9. Yoda1 does not inhibit phosphorylation of EGFR and Vav2. (A) Schematic diagram 
showing the pathway of Rac1 activation by EGF. (B) Western blot analysis. A431 cells were treated with 
EGF (20 nM) and Yoda1 (1.5 μM) for 5 min, and total cell lysates were analyzed by SDS-PAGE followed 
by western blotting. Experiments were performed at least twice with similar results. 



 17 

第３節 Piezo1 活性化による MPC 阻害に対する細胞外 Ca2+の影響 

 Piezo1 が活性化して開⼝することにより、細胞外 Ca2+が細胞内へと流⼊することが知られ
ているため 42、Yoda1 による MPC阻害に細胞外 Ca2+流⼊が関与するかを検討した。まず、A431

細胞における Yoda1 による Ca2+流⼊を確認するため、GCaMP6s を⽤いたタイムラプスカルシウム
イメージングを実施したところ、Yoda1 を添加した直後に細胞内 Ca2+濃度が上昇することが確認
された（Figure 1-10A）。Piezo1 や他の機械受容チャネルは、溶液添加時の刺激によっても活性化
を受ける可能性があるが 57,58、コントロールとして DMSO を含む溶液を添加した場合では
GCaMP6s の蛍光強度の増加は認められなかったことから（Figure 1-10A）、溶液の添加による機械
刺激ではなく、Yoda1 による Piezo1 活性化によって細胞内 Ca2+濃度が増加していることが確認さ
れた。また、Ca2+を含まない HBSS を使⽤した場合では、Yoda1 による細胞内 Ca2+濃度の上昇は認
められなかった（Figure 1-10A）。これらの結果から、A431 細胞において、Yoda1添加によって細
胞外 Ca2+が流⼊し、細胞内 Ca2+濃度が上昇することが⽰された。 

 次に、Yoda1 による MPC阻害における Ca2+流⼊の寄与を調べるため、Ca2+を含まない培地を⽤
いた検討を⾏った。Ca2+を含まない培地中での TMR-dex70 取り込みを評価したところ、細胞外 Ca2+

を含まない条件下では、Yoda1 は EGF 刺激依存的な TMR-dex70 の取り込みを阻害しないことが
確認された（Figures 1-10B, C）。これは、Yoda1 による Piezo1 を介した細胞外 Ca2+流⼊が、MPC阻
害に重要であることを⽰唆している。また、Ca2+を含まない培地中では、Yoda1 を添加しない場合
でも、TMR-dex70 の取り込みが Ca2+を含む培地を⽤いた場合と⽐較して約 40%減少した（Figures 

1-10B, C）。A431 細胞における EGF 刺激誘導型 MPC は、細胞外 Ca2+に依存しないことが既に報
告されているが 41、細胞外 Ca2+の影響は実験条件や評価系の違いにより異なる可能性がある。細
胞外 Ca2+⾃体の EGF 誘導型 MPC への影響については議論の余地があるものの、この結果は、
Yoda1 による Piezo1 活性化が細胞外 Ca2+流⼊依存的に EGF 誘導型MPC を阻害することを⽰して
いる。 
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Figure 1-10. Macropinocytosis inhibition by Yoda1 requires extracellular Ca2+ influx. (A) GCaMP6s 
fluorescence intensity was recorded every 1 min. DMSO and Yoda1 (1.5 μM) were added at 5 and 8 min 
after the start of time-lapse imaging, respectively. Left: Representative images of the GCaMP6s-
expressing cells treated with DMSO and Yoda1 in the absence or presence of Ca2+. Middle: 
Representative time-course of relative fluorescence intensity of GCaMP6s. Right: Quantification of 
maximum Yoda1-induced GCaMP6s intensity increase. (B) Flow cytometry analysis of EGF-stimulated 
TMR-dex70 uptake into A431 cells in Ca2+-containing or Ca2+-free conditions in the absence or presence 
of Yoda1 (1.5 μM). (C) Observation of TMR-dex70 uptake in Ca2+-free condition. The cells were treated 
as in (B). The bottom images show enlarged views of the areas outlined by the white squares in the top 
images. Scale bars, 10 μm (C bottom); 20 μm (A, C top). Data represent in box plot of cells pooled from 
two independent experiments (A). Data represent the mean ± SE of three independent biological 
replicates. (B). ***p < 0.001; ****, p < 0.0001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by 
Tukey-Kramer’s post hoc test (A, B). 
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第４節 Piezo1 活性化による MPC 阻害に対する KCa3.1 の影響 

 Piezo1 を介した Ca2+シグナル伝達の下流で MPC の抑制に関連する分⼦を特定することを⽬指
し、Piezo1下流で機能する分⼦として、KCa3.1 に注⽬した。KCa3.1 はカルシウム活性化カリウム
チャネルであり、Piezo1 を介した Ca2+流⼊によって活性化されることで、⾚⾎球の細胞容積を減
少させることが報告されている 45。また、KCa3.1 は、EGF 誘導型 MPC においても重要な役割を
担うことが報告されている 46。MPC の過程では、ホスホイノシチド（PIPs）の段階的な脱リン酸
化（PI(3,4,5)P3→PI(3,4)P2→PI(3)P→PI）が必要である 59。KCa3.1 は PI(3)P によって活性化される
ことが報告されており、MPC カップの形成にも重要である 46,60。したがって、MPC 後期における
適切なタイミングでの KCa3.1 の活性化が、MPC プロセスの完了に必要であると考えられる。そ
こで、Yoda1 による Ca2+流⼊によって KCa3.1 が急速に活性化され、その不適切なタイミングでの
活性化がラッフル形成を抑制することで MPC が阻害されると仮定した。KCa3.1 の阻害時にはマ
クロピノソームの形成が阻害されるが、ラッフル形成には影響がないことが知られているため 46、
Yoda1 によるマクロピノサイトーシス阻害への KCa3.1 の関与を、膜ラッフル形成を評価すること
で検証した。A431 細胞を選択的 KCa3.1阻害剤である TRAM-3461,62で前処理し、その後、EGF と
Yoda1 を TRAM-34 の存在下で処理した。タイムラプスイメージングおよびファロイジンによる F-

actin 染⾊の結果、TRAM-34 を処理時には、Yoda1 の存在下であっても EGF による周辺ラッフル

Figure 1-11. KCa3.1 inhibition rescues Yoda1-induced suppression of ruffle formation. (A) Live cell 
imaging of EGF-induced membrane ruffles in A431 cells. The cells were pretreated with a KCa3.1 
inhibitor TRAM-34 for 5 min and then stimulated with EGF in the presence of Yoda1 (1.5 µM). Live cell 
imaging was started immediately after adding EGF and Yoda1. DIC images at the indicated time points 
(0, 2.5, and 5 min) are shown. The right image shows an enlarged view of the area outlined by the white 
square in the image at 5 min. (B) F-actin staining with phalloidin. Left: Representative images of A431 
cells pretreated with TRAM-34 for 5 min and then stimulated with EGF in the absence or presence of 
Yoda1 (1.5 µM) for 5 min. Right: Quantification of cells with peripheral ruffles. Scale bars, 20 µm (A); 
50 µm (B). Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates (B). ***p < 0.001; 
n.s., not significant. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (B). 
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形成および F-actin の集積が回復することが確認された（Figures 1-11A, B）。 

 さらに、Yoda1 と Ca2+イオノフォアである ionomycin の MPC 阻害効果を⽐較した。Ionomycin

処理は細胞内 Ca2+濃度を増加させることで、PI(4,5)P2 をジアシルグリセロール（DAG）およびイ
ノシトール-3-リン酸（IP3）に加⽔分解し、ホスホリパーゼ C（PLC）を活性化することが報告さ
れている 63。PI(4,5)P2の段階的なリン酸化および脱リン酸化が MPC に必要であるため、PI(4,5)P2
が急速に分解されると MPC が抑制されると考えられる。そこで、細胞内 PI(4,5)P2の量を、遺伝⼦
コード型バイオセンサーである GFP-PLCδ-PH64を⽤いて評価した。タイムラプスイメージングの
結果、ionomycin 処理によって PI(4,5)P2 バイオセンサーが膜から細胞質へと拡散する様⼦が観察
された（Figure 1-12A）。対して、Yoda1処理によってはバイオセンサーの細胞内局在は変化しなか
った（Figure 1-12A）。これは、Yoda1 は細胞内 Ca2+濃度を上昇させるものの、ionomycin とは異な
り、PI(4,5)P2 を分解しないことを⽰している。さらに、ionomycin 処理を⾏った場合では、Yoda1

処理の場合とは異なり、TRAM-34 による膜ラッフル形成の回復は確認されなかった（Figure 1-12B）。
これらの結果から、Yoda1 は ionomycin とは異なる機序で MPC を阻害しており、Yoda1 による EGF

誘導型MPC の抑制は、Piezo1 活性化を介した Ca2+濃度の増加による KCa3.1 活性化を必要とする
ことが⽰唆された。 

 KCa3.1 の活性化が MPC の抑制に関与していることをさらに確認するため、KCa3.1 活性化剤で
ある SKA-3165を⽤いて KCa3.1 を薬理学的に活性化し、EGF により誘導される膜ラッフル形成お
よびMPC による取り込みが抑制されるかを検討した。SKA-31 の効果を膜ラッフル形成の定量に
より評価したところ、SKA-31 は、Yoda1ほど強⼒ではないものの、EGF による膜ラッフル形成割
合を有意に低下させることが確認された（Figure 1-13A）。続いて、SKA-31処理時の TMR-dex70 取

Figure 1-12. Yoda1 does not induce PI(4,5)P2 depletion. (A) A431 cells were transfected with GFP-
tagged PLCδ-PH, a specific probe for PI(4,5)P2, and then GFP-PLC-PH fluorescence images were 
acquired every 20 s. The time of ionomycin (5 µM) or Yoda1 (1.5 µM) addition was defined as time = 0. 
Images at the indicated time points (1 min before adding reagents, 20 s and 3 min after addition) are 
shown. (B) Live imaging shows that ionomycin inhibits EGF-induced ruffle also in the presence of 
TRAM-34. A431 cells were pretreated with a KCa3.1 inhibitor TRAM-34 (10 µM) for 5 min and then 
stimulated with EGF (20 nM) in the presence of ionomycin (5 µM). Time-lapse imaging was started 
immediately after adding EGF and ionomycin. DIC images at the indicated time points (0 min, 2.5 min, 
and 5 min) are shown. The bottom image shows an enlarged view of the area outlined by the white square 
in the image at 5 min. Scale bars, 20 µm (A, B). 
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り込みを評価したところ、SKA-31 によって EGF 依存的な TMR-dex70 取り込みが有意に抑制され
ることが確認された（Figures 1-13B, C）。以上の結果から、KCa3.1 を⼈為的に活性化することで、
EGF 誘導型MPC を抑制できることが⽰された。 

 本章の結果を総合すると、Yoda1 は特異的に Piezo1 を活性化し、これにより急速な KCa3.1 が急
速に活性化され、Rac1 活性化が阻害されることでアクチン再構築が抑制されることが⽰唆される
（Figure 1-14）。 

Figure 1-13. Pharmacological activation of KCa3.1 inhibits EGF-induced macropinocytosis. (A) F-
actin staining with phalloidin. Left: Representative images of A431 cells pretreated with the KCa3.1 
activator SKA-31 for 5 min and then stimulated with EGF for 5 min. Right: Quantification of cells with 
peripheral ruffles. (B) Flow cytometry analysis of TMR-dex70 uptake. The cells were pretreated with the 
KCa3.1 activator SKA-31 for 5 min and then stimulated with EGF for the uptake of TMR-dex70 for 10 
min. (C) Observation of TMR-dex70 uptake. The cells were treated as in (B). Scale bars, 20 µm (C); 50 
µm (A). Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates. (A, B). *p < 0.05. 
Student’s t-test (A); One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (B). 

Figure 1-14. Working hypothesis of macropinocytosis inhibition using Yoda1. Yoda1-induced, 
Piezo1-dependent extracellular Ca2+ influx causes non-proper activation of KCa3.1, which inhibits Rac1 
activation followed by ruffle formation. 
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討論と展望 

 第１章では、Yoda1 を⽤いて Piezo1 を活性化することで、A431 細胞における EGF 誘導型MPC

を強⼒に阻害できることを⾒出した。Yoda1 による Piezo1 活性化に伴い、細胞外 Ca2+が流⼊し、
Rac1 の活性化が抑制され、それに伴うアクチン重合および膜ラッフルの誘導が阻害されることが
確認された（Figure 1-14）。また、Piezo1 活性化による MPC阻害は、Piezo1 を介したカルシウムシ
グナルの下流で機能するカリウムチャネル KCa3.1 に依存していた。 

 本研究で使⽤した A431 細胞においては、Piezo1 をノックアウト（KO）しても、EGF 誘導型MPC

による TMR-dex70 の取り込みは抑制されず、むしろその取り込み量は WT A431 細胞と⽐較して
約 30%増加していた（Figure 1-4）。この結果から、Piezo1⾃体は MPC に必須の分⼦ではないもの
の、その活性が MPC を負に制御している可能性が⽰唆された。また、細胞⾻格や PIPs などの膜
脂質が Piezo1 の活性に関与していることが報告されている 66-68。MPC の過程では、PIPs の段階的
な変換や、アクチン再構築によるダイナミックな膜変形が⽣じることから、Piezo1 は MPC におい
て特定のタイミングおよび領域で活性化される可能性が考えられる。本章では、アゴニストであ
る Yoda1 を⽤いて Piezo1 を薬理学的に活性化した際の MPC への影響を検討するにとどまってお
り、Piezo1 が MPC の調節に果たす⽣理的役割を調べることは、今後の重要な研究テーマの⼀つで
あると⾔える。また、Piezo1以外の機械受容分⼦（メカノセンサー）や膜張⼒変化⾃体の MPC へ
の影響についても本研究では検討できていない。メカノセンサーと MPC との関連については、近
年、膜張⼒の急激な低下がホスホリパーゼ D2（PLD2）の活性化を介して MPC を誘導することや
69、ヒドラにおける膜張⼒の増加が stretch-activated チャネルを介した Ca2+流⼊によって MPC を抑
制すること 70が報告されている。 

 Yoda1処理により Rac1 の活性化が抑制されるメカニズムも、今後の重要な研究課題である。本
章では、Yoda1 による Piezo1 活性化によって Rac1 活性化が抑制される機序として、三つの可能性
を検討したが、いずれも該当しなかった。この結果から、Piezo1 活性化によって、これまでに報
告されているものとは異なる機序によって Rac1 活性化が抑制されていると考えられる。Piezo1 と
Rac1 の関連については、胃がん細胞を⽤いた研究において Piezo1 ノックダウンが Rac1 活性化を
引き起こすことが報告されており、71、Piezo1 の活性化が Rac1 を抑制する可能性が⽰唆されてい
る⼀⽅で、その詳細なメカニズムは未解明のままである。さらに、反対に Piezo1 活性化によって
Rac1 が活性化されるという報告もあり 72、Piezo1 シグナルによる Rac1 への影響は状況に依存し
て多様であると⾔える。 

 また、本章で、Yoda1 による MPC抑制効果が Piezo1 を介した細胞外 Ca²⁺の流⼊に依存している
ことを⽰したことは、刺激誘導型 MPC と Ca²⁺の関連についての初めての知⾒を提供するという
点で重要な意義を持つ。これまで、MPC と Ca2+との関連については、マクロファージにおける恒
常型 MPC が、カルシウム感知受容体（CaSR）および細胞外 Ca2+に依存することが報告されてい
るのみであった。特に、EGF 誘導型MPC については細胞外 Ca2+⾮依存的であるとされていたが、
これは本章において Ca2+を含まない培地中で MPC 活性が低下したこととは⼀致しない。さらに、
筆者の所属研究室から、Ca2+と MPC の関連についての続報として、Ca2+を細胞外へと排出するカル
シウムポンプである ATP2B4がMPC活性に必要であり、ATP2B4の Ca2+ポンプ活性がマクロピノソー
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ム形成段階の制御に重要であることを報告している 73。ATP2B4 KO A431においてMPC中のカルシウ
ムオシレーションの程度が低下することから、MPC中に適切な細胞内 Ca2+濃度変化が⽣じることが重
要である可能性が⽰唆される 73。今後も Ca2+と MPC との関連についてさらなる研究を進めることで、
MPC特異的な新規の制御機構の解明につながると期待される。 

 KCa3.1 を阻害することで、Yoda1 の存在下であっても EGF刺激による膜ラッフル形成を回復さ
せることができた（Figure 1-11）。MPC と KCa3.1 の関連については、KCa3.1 の活性化が MPC の
後期段階であるラッフル閉鎖とマクロピノソームの形成に必要であることがこれまでに報告され
ている 46。⼀⽅、本章では、活性化剤を⽤いた⼈為的な KCa3.1 の活性化によっても MPC が阻害
さ れ る こ と を 新 た に 発 ⾒ し た 。 MPC の 過 程 で は 、 PIPs の 段 階 的 な 変 換
（PI(3,4,5)P3→PI(3,4)P2→PI(3)P→PI）が⽣じ、KCa3.1 はこのうち PI(3)P によって活性化されるこ
とが知られている。これらの知⾒から、KCa3.1 は MPC の過程で PI(3)P が⽣じる適切なタイミン
グで活性化されることで、MPC を制御していると予想される。さらに、KCa3.1 は Piezo1 による
Ca2+流⼊によっても活性化を受けることが報告されており、Yoda1 による Piezo1 の活性化によっ
て、KCa3.1 が PI(3)P が⽣じる以前の不適切なタイミングで活性化を受けることが、MPC 阻害に
繋がっている可能性がある。これは、Piezo1 が活性化されても KCa3.1 が阻害されていれば EGF

刺激によるアクチン再構築とラッフル形成の段階までは抑制されないことを⽰した本章の結果に
よっても⽀持される。 

 MPC の薬物送達経路としての可能性については序論で述べた通りであるが、病理学的な観点か
らも、MPC は近年がん代謝との関連で⼤きな注⽬を集めている 74-76。MPC は、細胞外タンパク質
や栄養素を⾮選択的に効率よく取り込むことで、がん細胞における栄養供給経路として重要な役
割を果たし、がん細胞の⽣存を促進することが報告されている。このため、MPC阻害剤の開発が
がん治療に応⽤できる可能性が⽰唆されている 74,77-79。この点においても、MPC の分⼦機構の解
明や、MPC を制御するための特異的な薬理学的ツールの開発は極めて重要な意味を持つ 80。従来
の代表的な MPC阻害剤としては、cytochalasin D、wortmannin、EIPA などが挙げられるが、これら
は MPC以外のエンドサイトーシス経路にも影響を及ぼす。例えば、最も頻⽤される MPC阻害剤
である EIPA は、NHE を阻害することで MPC を阻害するが、TRPP3 も阻害するほか 81、筆者の経
験では CME に対しても顕著な阻害効果を⽰し、細胞毒性も無視できない。⼀⽅で、Yoda1 は Piezo1

の特異的なアゴニストであり、CME にほとんど影響を与えず、MPC を特異的に阻害することが
⽰された。この結果は、MPC に対する選択的かつ強⼒な阻害剤としての Yoda1 の可能性を⽰唆す
るものである。本研究では、A431 細胞における EGF 誘導型MPC に対する Yoda1 の阻害効果に加
え、HT1080 細胞における変異 Ras による恒常型 MPC に対する阻害効果も確認した。Ras変異が
ん細胞における MPC に対する Piezo1 の寄与や、それによるがん細胞増殖抑制の可能性は、今後
の重要な検討課題であると⾔える。
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第２章 
L17E による細胞内送達における KCa3.1 の寄与 

序論 

 ⽣物活性バイオ⾼分⼦を細胞内へ導⼊することを⽬的として、リポソームやナノ粒⼦、ペプチ
ドなど様々な⼿法が開発されてきた 7-11。しかし、細胞内送達⼿法の開発に関する報告は数多い⼀
⽅で、それらの送達機序に関する詳細な研究は限られている 82-85。これらの機構を解明すること
で、既存の送達⼿法の改良や、新規デリバリー概念の創出に寄与することが期待される。さらに、
送達効率に影響を与える⽣物学的因⼦を特定できれば、細胞選択性の⾼い送達⼿法の開発や、in 

vivo応⽤時の標的組織における送達効率の予測バイオマーカーとしての活⽤も期待される 86-91。 

 筆者の所属研究室では、抗体（IgG）やその他の機能性タンパク質をサイトゾルへ導⼊可能なペ
プチド L17E を開発した 31。L17E は、クモ毒由来の溶⾎性ペプチドである M-lycotoxin の疎⽔性⾯
に位置するロイシン（Leu, L）の⼀つを、負電化を持つグルタミン酸（Glu, E）に置換した弱毒型
カチオン性ペプチドである。この変異により、ペプチドと細胞膜の疎⽔性相互作⽤が減弱し、細
胞毒性が低減した。その⼀⽅で、適度な膜傷害活性を維持したことで、L17E は細胞に添加すると
細胞膜の透過性を⼀過的に⾼め、抗体をはじめとする⽣物活性⾼分⼦を短時間（5 分未満）でサイ
トゾルへ導⼊することが可能である 92。しかし、L17E を培養細胞に添加した際、100%の細胞にサ
イトゾル送達が⾏われる訳ではなく、細胞株ごとにその割合は異なるものの、⼀定割合の細胞の
みにしか送達が⾏われず、送達効率（何％の細胞に送達できるか）は⼗分とは⾔えない。L17E の
詳細な作⽤機序には未解明の部分が多く、サイトゾル送達の分⼦基盤を解明することで、より⾼
効率なサイトゾル送達法の開発につながる可能性がある。第２章では、L17E の作⽤機構の解明、
中でもサイトゾル送達効率に影響する細胞特性の解明を⽬指した。 

 L17Eによる細胞内送達が、⼀過的かつ部分的な膜透過の促進によって⽣じることを確認した。
L17Eによる細胞内送達には、CMEやMPCといった代表的なエンドサイトーシス経路はほとんど関
与していなかった。L17Eによる細胞内送達効率が細胞株ごとに異なる点に着⽬し、細胞株ごとの
送達効率の違いがそれぞれの細胞株における特定のタンパク質発現量の違いに起因すると仮
定した。データベースから取得した遺伝⼦発現データとL17Eによる送達効率の相関係数を11

種類のがん細胞株を⽤いて計算したところ、カルシウム活性化カリウムチャネルであるKCa3.

1チャネルをコードする遺伝⼦KCNN4の発現量がL17Eの送達効率と⾼い相関を⽰すことを⾒
出した。KCNN4のKOによりL17Eの送達効率が減少し、反対に、KCNN4の過剰発現によりL17

Eの送達効率が上昇した。さらに、KCa3.1の阻害剤または活性化剤を添加すると、L17Eの送達
効率はそれぞれ低下または上昇した。L17Eの送達効率が膜電位依存的であることを確認する
とともに、L17E処理時に⾒られる細胞外からのCa2＋流⼊がL17Eによる⾼効率な細胞内送達に
必須であることを⾒出した。  
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第 1 節 L17E によるサイトゾル送達の主要経路の検討 

 本研究では、L17E によるサイトゾル送達効率を評価するために、L17E によってサイトゾルへ
送達されるモデルカーゴとして、ヨウ化プロピジウム（PI）を⽤いた。PI は主に死細胞の染⾊に
使⽤される低分⼦化合物であり、モデルカーゴとして頻⽤される蛍光標識デキストランや蛍光タ
ンパク質に⽐べて分⼦量が⼩さい。⼀⽅で、膜透過性がない核酸染⾊⾊素であることから、細胞
質や核に到達して RNA を含む核酸に結合した際にのみ蛍光が増強する 93。この特徴により、エン
ドソーム内に捕捉された PI を除外し、サイトゾルに到達した PI のみを検出可能であると考えた。
L17E 存在下での PI の送達効率を評価するために、PI陽性細胞の割合を、フローサイトメトリー
を⽤いて測定した。U2OS 細胞に PI と L17E を同時に添加すると、PI陽性細胞の割合が顕著に増
加することが確認された（Figures 2-1A, B, D）。⼀⽅、L17E のみを添加後に PBS洗浄を⾏い、細
胞から L17E を除去した後に PI のみを添加した場合では、PI陽性細胞の顕著な増加は認められず、
PI のサイトゾル送達が L17E 存在下でのみ⽣じることが確認された。（Figures 2-1C, D）。この結果
は、L17E によるサイトゾル送達活性が L17E の添加後に⼀時的に発揮されることを⽰唆しており、
また、L17E処理による細胞毒性が無視できるレベルであることを⽰している。さらに、PI をモデ
ルカーゴとして、フローサイトメトリー解析によって L17E のサイトゾル送達活性を定量的に評
価する⼿法の妥当性が確認された。  

Figure 2-1. Cytosolic translocation of PI occurs only in the presence of L17E. Flow cytometry 
analysis of cells treated with PI in the absence of L17E (A) and in the presence of L17E (B), and cells 
treated with L17E in the absence of PI followed by washout of L17E and incubation with PI (C). U2OS 
cells were treated with PI (50 µg/mL) and L17E (40 µM) in D-MEM(–) for 5 min. Washout of L17E was 
done with PBS twice and then PI was immediately added followed by 5 min incubation in the absence of 
L17E. (D) Quantification of PI positive cells in (A–C). Data represent the mean ±  SE of three 
independent biological replicates. 
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 次に、L17E によるサイトゾル送達の様式を明らかにするため、共焦点顕微鏡を⽤いたタイムラ
プス観察により、L17E による PI のサイトゾル送達を解析した。膜修復関連タンパク質である
ANXA494に蛍光タンパク質である EGFP を付加した融合タンパク質（ANXA4-EGFP）を U2OS 細
胞に⼀過性発現させ、この細胞に L17E と PI を添加した様⼦を観察したところ、L17E を添加して
から約 120秒後に、PI が細胞内に流⼊し始めることが確認された。PI のサイトゾル移⾏は、細胞
膜の表⾯全体に均⼀に⽣じるのではなく、細胞膜の限られた領域のみで局所的に観察された
（Figure 2-2顕微鏡画像 2段⽬）。PI の流⼊後、流⼊点における PI の蛍光強度は徐々に減少してい
ったことから、PI は流⼊後即座にサイトゾル全体に拡散したと考えられる。この結果は、TAT や
オリゴアルギニンなどの細胞膜透過ペプチド（CPP）が、細胞膜の⼀部の領域から細胞内に移⾏す
ることを⽰した以前の報告と⼀致する 95-97。PI の流⼊点において、同時に ANXA4-EGFP の集積も
観察された（Figure 2-2顕微鏡画像 1段⽬）。PI がサイトゾル全体に拡散した後、PI流⼊点におけ
る ANXA4-EGFP の集積は消失した。この結果から、L17E によるサイトゾル送達は、⼀過的かつ
局所的な細胞膜の損傷を伴うサイトゾルへの直接移⾏経路の促進によるものであると考えられる。
また、L17E によるサイトゾル送達後には、細胞内に備わる膜修復関連タンパク質の働きによって
膜損傷が修復され、細胞死が回避されることが⽰唆される。 

 次に、L17E がエンドサイトーシスを介してサイトゾル送達を⾏う可能性を検討した。これまで
に報告されているサイトゾル送達⼿法の多くは、エンドサイトーシスによって細胞に取り込まれ
た後、エンドソームから脱出することで、サイトゾルへの送達を⾏う 14,16,98,99。L17E によるサイ
トゾル送達に対するエンドサイトーシス経路の関与を検討するため、各エンドサイトーシス経路
を特異的に阻害する阻害剤を⽤いた。クラスリン依存性エンドサイトーシス（CME）阻害剤であ
る CPZ、ダイナミン阻害剤である Dyngo-4A、カベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤である
Nystatin、マクロピノサイトーシス（MPC）阻害剤である EIPA を U2OS 細胞に前処理し、その後、
各阻害剤の存在下で L17E を投与した。その結果、CPZ または EIPA を処理した条件では L17E に
よる PI のサイトゾル送達が部分的に抑制された（Figure 2-3A）。そこで、L17E の作⽤に対する
CME と MPC の関与をより詳細に検討するため、CME に必要なクラスリン重鎖（CHC）100,101 ま
たは MPC に必要な Rac138,100を、siRNA を⽤いてノックダウンした（Figures 2-3B, D）。しかし、
CHC または Rac1 をノックダウンした状態でも、L17E による PI のサイトゾル送達効率は低下し

Figure 2-2. Endocytosis is not the major 
pathway for cytosolic delivery by L17E. Time-
lapse imaging of intracellular delivery of 
propidium iodide (PI) in U2OS cells expressing 
EGFP-tagged Annexin A4 (ANXA4-EGFP, a 
membrane repair-related protein) in the presence 
of L17E (40 µM). Time after L17E addition is 
shown above the images. Yellow arrowheads 
indicate a PI influx point. 
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なかった（Figures 2-3C, E）。これは、L17E によるサイトゾル送達に、CME や MPC が必要ないこ
とを⽰唆している。CPZ および EIPA 存在下では、これら阻害剤のオフターゲット効果によって
L17E 活性が低下したと考えられる。以上の結果より、L17E によるサイトゾル送達は、エンドソ
ームからの脱出を介さず、主に局所的かつ⼀時的な細胞膜透過性の向上によるサイトゾルへの直
接移⾏によって起こると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2-3. Endocytosis is not the major pathway for cytosolic delivery by L17E. (A) U2OS cells 
were pretreated with CPZ (20 µM), Dyngo-4a (10 µM), nystatin (50 µM), or EIPA (40 µM) in D-MEM(+) 
for 30 min and then treated with PI and each inhibitor in the presence or absence of L17E (40 µM) for 5 
min. Representative confocal images (left) and flow cytometry analysis (right) of PI internalized cells. 
(B) Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) analysis for mRNA levels of clathrin heavy chain 
(CHC) in U2OS cells. mRNA expression levels were determined by the standard curve method using 
GAPDH as a reference gene. (C) PI delivery by L17E in CHC knockdown (KD) U2OS cells. Cells were 
transfected either with control siRNA (siCont) or clathrin heavy chain siRNA (siCHC) and treated with 
PI and L17E (40 µM). Representative confocal images (top) and results of flow cytometry analysis 
(bottom) of the cells attaining L17E-mediated internalization of PI are shown. (D) qPCR analysis for 
mRNA levels of Rac1 in HT1080 cells. mRNA expression level was determined by the standard curve 
method using GAPDH as a reference gene. (E) PI delivery by L17E in Rac1 KD HT1080 cells. Cells 
were transfected either with control siRNA (siCont) or Rac1 siRNA (siRac1) and treated with PI and 
L17E (40 µM). Scale bars, 20 µm (A, C, E). Data represent the mean ± SD of triplicate samples from one 
of two independent experiments (B, D) and the mean ± SE of three independent biological replicates (A, 
C, E). *, p < 0.05; ****, p < 0.001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by Tukey–Kramer’s 
post hoc test (A, C, E); Student’s t-test (B, D). 
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第 2 節 異なる細胞株における L17E によるサイトゾル送達活性の評価 

 上記の検討を進める中で、L17E によるサイトゾル送達の効率が細胞株ごとに⼤きく異なること
が明らかとなった。例えば、U2OS 細胞では、40 µM の L17E処理により約 50%の細胞に PI が送
達されたが（Figure 2-3C）、HT1080 細胞では同条件で 70%の送達効率が達成された（Figure 2-3E）。
所属研究室の先⾏研究において、HeLa 細胞では 40 µM の L17E処理により 30〜50%の送達効率が
得られることが⽰されている 31,102。これらの結果を踏まえ、異なる細胞株での L17E の活性をさ
らに評価することとした。 

 11種類のがん細胞株を⽤いて、それぞれの細胞株における L17E 依存的な PI のサイトゾル送達
効率をフローサイトメトリー解析により定量的に評価した。その結果、PI 送達効率は細胞株ごと
に⼤きく異なっており、5%未満から 70%以上の範囲で分布していた（Figure 2-4下のグラフ）。共
焦点顕微鏡観察によっても、細胞密度が同等であるにもかかわらず、細胞株間で送達効率が異な
ることが確認された（Figure 2-4上の画像）。Ras変異を持ち、⾼い MPC 活性を持つことが報告さ
れている HT1080 細胞 47 および MIA PaCa-2 細胞 74 は、調べた細胞株の中で最も⾼い送達効率を
⽰した（Figure 2-4、ともに約 70%）。⼀⽅、同じく Ras変異を持ち、MPC を恒常的に誘導する T24

細胞 103,104では、L17E に対しする感受性が極めて低かった（Figure 2-4、約 5%）。この結果は、MPC

を介した取り込みが必ずしも L17E 活性に関連していないことを改めて強調している。また、注⽬
すべきことに、⾻⾁腫由来細胞株である U2OS 細胞（Figure 2-4、送達効率約 50%）と SJSA1 細胞
（Figure 2-4、約 5%）、ならびに乳がん由来細胞株である MDA-MB-231 細胞（Figure 2-4、約 60%）
と MCF7 細胞（Figure 2-4、約 15%）は、それぞれ同じ系統であるにもかかわらず、2種類の細胞
株における送達効率は顕著に異なっていた。これらの結果は、L17E によるサイトゾル送達効率が
細胞株の由来や系統のみで決定されるのではなく、個々の細胞株が持つ特性に⼤きく依存するこ
と⽰唆している。 
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Figure 2-4. Cytosolic delivery efficiency by L17E in different cell lines. PI delivery by L17E in 11 
different cell lines. Cells were treated with PI and L17E (40 µM). Representative confocal images (top) 
and results of flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells are shown. Scale bars, 20 µm. 
Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates. 
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第 3 節 L17E 活性の決定因⼦としての KCa3.1 の同定 

 上述したような L17E の細胞株選択性の原因を解明することは、L17E によるサイトゾル送達メ
カニズムの解明につながる可能性がある。そこで、細胞株間での送達効率の違いを決定する L17E

活性の潜在的な調節因⼦を特定することを⽬的とし、特定のタンパク質の細胞株間での発現レベ
ルの違いが各細胞株における L17E による送達効率に寄与していると仮定した。この仮説を検証
するために、前節で送達効率を評価した 11種類の細胞株における L17E 活性と遺伝⼦発現量の相
関を解析した。がん細胞株の遺伝⼦発現データベースである Cancer Cell Line Encyclopedia（CCLE）
105から約 16,000個の遺伝⼦に関する発現量データを取得し、それぞれの遺伝⼦について、発現レ
ベルと L17E 活性との相関係数を算出した（Figure 2-5A）。L17E によるサイトゾル送達が細胞膜を
介したものであると考えられることから、膜タンパク質をコードする遺伝⼦に着⽬したところ、
解析した遺伝⼦の中で 3 番⽬に⾼い相関係数を⽰した KCNN4 が特定された（Figures 2-5A, B）。
RPL13AP20 および UCN は KCNN4 より⾼い相関係数を⽰したが（Figure 2-5A, Table 2-1）、
RPL13AP20 は偽遺伝⼦であり 106、UCN は哺乳類のストレス応答に関与するペプチドである
Urocortin をコードしており 107、細胞膜と L17E の相互作⽤における調節因⼦としての重要性は低
いと考えた。 

  

Figure 2-5. Correlative gene expression analysis identifies KCNN4. (A) Correlation analysis between 
PI delivery efficiency analyzed in Figure 4 and expression level of about 16,000 genes. (B) Correlation 
coefficient between KCNN4 mRNA level and PI delivery efficiency in the 11 cell lines. (C) Protein 
functional interaction network analyzed by STRING. 
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Table 2-1. List of genes with high correlation. 

Gene Function R 

RPL13AP20 ribosomal protein L13a pseudogene 20 0.926 

UCN Urocortin is involved in the mammalian stress response 0.884 

KCNN4 potassium calcium-activated channel subfamily N member 4 0.859 

PPFIA4 PTPRF interacting protein alpha 4 0.847 

NOG Noggin is an inhibitor of several bone morphogenetic proteins (BMPs) 0.842 

LINC01715 long intergenic non-protein coding RNA 1715 0.842 

DRD4 The dopamine receptor D4 is a dopamine D2-like G protein-coupled receptor 0.841 

ZNF274 Zinc finger protein 274 has been suggested to be a transcriptional repressor 0.833 

ERCC6 DNA excision repair protein 0.821 

MYH3 Myosin-3 0.819 

LINC01275 long intergenic non-protein coding RNA 1275 0.806 

ENSG00000244313 Ribosomal Protein S10 (RPS10) Pseudogene 0.801 

CNIH3 Cornichon Family AMPA Receptor Auxiliary Protein 3 0.801 

EEF1E1P1 Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Epsilon 1 Pseudogene 1 0.801 

ARHGEF3 Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF) 3 0.800 

ENSG00000267939 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.791 

CDC42EP3 act as effectors of CDC42 function 0.790 

QRFP Pyroglutamylated RFamide Peptide is the RFamide family of neuropeptides 0.782 

ENSG00000213293 a Pseudogene 0.781 

ENSG00000267317 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.775 

ENSG00000272236 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.772 

ENSG00000251194 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.769 

GPAT3 catalyze the initial step of de novo triacylglycerol (TAG) synthesis 0.768 

CD44-AS1 CD44 Antisense RNA 1  0.768 

SLC20A1 Sodium-phosphate symporter  0.767 

PPM1G the PP2C family of Ser/Thr protein phosphatases 0.766 

ENSG00000254639 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.764 

SNORD73B an RNA Gene, and is affiliated with the snoRNA class 0.762 

ENSG00000279144 an Uncategorized gene 0.760 

PRDX6-AS1 an RNA Gene, and is affiliated with the lncRNA class 0.759 
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 KCNN4 は、細胞容積調節 108、がん細胞の増殖や移動 109,110、免疫機能の調節 111など、さまざま
な⽣理的過程で重要な役割を果たしていることが知られる。細胞膜とペプチドの相互作⽤に関し
ては、最近の Trofimenko らの研究によって、KCNQ5、KCNN4、および KCNK5 によってコードさ
れるカリウムチャネルが、TAT-RasGAP317-326（代表的な CPP である TAT と p120 RasGAP の SH3 ド
メイン由来のペプチド配列との融合ペプチド）の細胞内移⾏を、膜電位の調節を介して促進する
ことが報告されている 112。そこで、KCNN4以外にもカリウムチャネルをコードする遺伝⼦が同定
されている可能性を考え、KCNN4 と関連する遺伝⼦を STRING 解析 113 によって探索したが、相
関解析で特定された候補遺伝⼦の中では、他のカリウムチャネルをコードする遺伝⼦および
KCNN4 と機能的に関連する遺伝⼦は特定されなかった（Figure 2-5C）。しかし、カリウムチャネル
とカチオン性 CPP の細胞内移⾏の関係が報告されていることを踏まえ、KCNN4 が L17E 活性の決
定因⼦である可能性を検証することとした。 

 L17E は、従来の CPP とは異なり、⽣物活性⾼分⼦化合物をエンドサイトーシス経路に依存せ
ず、かつ送達したい⽬的分⼦との結合を必要とせずにサイトゾルに送達できるため、その作⽤メ
カニズムも他の CPP とは異なると予想される。しかし、L17E もカチオン性ペプチドであるため、
L17E と細胞膜の相互作⽤が KCNN4 依存的な膜電位の調節によって影響されると仮定した。そこ
で初めに、リアルタイム定量 PCR によって、相関解析に使⽤した 11種類の細胞株における KCNN4

発現量を評価した。これらの細胞株における相対的な mRNAレベルは、CCLE から得られた発現
量データと概ね⼀致しており（Figures 2-6A, B）、KCNN4 が L17E 活性の調節において重要な役割
を果たしている可能性が⽰唆された。 

 KCNN4 が L17E によるサイトゾル送達に関与しているかどうかを調べるため、KCNN4 を⾼レベ
ルで発現する⾻⾁腫細胞株 U2OS 細胞（Figures 2-6A, B）を選択し、CRISPR/Cas9 を⽤いたゲノム
編集によって KCNN4 をノックアウト（KO）した。KCNN4 KO U2OS 細胞において、検出された
全アレルにフレームシフト変異が導⼊されていることを確認した（Figure 2-7A）。さらに、定量 PCR

の結果、野⽣型（WT）と⽐較して KCNN4 mRNAレベルが 90%以上減少していることが明らかと
なった（Figure 2-7B）。これらの結果から、KCNN4 KO U2OS 細胞において、KCNN4 の発現が⼗分
に⽋損できているとみなした。 

 KCNN4 KO U2OS 細胞における L17E 活性を評価したところ、KCNN4 KO U2OS 細胞では、L17E

による PI 送達効率が WT U2OS 細胞と⽐較して著しく低下していることが明らかになった（Figure 

2-7C）。さらに、L17E ペプチド⾃体の細胞内局在を観察するために、FITC 標識した L17E

（L17E(FITC)）を WT および KCNN4 KO U2OS 細胞に添加したところ、WT U2OS 細胞において
は L17E(FITC)がサイトゾル中に拡散する様⼦が観察されたが、KCNN4 KO U2OS 細胞においては
サイトゾル内へ拡散した L17E(FITC)のシグナルはほとんど認められなかった（Figure 2-7D）。WT 

U2OS 細胞においては、L17E(FITC)は同時にサイトゾルへと移⾏した PI と同様の局在を⽰してお
り、L17E⾃体のサイトゾル移⾏も KCNN4 依存的に⽣じることが確認された（Figure 2-7D）。KCNN4 

KO U2OS 細胞に FLAG タグ付き KCNN4（FLAG-KCa3.1）を発現させたところ、L17E による PI 送
達効率が WT U2OS 細胞とほぼ同レベルまで回復したことから、ゲノム編集によるオフターゲッ
ト効果の影響の可能性はないと考えられる（Figures 2-7E, F）。また、siRNA を⽤いた KCNN4 のノ
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ックダウン（KD）を⾏うことによって、HeLa 細胞および HT1080 細胞においても、L17E による
PI 送達効率が低下することを確認した（Figure 2-8A, B）。以上の結果から、KCNN4 の⽋損により、
L17E によるサイトゾル送達が著しく抑制されること、すなわち KCNN4 の発現が L17E による⾼
効率なサイトゾル送達に必要であることが⽰された。 

 KCNN4 の発現レベルと L17E によるサイトゾル送達の関係をさらに検討するため、KCNN4 の発
現レベルが低い膀胱がん細胞株 T24 細胞、⾻⾁腫細胞株 SJSA1 細胞、および⾮がん性の胚性腎細
胞株 HEK293T 細胞を選択し（Figures 2-6A, B, C）、FLAG タグ付き KCNN4（FLAG-KCa3.1）を過
剰発現させた（Figure 2-9A）。KCNN4 を過剰発現させた場合では、空ベクターをトランスフェクシ
ョンしたコントロール群と⽐較して、L17E によるサイトゾル送達効率が有意に増加した（Figure 

2-9B）。これらの結果から、がん細胞および⾮がん細胞の両⽅において、L17E によるサイトゾル
送達には、KCNN4 の発現が必要かつ⼗分であることが⽰された。 

 次に、KCNN4 によってコードされるカリウムチャネル KCa3.1 のチャネル活性が L17E による
サイトゾル送達に与える影響を検討した。U2OS 細胞および HeLa 細胞を、選択的 KCa3.1阻害剤
である TRAM-3461,62 または KCa3.1 活性化剤である SKA-3165 で処理したところ、TRAM-34 によ
って L17E 活性が有意に低下し、反対に SKA-31 によって L17E 活性が有意に増加した（Figure 2-

10）。このことから、KCa3.1 チャネル活性を薬理学的に変化させることで、L17E によるサイトゾ
ル送達効率を調節できることが⽰された。以上の結果から、KCNN4 の発現と KCa3.1 のカリウム
チャネル活性が各細胞株における L17E によるサイトゾル送達の効率を調節しており、KCNN4 の
発現量の違いが細胞株間における L17E に対する感受性の違いを⽣じさせる要因の⼀つであるこ
とが⽰された。 

 

  

Figure 2-6. KCNN4 expression in 11 cancer cell lines and HEK293T cells. (A) qPCR analysis for 
mRNA levels of KCNN4 in the indicated 11 cell lines. KCNN4 expression was quantified by comparative 
CT method using GAPDH as a reference gene. (B) KCNN4 expression data obtained from the Cancer 
Cell Line Encyclopedia (CCLE). (C) qPCR analysis for mRNA levels of KCNN4 in HeLa and HEK293T 
cells. KCNN4 expression was quantified by the comparative CT method using GAPDH as a reference 
gene. Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates (A, C). 
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Figure 2-7. KCNN4 KO inhibits L17E activity in U2OS cells. (A) CRISPR-Cas9 target site in the 
KCNN4 gene. The guide sequence and the protospacer adjacent motif (PAM) are shown in blue and green 
characters, respectively. CRISPR-Cas9-mediated deletions and insertions are shown in red characters. (B) 
qPCR analysis for mRNA levels of KCNN4 in WT and KCNN4 KO U2OS cells. The mRNA expression 
level was determined by the standard curve method using GAPDH as a reference gene. (C) PI delivery by 
L17E in KCNN4 KO U2OS cells. WT or KCNN4 KO U2OS cells were treated with PI and L17E (40 µM). 
Representative confocal images (top) and flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. (D) 
Confocal images of FITC-labeled L17E (L17E(FITC)) and PI. WT U2OS cells and KCNN4 KO U2OS 
cells were treated with L17E(FITC) (20 µM) and PI for 5 min. (E)Western blot analysis for FLAG-KCa3.1 
expression in WT and KCNN4 KO U2OS cells transfected with an empty vector or FLAG-KCa3.1 
(KCNN4). (F) PI delivery by L17E in WT and KCNN4 KO U2OS cells. Cells were transfected with either 
empty vector or FLAG-KCa3.1 (KCNN4) vector and treated with PI in the presence or absence of L17E 
(40 µM) for 5 min. Representative confocal images (top) and flow cytometry analysis (bottom) of PI 
internalized cells. Scale bars, 20 µm (C, E). Data represent the mean ± SD of triplicate samples from one 
of two independent experiments (B) and the mean ± SE of three independent biological replicates (C, F). 
****, p < 0.0001; n.s., not significant. Student’s t-test (B); one-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s 
post hoc test (C, F). 

Figure 2-8. KCNN4 KD inhibits L17E activity in HeLa and HT1080 cells. (A) qPCR analysis for 
mRNA levels of KCNN4 in HeLa or HT1080 cells. The mRNA expression level was determined by the 
standard curve method using GAPDH as a reference gene. (B) PI delivery by L17E in KCNN4 KD HeLa 
or HT1080 cells. Cells were transfected with either control siRNA (siCont) or KCNN4 siRNA (siKCNN4) 
and treated with PI in the presence or absence of L17E (40 µM) for 5 min. Representative confocal images 
(top) and flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. Scale bars, 20 µm (B). Data represent 
the mean ± SD of triplicate samples from one of two independent experiments (A) and the mean ± SE of 
three independent biological replicates (B). **, p < 0.01; ****, p < 0.0001. Student’s t test (A); one-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (B). 
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Figure 2-9. KCNN4 KD inhibits L17E activity in HeLa and HT1080 cells. (A) Western blot analysis 
for FLAG-KCa3.1 expression in T24, SJSA1, and HEK293T cells transfected with empty vector or 
FLAG-KCa3.1 (KCNN4). (B) PI delivery by L17E in KCNN4 overexpressing T24, SJSA1 and HEK293T 
cells. Cells were transfected with either empty vector or FLAG-KCa3.1 vector (KCNN4 OE) and treated 
with PI in the presence or absence of L17E (40 µM) for 5 min. Representative confocal images (top) and 
flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. Data represent the mean ± SE of three 
independent biological replicates (B). ****, p < 0.0001. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s 
post hoc test (B). 
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第 4 節 L17E によるサイトゾル送達への膜電位の関与 

 CPP の⼀つである TAT ペプチドの細胞内移⾏に複数のカリウムチャネルが関与しているこ
とを⽰唆した先⾏研究 112 を踏まえ、L17E 活性に KCa3.1 以外のカリウムチャネルが関与する可
能性を検討した。他のカリウムチャネルをコードする遺伝⼦として、KCNN1、KCNT1、KCNJ2 を
選択した。KCNN1 はカルシウム依存性カリウムチャネル KCa2.1114,115を、KCNT1 はナトリウム依
存性カリウムチャネル KCa4.1116,117 を、KCNJ2 は内向き整流性カリウムチャネル Kir2.1118 をそれ
ぞれコードしている。FLAG タグを付加したこれらのカリウムチャネルを T24 細胞に過剰発現さ
せ（Figures 2-11A, B）、L17E によるサイトゾル送達活性を評価した。その結果、KCNN1、KCNT1、
または KCNJ2 のいずれを過剰発現させた場合でも、L17E によるサイトゾル送達効率が増加する
ことが確認された（Figure 2-11C）。そこで、これら 3 つのカリウムチャネルの内因性発現量を CCLE

によって調べたところ、今回⽤いた 11種類の細胞株では、どのチャネルもほとんど発現していな
いことが確認された（Figure 2-11D）。そのため、CCLE を⽤いた相関解析によっては、KCNN4以
外のカリウムチャネル遺伝⼦がヒットしなかったと考えられる。以上から、これら 11種類の細胞
株においては、KCNN4 が L17E 活性の違いを決定する主要因⼦であるものの、L17E 活性に必要な
要因は、各チャネルに固有の機能ではなく、これらのカリウムチャネルに共通する⼀般的な機能
であると考えられる。 

  

Figure 2-10. Inhibitor and activator of KCa3.1 modulate L17E activity in U2OS and HeLa cells. PI 
delivery by L17E in U2OS or HeLa cells treated with KCa3.1 activator (SKA-31) or inhibitor (TRAM-
34). Cells were pretreated with DMSO as vehicle control, SKA-31 (10 µM) or TRAM-34 (10 µM) for 5 
min, and then treated with PI in the presence or absence of L17E (40 µM) with either DMSO, SKA-31 
or TRAM-34 for 5 min. Representative confocal images (top) and flow cytometry analysis (bottom) of 
PI internalized cells. Scale bars, 20 µm. Data represent the mean ± SE of three independent biological 
replicates. ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc 
test. 
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Figure 2-11. The potential ability of various potassium channels to stimulate the L17E-mediated 
delivery. (A) Western blot analysis for FLAG-tagged potassium channels in T24 cells transfected with 
either empty vector, FLAG-KCa3.1 (KCNN4), FLAG-KCa2.1 (KCNN1), FLAG-KCa4.1 (KCNT1) or 
FLAG-Kir2.1 (KCNJ2) vector. (B) Immunostaining analysis for FLAG-tagged potassium channels in T24 
cells treated as (A). (C) PI delivery by L17E in T24 cells overexpressing different potassium channels as 
(A). Cells were transfected with each vector and treated with PI and L17E (40 µM). Representative 
confocal images (top) and results of flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. (D) 
Expression data of the indicated genes in each cell line. Data were obtained from CCLE. Scale bars, 20 
µm (B, C). Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates (C). *, p < 0.05; **, 
p < 0.01; ****, p < 0.0001. One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (C). 
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 カリウムチャネルは細胞膜電位の維持に重要な役割を担っており、また、膜傷害性ペプチドの
作⽤には適切な膜電位形成が不可⽋であることが報告されている 119,120。また、CPP の細胞内移⾏
についても膜電位の重要性が多く議論されてきている 96,112,121-124。これらの報告を踏まえ、各細胞
株における KCNN4 の発現レベルが静⽌膜電位を決定し、それによって L17E 活性が影響を受ける
可能性を検討した。第３節での相関解析に使⽤した 11 種類の細胞株における静⽌膜電位を測定
し、L17E によるサイトゾル送達活性との相関を解析した。その結果、予想に反し、静⽌膜電位と
L17E 活性の間にはほとんど相関が認められなかった（Figures 2-12A, B）。このことから、KCNN4

発現レベルの違いのみに応じてそれぞれの細胞株での静⽌膜電位が決定されているわけではない
と⾔える。KCNN4 の発現と静⽌膜電位の関係についてさらに検討するため、KCNN4 を⽋損させ
た場合および、KCa3.1 チャネル活性を阻害した場合の膜電位を調べた。U2OS 細胞および HeLa 細
胞において、SKA-31 を⽤いて KCa3.1 を活性化すると、膜電位が⼤きく過分極（すなわち、膜電
位がより負になる）する⼀⽅、TRAM-34 で KCa3.1 を阻害した場合には、膜電位はほとんど変化
しなかった（Figures 2-12C, D）。さらに、KO もしくは KD によって KCNN4 の発現を⽋失させた
場合でも、膜電位にはほとんど影響がなかった（Figures 2-12C, D）。これらの結果は、KCNN4 の

Figure 2-12. Resting membrane potential is not decided by KCa3.1. (A) Resting membrane potential 
measurement in 11 cell lines. Resting membrane potential of indicated cell lines were measured using 
DiBAC4(3). (B) Correlation between resting membrane potential evaluated in A and PI delivery efficiency 
in 11 cell lines assessed in Figure 4. (C) Membrane potential measurement in WT U2OS cells treated 
either with DMSO, TRAM-34 or SKA-31 and KCNN4 KO U2OS cells. (D) Membrane potential 
measurement in HeLa cells. Data represent the mean ± SE of three (D) or four (A, C) independent 
biological replicates. *, p < 0.05; ****, p < 0.0001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by 
Tukey–Kramer’s post hoc test (C, D). 
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過剰発現 125やカルシウム依存性カリウムチャネル KCNMA1 の機能不全 126によっては、静⽌膜電
位は変化しないという過去の報告と⼀致する。以上の結果より、KCNN4 の発現は静⽌膜電位に⼤
きな影響を与えず、別の要因を介して L17E の活性を制御していると結論づけた。 

 次に、L17E 処理中の膜電位変化が、L17E によるサイトゾル送達の駆動⼒として機能する可能
性を検討した。まず、膜電位を⼈為的に変化させた時の L17E 活性を調べるため、細胞外の Na+を
K+に置き換えることで膜電位を調節した 127。異なる濃度のカリウム（5.4、10、20、および 140 mM 

KCl）を含む HEPES緩衝液を使⽤して HeLa 細胞の膜電位を調節し（Figure 2-13A）、それぞれの
膜電位条件における L17E 活性を評価した。その結果、膜電位が脱分極するにつれて、L17E によ
るサイトゾル送達効率が段階的に低下することが確認された（Figure 2-13B）。対照的に、カリウム
選択性イオノフォアである valinomycin128 によって T24 細胞を処理すると、膜電位は過分極し
（Figure 2-13C）、この条件において、T24 細胞における L17E によるサイトゾル送達活性は増加し
た（Figure 2-13D）。以上の結果は、静⽌膜電位そのものよりも、膜電位を過分極⽅向へ変化させる
ことが、L17E 活性の増強にとって重要である可能性を⽰唆している。 

  

Figure 2-13. Membrane potential modulation affects L17E-mediated delivery. (A) Evaluation of the 
membrane potential elimination by the incubation with high concentration of extracellular K+ in HeLa 
cells. Cells were incubated in HEPES buffers containing different concentration of KCl (5.4, 10, 20, 140 
mM KCl) and membrane potential was measured using DiBAC4(3). (B) PI delivery by L17E in HeLa 
cells with reduced membrane potential. Cells were incubated in HEPES buffers as E and then treated with 
PI in the presence or absence of L17E in each HEPES buffer. (C) The effect of valinomycin on the 
membrane potential of T24 cells. Cells were treated with valinomycin, and membrane potential was 
measured using DiBAC4(3). (D) PI delivery by L17E in T24 cells treated with valinomycin. Cells were 
pretreated with DMSO or valinomycin and then treated with PI and L17E (40 µM) either with DMSO or 
valinomycin. Scale bars, 20 µm (B, D). Data represent the mean ± SE of three (B, D) or four (A, C) 
independent biological replicates. ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001. Student’s t test (C); One-way ANOVA 
followed by Tukey–Kramer’s post hoc test (B, D). 
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第 5 節 L17E によるサイトゾル送達への細胞内 Ca2＋の関与 

 以上の結果を踏まえ、L17E処理中に KCa3.1 チャネルが細胞内 Ca2+濃度の増加によって活性化
を受け、それが L17E 活性を増強している可能性を検討した。KCa3.1 チャネルは細胞内 Ca2+濃度
の増加によって活性化されることが報告されている 129,130。KCa3.1 チャネルの細胞内 C 末端には
カルモジュリン（CaM）が恒常的に結合しており、Ca2+が CaM に結合することでチャネル構造が
変化し、チャネル開⼝が誘導されることが報告されている 131,132。そこで、L17E によるサイトゾ
ル送達における細胞内 Ca2+の寄与を検討した。はじめに、細胞膜に局在化する遺伝⼦コード型カ
ルシウムプローブ GCaMP8s-CAAX133,134を⽤いて、U2OS 細胞における L17E処理中の細胞内 Ca2+

濃度をモニターした。その結果、L17E添加によって GCaMP8s の蛍光強度が増強し、L17E添加直
後に細胞内 Ca2+濃度が上昇することが確認された（Figure 2-14A）。L17E による細胞内 Ca2+濃度の
増加が KCa3.1 の活性化および L17E によるサイトゾル送達に重要であるかを検証するために、細
胞膜透過性の細胞内カルシウムキレート剤である BAPTA-AM135 を⽤いた。BAPTA-AM を⽤いる
ことで、L17E により⽣じる細胞内 Ca2+濃度の増加をほぼ完全に抑制できることを確認した（Figure 

2-14A）。興味深いことに、BAPTA-AM を処理することで、U2OS 細胞および HeLa 細胞において
L17E のサイトゾル送達活性が⼤幅に低下した（Figure 2-14B）。さらに、BAPTA-AM処理後に SKA-

31 を⽤いて KCa3.1 を活性化したところ、Ca2+濃度の増加を回復させることなく（Figure 2-14A）、
L17E によるサイトゾル送達活性のみを回復させることができた（Figure 2-14B）。これらの結果は、
L17E によって誘導される細胞内 Ca2+濃度の増加とそれに続く KCa3.1 の活性化が、L17E による
サイトゾル送達にとって重要であることを⽰唆している。 

 次に、L17E によって引き起こされる細胞内 Ca2+濃度の増加が、細胞内 Ca2+ストアからの放出に
よるものか、細胞外 Ca2+の流⼊によるものかを検討した。細胞内 Ca2+ストアを枯渇させるために、
⼩胞体 Ca2+ ATPase の阻害剤である thapsigargin（Tg）136を使⽤した。Tg処理によっては、L17E に
よる細胞内 Ca2+の増加や PI の送達は抑制されなかった（Figure 2-14C）。⼀⽅、膜透過性を持たな
いカルシウムキレート剤である EGTA を⽤いて細胞外 Ca2+を枯渇させた場合では、L17E による
細胞内 Ca2+濃度の増加および PI のサイトゾル送達の両⽅が著しく抑制された（Figures 2-14C, D）。 

 さらに、L17E による細胞内 Ca2+濃度の上昇が L17E の膜傷害活性に関連しているかを確認する
ため、膜傷害性およびサイトゾル送達活性を持たない変異ペプチド L9E をネガティブコントロー
ルとして⽤いた（Figure 2-15A）。その結果、L9E を添加しても Ca2+濃度の顕著な増加は観察され
なかった（Figure 2-15B）。以上の結果は、L17E が細胞膜と相互作⽤することで細胞外から Ca2+が
流⼊し、これが KCa3.1 の活性化を引き起こす可能性を⽰唆している。 
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Figure 2-14. Extracellular Ca2+ influx is necessary for cytosolic delivery by L17E. (A) Assessment 
of intracellular Ca2+ concentration using transiently expressed membrane localized Ca2+ sensor 
GCaMP8s-CAAX. U2OS cells were pretreated with DMSO, BAPTA-AM and SKA-31 before recording 
fluorescence intensity of GCaMP8s-CAAX. DMSO or L17E (40 µM) was applied at 30 sec. 
Representative time-course of relative fluorescence intensity of GCaMP8s-CAAX (top) and 
quantification of maximum L17E-induced GCaMP8s-CAAX intensity increase (bottom). (B) Effect of 
intracellular Ca2+ elimination by BAPTA-AM on PI delivery by L17E. U2OS cells were pretreated with 
DMSO, BAPTA-AM and SKA-31 and treated with PI and L17E (40 µM). Representative confocal 
images (top) and results of flow cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. (C) Assessment of 
intracellular Ca2+ concentration using GCaMP8s-CAAX in the Ca2+ depleted conditions. U2OS cells were 
pretreated either with DMSO or thapsigargin (Tg). DMSO or L17E (40 µM) was applied at 30 sec in the 
presence or absence of EGTA. (D) Effect of elimination of ER Ca2+ store or extracellular Ca2+ on PI 
delivery by L17E. U2OS cells were pretreated either with DMSO or Tg and treated with L17E in the 
presence or absence of EGTA. Scale bars, 20 µm (B, D). Data from three independent biological replicates 
are shown in box and dot plots (A, C). Data represents mean ± SE of three independent biological 
replicates (B, D). *, p < 0.05; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001. Kruskal-Wallis test followed by Steel-
Dwass test (A, C); One-way ANOVA followed by Tukey–Kramer’s post hoc test (B, D). 



 43 

 

  

Figure 2-15. L9E does not induce either Ca2+ influx or cytosolic delivery, related to Figure 4. (A) PI 
delivery by L17E or L9E in U2OS cells. Cells were treated with PI in the presence of DMSO as vehicle 
control, L17E (40 µM) or L9E (40 µM) for 5 min. Representative confocal images (top) and flow 
cytometry analysis (bottom) of PI internalized cells. (B) Ca2+ influx by L17E or L9E in U2OS cells. 
GCaMP8s-CAAX fluorescence intensity in U2OS cells was recorded every 10 sec. DMSO as vehicle 
control, L17E (40 µM) or L9E (40 µM) was added at 30 sec. Representative time course of relative 
fluorescence intensity of GCaMP8s-CAAX (top) and quantification of the maximum L17E-induced 
GCaMP8s-CAAX intensity increase. Scale bars, 20 µm (A). Data represent the mean ± SE of three 
independent biological replicates (A). Data from three independent biological replicates are shown in box 
and dot plots (B). ****, p < 0.0001; n.s., not significant. One-way ANOVA followed by Tukey–Kramer’s 
post hoc test (A); Kruskal-Wallis test followed by Steel-Dwass test (B). 
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続いて、KCNN4 の発現レベルが低く、L17E 感受性が低い細胞株における Ca2+流⼊を調べた。
KCNN4 KO U2OS、T24、SJSA1 および HEK293T 細胞に GCaMP8s-CAAX をトランスフェクショ
ンし、L17E の添加による GCaMP8s の蛍光量の変化を記録した（Figure 2-16A）。KCNN4 KO U2OS

細胞では、L17E添加直後に細胞内 Ca2+濃度の増加が⾒られたが、Ca2+レベルは約 1 分で元のレベ
ルに戻り、その持続時間は WT U2OS 細胞と⽐較して短かった（Figure 2-16A）。T24 細胞において
も KCNN4 KO U2OS 細胞と同様の傾向が⾒られた（Figure 2-16A）。したがって、KCNN4 が遺伝的
に⽋失している細胞や、その発現がほとんど検出されない程低い細胞においても、L17E による⼀
過性の Ca2+流⼊が⽣じることが確認された。この現象を説明する仮説の⼀つとして、L17E が U2OS

細胞などの L17E 感受性細胞と相互作⽤することで⼩規模な膜傷害⽣じ、それに伴って最初の細
胞内 Ca2+流⼊が発⽣し、KCa3.1 チャネルが活性化される可能性がある。これに続いて KCa3.1 チ
ャネル依存的な膜電位の脱分極によって L17E の膜傷害性が⼀過的に向上することで⽐較的⼤規
模な膜傷害が⽣じ、⽣物活性⾼分⼦の送達とそれに付随する Ca2+の⼆次的な流⼊が引き起こされ
ると考えられる。KCNN4 KO U2OS および T24 細胞の場合、最初の Ca2+流⼊は観察されたが、
KCa3.1 チャネルの機能がないために、⼆次的な Ca2+流⼊は誘導されなかったと考えられる。⼀⽅
で、SJSA1 および HEK293T 細胞では、最初の Ca2+流⼊は KCNN4 KO U2OS 細胞や T24 細胞と⽐
較して⼩さかった（Figure 2-16A）。これらの細胞株において L17E 添加時の最初の Ca2+流⼊が⾒
られない原因を分析することにより、今後 L17E を介した送達のメカニズムをより詳細に解明す
るための⼿がかりが得られる可能性がある。 

 L17E と KCNN4 に依存したサイトゾル送達効率に対する Ca2+流⼊の影響を詳細に解析するた
め、EGFP タグ付き KCNN4（EGFP-KCa3.1）を過剰発現させ、これらの L17E感受性の低い細胞に
おけるサイトゾルに送達された TMR 標識デキストランシグナル陽性な細胞の割合を、顕微鏡観
察画像をもとに定量的に解析した。KCNN4 KO U2OS 細胞および T24 細胞では、EGFP-KCa3.1 を
発現する細胞の約 80%にサイトゾルに拡散したデキストランのシグナルが観察されたが、SJSA1

細胞および HEK293T 細胞では、サイトゾルに送達されたデキストランが⾒られる細胞はおよそ
20-30%にとどまった（Figure 2-16B）。この結果は、L17E によって誘導された Ca2+流⼊、すなわち
Figure 2-16A における KCNN4 KO U2OS 細胞および T24 細胞で観察されたパルス状の初期 Ca2+流
⼊が、KCa3.1 を活性化するのに⼗分であることを⽰唆している。 
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Figure 2-16. Ca2+ influx and TMR-dex10 delivery in different cell lines. (A) Assessment of 
intracellular Ca2+ concentration during L17E treatment in different cell lines. GCaMP8s-CAAX 
fluorescence intensity in WT U2OS (U2OS WT), KCNN4 KO U2OS (U2OS KO), T24, SJSA1 and 
HEK293T cells was recorded every 10 sec. L17E was added at 30 sec. Representative time course of 
relative fluorescence intensity of GCaMP8s-CAAX (top) and quantification of maximum L17E-induced 
GCaMP8s-CAAX intensity increase (bottom). (B) Delivery of TMR-dex10 by L17E in different cell 
lines. KCNN4 KO U2OS, T24, SJSA1 and HEK293T cells were transfected with either EGFP vector or 
EGFP-KCa3.1 vector and treated with TMR-dextran 10 kDa (TMR-dex10) in the presence or absence of 
L17E (40 µM). Representative confocal images (top). Delivery efficiency was calculated by counting 
cells with cytosolic TMR-dex10/EGFP signals over the total EGFP positive cells (bottom). Scale bars, 20 
µm (B). Data from three independent biological replicates are shown in box and dot plots (A). Data 
represents mean ± SE of three independent biological replicates (B). *, p < 0.05; ***, p < 0.001; ****, p 
< 0.0001. Kruskal-Wallis test followed by Steel-Dwass test (A); one-way ANOVA followed by Tukey-
Kramer’s post hoc test (B). 
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第 6 節 ⽣物活性バイオ⾼分⼦の細胞内送達への KCa3.1 の影響 

 これまでの結果から KCa3.1 チャネルの機能が L17E によるサイトゾル送達活性を正に制御する
ことが⽰されたため、⽣物活性バイオ⾼分⼦である抗体のサイトゾル送達に対する KCa3.1 チャネ
ルの影響を検証した。WT U2OS 細胞および KCNN4 KO U2OS 細胞に対して、Alexa Fluor 488 で標
識したヒト免疫グロブリン G（IgG-AF488）を添加し、L17E 存在下でのサイトゾル送達を評価し
た。その結果、その結果、WT U2OS 細胞では約 40%の細胞において IgG-AF488 がサイトゾルに
送達されたのに対し、KCNN4 KO U2OS 細胞では IgG-AF488 の送達はほとんど観察されなかった
（Figure 2-17A）。 

 続いて、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を確認するために、Alexa 

Fluor 488 で標識した抗核膜孔複合体抗体（anti-NPC IgG-AF488）を L17E によりサイトゾルへ送達
した。WT U2OS 細胞においては、Hoechst 33342 で染⾊された細胞核の周囲に AF488 のシグナル

Figure 2-17. KCNN4-dependent cytosolic 
delivery of IgG by L17E. (A) Delivery of Alexa 
Fluor 488-labeled human IgG (hIgG-AF488) by 
L17E. WT U2OS and KCNN4 KO U2OS cells 
were treated with hIgG-AF488 (1 mg/mL) and 
L17E (40 µM) for 5 min. Representative confocal 
images (top), proportion of the cells with cytosolic 
diffused hIgG-AF488 signals from three 
biologically independent replicates (bottom left), 
and representative quantification of cytosolic 
fluorescence intensity of hIgG-AF488 from one 
experiment (bottom right). (B) Localization of 
Alexa Fluor 488-labeled antinuclear pore complex 
IgG (anti-NPC IgG-AF488) delivered by L17E at 
the nuclear border. WT U2OS and KCNN4 KO 
U2OS cells were treated with anti-NPC IgG-
AF488 (0.34 mg/mL) and L17E (40 µM) for 5 min. 
Representative confocal images (top) and the line 
intensity profile of nuclear signal and anti-NPC 
IgG-AF488 signal from a to b in the confocal 
images (bottom). Scale bars, 20 µm (A, B (the first 
row)); 10 µm (B (the third row)). Data represents 
mean ± SE of three independent biological 
replicates (A, bottom left). Data from 
representative one of three exprerimants are shown 
in box and dot plots (A, bottom right). *, p < 0.05; 
***, p < 0.001; ****, p < 0.0001. One-way 
ANOVA followed by Tukey-Kramer’s post hoc test 
(A (bottom left)); Kruskal-Wallis test followed by 
Steel-Dwass test (A (bottom right)). 
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が観察された。⼀⽅、KCNN4 KO U2OS 細胞においては同様のシグナルは検出されなかった（Figure 

2-17B）。以上の結果より、⽣物活性バイオ⾼分⼦である抗体の効率的なサイトゾル送達には、
KCNN4 の発現が必須であることが確認された。 

 総合すると、以上の研究は、KCNN4 の発現と KCa3.1 の活性化の両⽅が L17E を介したサイト
ゾル送達にとって不可⽋であることを⽰している（Figure 2-18）。 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2-18. Proposed mechanism of action of KCa3.1-related cytosolic delivery by L17E. (i) In the 
absence of L17E, cargos do not enter cells due to their high molecular wight. (ii) In the presence of L17E, 
cargos are internalized in a KCa3.1-dependent manner. Ca2+ influx induced by L17E addition and 
subsequent KCa3.1 channel activation followed by membrane potential modulation is a putative 
mechanism underlying L17E-mediated cytosolic delivery. (iii) In cells with low or deficient KCa3.1 
expression, L17E induces Ca2+ influx but does not lead to internalization of high molecular weight cargos. 
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討論と展望 

 第２章では、KCNN4 によってコードされるカルシウム依存性カリウムチャネル KCa3.1 が、L17E

によるサイトゾル送達を正に制御する因⼦であることを明らかにした。L17E によって誘発される
細胞外 Ca2+流⼊が KCa3.1 の活性化を引き起こし、これによって L17E による膜透過性が向上する
ことで、局所的かつ⼀時的な直接膜透過を介したサイトゾル送達が達成されるという、サイトゾ
ル送達ペプチドの新規の作⽤メカニズムが提⽰された（Figure 2-18）。 

 ペプチドを⽤いたサイトゾル送達技術に関するこれまでの研究では、ペプチドの構造や修飾な
どペプチド⾃体の化学的特性に焦点を当てることが多く、標的細胞の特性や機能に関しては、⼗
分に考慮されてこなかった。本章の結果は、同じ送達メカニズムを⽤いた場合でも、細胞株間で
送達効率に⼤きな差が⽣じうることを強調している。このような細胞株間のペプチド感受性の違
いに焦点を当てることで、KCa3.1 チャネルの発現レベルが L17E ペプチドによるサイトゾル送達
効率を調節することを⾒出した。KCa3.1 のチャネル活性は活性化剤や阻害剤によって調節できる
ため、L17E ペプチドによる送達効率を細胞機能の調節によって容易に変化させることができる可
能性がある。 

 いくつかの CPP の細胞内移⾏や膜傷害性ペプチドの作⽤における膜電位の重要性についてはこ
れまでに多く報告されているが、これらのペプチド活性に対する特定のカリウムチャネルの発現
量や細胞内 Ca2+動態の影響について検討した報告はほとんどない 137。本研究では、L17E の活性
調節因⼦として KCa3.1 を⾒出すことで、膜電位の重要性を再度強調するとともに、細胞外からの
Ca2+流⼊の重要性を新たに提⽰した。しかし、Ca2+流⼊に続いて、KCa3.1 チャネルの機能がどの
ようにして L17E 活性を調節しているのか、その完全なメカニズムを明らかにすることはできな
かった。KCNN4 発現量と静⽌膜電位の間にはほとんど相関がなかったことから、L17E 投与時に
KCa3.1 が活性化することで過分極が誘導され、これが L17E の膜傷害活性を⼀過的に⾼めている
と考えられる。現段階では、L17E添加直後に⽣じる Ca2＋流⼊が KCa3.1 の活性依存的なサイトゾ
ル送達に重要であることを確認するに留まっており（Figure 2-14）、L17E添加後の膜電位の変化や
カリウム電流の有無については結論を出せていない。筆者は膜電位感受性蛍光プローブである
DiBAC4(3)や遺伝的にコードされた膜電位センサーrEstus の蛍光量を指標としたタイムラプス観察
による膜電位変化の評価を試みたが、L17E 添加時の膜電位変化を検出することはできなかった
（データ未提⽰）。L17E添加によって KCa3.1 が活性化していたとしても、その後すぐに L17E に
よる膜傷害が⽣じて細胞膜のバリア機能が損なわれるため、膜電位はすぐに脱分極⽅向に動くと
考えられる。そのため、L17E添加時に KCa3.1 によって過分極が⽣じていたとしても、それは極
めて瞬間的なものである可能性が⾼い。このような微細な継時変化を捉えることは、上記の膜電
位プローブを⽤いたイメージングの系では時間分解能の点から難しいことが予想される。パッチ
クランプにより直接的な膜電位の評価を⾏うことで、L17E処理時の膜電位変化について理解が深
まる可能性がある。 

 L17E による Ca2+流⼊の発⽣メカニズムの解明は、今後の重要な研究課題の⼀つである。L17E

によるサイトゾル送達は細胞膜の⼀過的な傷害を介したものであることから、L17E の送達活性が
発揮される際には、Ca2+を含む細胞外物質が⾮選択的にサイトゾルへと流⼊する。そのため、L17E
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添加時に⾒られる Ca2+流⼊が、L17E による送達の駆動⼒となるものなのか、それとも送達が⾏わ
れた結果として⽣じるものなのか、両者を区別して議論することは難しい。L17E 感受性の⾼い
U2OS 細胞においては、細胞内 Ca2+濃度の増加が L17E処理後、観察した 5 分間に渡って継続した
のに対し、L17E感受性の低い KCNN4 KO U2OS 細胞と T24 細胞においては、添加直後の瞬間的
な細胞内 Ca2+濃度の増加が観察されるのみであった（Figure 2-16A）。これは、L17E処理時に、⼆
段階の Ca2+流⼊、すなわち、KCa3.1 ⾮依存的に⽣じる初期の Ca2+流⼊と、KCa3.1 依存的に⽣じ
る細胞内送達の結果としての Ca2+流⼊があることを⽰唆する。KCNN4 の発現レベルが低い細胞株
である T24 細胞、SJSA1 細胞、および HEK293T 細胞の中で、T24 細胞においては KCNN4 の過剰
発現によって L17E による送達効率が⼤きく増加したが、SJSA1 細胞および HEK293T 細胞ではそ
れほど顕著な効果は⾒られなかった（Figure 2-16B）。これら 2 つの細胞株タイプの違いは、L17E

添加直後に観察されるパルス状の Ca2+流⼊の程度の違いにあると考えられる。このことから、L17E

の細胞膜への作⽤による Ca2+流⼊の発⽣しやすさを決定する別の⽣物学的調節因⼦が存在するこ
とが⽰唆される。⼀つの可能性として、膜脂質組成や細胞内シグナル伝達経路などの未知の要因
が、L17E による Ca2+流⼊や KCa3.1 の活性に影響を与えていることが考えられる。ペプチドの膜
への作⽤と膜脂質組成の関連については、コレステロールが CPP の⼀つである transportan とモデ
ル脂質膜との相互作⽤を抑制することや 138、細胞膜内葉の PI(4,5)P2 が別の CPP である penetratin

の膜透過を促進することが報告されている 139。脂質によるチャネル活性の制御という観点からは、
KCa3.1 が PI(3)P によって活性化されることや 60、同じくカルシウム依存性カリウムチャネル
KCa1.1 が膜コレステロールによって制御されることが知られている 140。所属研究室の先⾏研究に
おいて L17E が脂質応答性を持つことを既に⾒出していることも踏まえ 31、細胞株間の膜脂質組
成の違いをリピドミクスによって網羅的に調べることで、L17E 活性に影響する膜脂質を同定でき
る可能性がある。 

 本章では、L17E とカーゴを結合させず、それぞれを単独で共投与した場合のカーゴの送達効率
について評価しており、ペプチドとカーゴの結合体や他の CPP の膜透過様式については検討でき
ていない。ペプチドに結合されたカーゴ（抗体、タンパク質、ペプチド、核酸など）は、内在化メ
カニズムに影響を与える可能性があるため、この点を評価するためにはさらなる研究が必要であ
る。また、L17E は他の CPP とは異なり、送達に⽬的カーゴとの結合を必要とせず、⼀般的な CPP

に⽐べてより⼤きなカーゴの送達が可能であることから、他の CPP の膜透過には本章で明らかに
されたものとは異なる送達メカニズムが関与している可能性がある。TAT、R9、penetratin などの
CPP の膜透過に、カリウムチャネルや膜電位そのものが関与することが既に報告されている 112。
しかし、これらの⼀般的な CPP の膜透過における Ca2+の役割はほとんど解明されていない。これ
らの種々の CPP の作⽤メカニズムを Ca2＋の寄与の観点から明らかにすることで、ペプチドを⽤
いた細胞内送達の理解をさらに深めることができると考えられる。
  



第３章 

 50 

第３章 
L17E による細胞内送達における ANXA2 の寄与 

序論 

 第３章では、第２章に引き続き、細胞内送達活性を持つペプチドである L17E の活性に影響を与
える細胞因⼦について検討を⾏った。第２章において、細胞株間での L17E 活性の違いに着⽬する
ことで L17E 活性の制御因⼦として KCa3.1 を同定した。しかし、KCa3.1 の発現量が⽐較的⾼く、
L17E より効率よく細胞内送達が⽣じる細胞株であっても、その送達効率は 100%には到達しない
（例：HT1080 細胞：>70%、MIA PaCa-2 細胞：>70%）。このことから、同⼀細胞株内であっても、
個々の細胞ごとに L17E 感受性が異なっていることが予想される。そこで、第３章では、単⼀細
胞株内における L17E感受性の違いを決定する因⼦の同定を試みた。 

 L17E の存在下で蛍光標識デキストランを HeLa 細胞に添加し、サイトゾル送達を受けた細
胞（positive HeLa cells; pHeLa）と送達を受けなかった細胞（negative HeLa cells; nHeLa）をセ
ルソーターを⽤いて分離し、それぞれ培養した。pHeLa および nHeLa における L17E のサイト
ゾル送達効率を蛍光標識デキストランおよび PI を⽤いてさらに評価した結果、pHeLa では
nHeLa と⽐較して 5~10%⾼い送達効率が確認された。プロテオーム解析により、pHeLa と nHeLa

のタンパク質量を⽐較したところ、膜画分において、膜修復タンパク質である Annexin A2

（ANXA2）が nHeLa で pHeLa の約 1.4倍多く存在していることが明らかになった。ANXA2 と
EGFP を融合させたタンパク質（ANXA2-EGFP）を HeLa 細胞に発現させ、L17E処理時の細胞
内局在を観察したところ、L17E 添加後に ANXA2-EGFP が細胞膜へ移⾏する様⼦が確認され
た。この結果から、L17E による細胞内送達の過程で ANXA2 依存的な膜修復機構が誘導され
る可能性が⽰唆された。さらに、siRNA を⽤いて HeLa 細胞および T24 細胞で ANXA2 をノッ
クダウン（KD）したところ、L17E によるサイトゾル送達効率が有意に増加した。以上の結果
から、ANXA2 による膜修復活性が L17E の活性を負に制御しており、細胞間での ANXA2 発
現量の違いが同⼀細胞株内での L17E感受性の多様性を⽣み出す要因となる可能性が⽰唆され
た。さらに、別の膜修復関連因⼦である ESCRT複合体が、細胞膜透過性ペプチド（CPP）のサイ
トゾル移⾏の抑制に関与することが⽰唆された。 
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第１節 同⼀細胞株内における L17E 活性の多様性の確認 

 本章では、モデル細胞として、最も⼀般的に使⽤される細胞株のひとつである HeLa 細胞を⽤い
た。細胞株内での L17E 活性の違いがあるかを検討するために、セルソーターを⽤いた細胞の分離
を⾏った（Figure 3-1A）。第２章においては L17E によって送達されるモデルカーゴとして PI を⽤
いていたが、PI は核酸に結合するため、送達後に⻑期間の培養を⾏った場合、細胞に悪影響を及
ぼす可能性があると考えた。そこで、ソーティング実験においては、PI の代わりに AF488 による
蛍光標識がされた 10 kDa デキストラン（AF488-dex10）を⽤いた。HeLa 細胞に AF488-dex10 を
L17E とともに添加し、AF488-dex10 が送達された細胞（dextran positive HeLa cells）と送達されな
かった細胞（dextran negative HeLa cells）を、AF488 の蛍光を指標としてセルソーターにより分離
した（Figure 3-1B、左）。ソーティング直後の細胞を共焦点顕微鏡により観察することで、AF488

の蛍光量が⾼い細胞群においてはサイトゾル中への AF488-dex10 の拡散が起こっており、対して、
AF488 の蛍光量が低い細胞群においてはサイトゾル中への AF488-dex10 の拡散が⾒られないこと
を確認した（Figure 3-1B、右）。分離後の細胞を 4⽇程度培養して増殖させ、それぞれ pHeLa（dextran 

Positive HeLa cells由来の細胞）と nHeLa（dextran Negative HeLa cells由来の細胞）と名付けた（Figure 

3-1A）。元の HeLa 細胞、pHeLa、および nHeLa それぞれにおける L17E 活性を、L17E 存在下で
AF488-dex10 が送達された細胞の割合（送達効率）として評価した。その結果、nHeLa においては
元の HeLa 細胞とほとんど送達効率に変化がなかったものの、pHeLa においては nHeLa および元
の HeLa と⽐較して送達効率が 5〜10%⾼くなっていることが確認された（Figure 3-1C）。第２章と
同様に、PI の送達割合をフローサイトメトリーを⽤いた系により評価した場合でも、pHeLa にお
いては、他の⼆種類の細胞群と⽐較して有意に⾼い送達効率が⾒られた（Figure 3-1D）。以上の結
果から、HeLa 細胞の中で L17E による送達を受けたものを分離・培養することで、L17E に対する
感受性の⾼い細胞群を選別できることが⽰された。これらの結果より、同⼀の HeLa 細胞株内にお
いても、個々の細胞ごとに L17E感受性が異なり、その感受性の違いは、少なくとも⼀定期間保持
されるものであることが⽰唆された。 
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  Figure 3-1. Isolation of cells undergoing 
intracellular delivery by L17E via cell 
sorting. (A) Experimental overview. HeLa 
cells treated with AF488-labeled dextran 10 
kDa (AF488-dex10) in the presence of L17E 
were separated into AF488-dex10 positive and 
negative populations using cell sorter. The 
collected cells were cultured and named 
pHeLa (cells derived from AF488-dex10 
positive HeLa cells) and nHeLa (cells derived 
from AF488-dex10 negative HeLa cells), 
respectively. (B) Selection of cells based on 
AF488-dex10 fluorescence by cell sorter 
(left). Confocal microscopy observation of 
cells immediately after sorting (right). (C) 
Delivery of AF488-dex10 by L17E in HeLa, 
pHeLa, and nHeLa cells. Cells were treated 
with AF488-dex10 and L17E (40 µM) for 5 
min. Representative confocal images (top), 
proportion of the cells with cytosolic diffused 
AF488-dex10 signals (bottom). (D) PI 
delivery by L17E in HeLa, pHeLa, and nHeLa 
cells. Cells were treated with PI and L17E (40 
µM) for 5 min. Representative confocal 
images (top) and flow cytometry analysis 
(bottom) of PI internalized cells. Scale bars, 
20 µm (C). Data represent the mean ± SE of 
three independent biological replicates (C, D). 
*, p < 0.05; ***, p < 0.001; n.s., not 
significant. One-way ANOVA followed by 
Tukey–Kramer’s post hoc test (C, D). 
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第２節 L17E 活性の負の制御因⼦としての ANXA2 の同定 

 pHeLa と nHeLa における L17E による送達効率の差は、両者のタンパク質量の違いに起因する
と仮定した。初めに、第２章において細胞株間での L17E 活性の決定因⼦として同定された KCa3.1

発現量の違いについて検討した。pHeLa と nHeLa間での KCNN4 mRNAレベルを qPCR により評
価したところ、ソーティングを⾏なっていない元の HeLa 細胞、pHeLa、および nHeLa の間で KCNN4 

mRNAレベルに⼤きな差は認められなかった（Figure 3-2A）。pHeLa および nHeLa における KCa3.1

のタンパク質レベルでの発現量については、KCa3.1 に対する有⽤な抗体を得ることができなかっ
たために評価することができなかった。KCa3.1以外にも L17E 活性を決定する細胞因⼦が存在す
ると仮定し、pHeLa と nHeLa間のタンパク質量の差を網羅的に調べるために、プロテオーム解析
を実施した。具体的には、L17E 存在下で AF488-dex10 を処理した HeLa 細胞をセルソーターによ
り分離し、3 または 4⽇間培養した後、pHeLa と nHeLa それぞれから膜画分およびサイトゾル画
分のタンパク質を抽出した（Figure 3-2B）。膜画分およびサイトゾル画分のタンパク質量について
解析を⾏ったところ、pHeLa と nHeLa の間で複数のタンパク質に存在量の違いが認められた
（Figure 3-2B）。本解析においては KCa3.1 が同定されなかったため、pHeLa と nHeLa の間での
KCa3.1 の発現量の違いについては評価することができなかった。同定されたタンパク質の中で、
膜修復タンパク質である Annexin A2（ANXA2）141-143に着⽬した（Figure 3-2C）。ANXA2 は nHeLa

Figure 3-2. Proteome comparison between pHeLa and nHeLa. (A) qPCR analysis for mRNA levels 
of KCNN4 in HeLa, pHeLa, and nHeLa cells. The mRNA expression level was determined by the standard 
curve method using GAPDH as a reference gene. (B) Experimental overview. (C) Proteome comparison 
between pHeLa and nHeLa in the membrane fraction (left) and cytosolic fraction (right). The abundance 
of each protein is plotted as the log2 value of the nHeLa/pHeLa ratio. (D) nHeLa/pHeLa ratio of ANXA 
family protein level identified in the membrane fraction (left) and cytosolic fraction (right). Data represent 
mean ± SD of triplicate samples from one of two independent experiments (A). Data from two 
independent biological replicates (D membrane fraction) or one experiment (C, D cytosolic fraction). 
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において pHeLa よりも膜画分における存在量が約 1.4 倍多かったが、サイトゾル画分における
ANXA2 存在量は両者の間でほとんど差がないことが確認された（Figures 3-2C, D）。この結果か
ら、ANXA2 の膜近傍での存在量の違いが細胞ごとの膜修復活性に影響し、L17E による⼀過的な
膜傷害を介したサイトゾル送達の効率に差が⽣じる可能性が⽰唆された。 

 ANXA2 は膜表在性タンパク質であり、他の膜修復タンパク質と同様に、サイトゾル中の Ca2+濃
度の増加に応じて負電荷性脂質への結合性が⾼まり、膜へと移⾏することが知られている 144,145。
プロテオーム解析によって同定された ANXAファミリーのうち、ANXA2 と同様に膜修復に関連

Figure 3-3. Intracellular localization changes of ANXA2-EGFP during L17E treatment. (A) 
Confocal time-lapse imaging of HeLa cells transiently expressing EGFP, ANXA1-EGFP, ANXA2-EGFP, 
or ANXA5-EGFP. Cells were treated with PI and L17E (40 µM). Yellow arrowheads indicate PI influx 
points. The time elapsed after the start of PI influx is shown above the images. (B) Proportion of cells 
showing EGFP signal accumulation among those with observed PI influx. (C) Confocal time-lapse 
imaging of HeLa cells transiently expressing EGFP, ANXA1-EGFP, ANXA2-EGFP, or ANXA5-EGFP. 
Cells were treated with ionomycin (5 µM). Images show the cells before and after treatment with 
ionomycin. Scale bars, 10 µm (A, C). Cells from three independent experiments were analyzed (B). 
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することが知られる ANXA1141,146およびANXA5147,148については、膜画分において pHeLa と nHeLa

間で顕著なタンパク質量の違いは認められなかった。そこで、今回同定された ANXA1、ANXA2、
ANXA5 が L17E 処理時の膜修復に関与するかを検討するため、各タンパク質の EGFP 融合体
（ANXA1-EGFP、ANXA2-EGFP、および ANXA5-EGFP）を HeLa 細胞に⼀過性に発現させ、L17E

処理時の細胞内局在を共焦点顕微鏡によるタイムラプスイメージングで観察した。コントロール
として EGFP のみを発現させた場合では、L17E処理後に細胞内の EGFP の局在変化は観察されな
かった（Figure 3-3A, EGFP）。⼀⽅、ANXA2-EGFP を発現させた場合では、L17E添加後に PI のサ
イトゾル流⼊に伴って ANXA2-EGFP が細胞膜に移⾏し、PI の流⼊点において特に強い集積を⽰
した（Figure 3-3A, ANXA2-EGFP）。同様に、ANXA1-EGFP、ANXA5-EGFP についても L17E処理
後に PI 流⼊点での蛍光シグナルの集積が観察された（Figure 3-3A, ANXA1-EGFP and ANXA5-

EGFP）。PI の流⼊が観察された細胞の中で、EGFP シグナルの細胞膜への集積が⾒られる細胞の
割合を評価したところ、ANXA2-EGFP については PI 流⼊が⾒られた細胞のうち 90%以上の細胞
（33 細胞中 31 細胞）においてシグナルの集積が観察された（Figure 3-3B）。これに対して、ANXA1-

EGFP の場合は 30%（30 細胞中 9 細胞）、ANXA5-EGFP の場合は約 24%（29 細胞中 7 細胞）で集
積が⾒られ、ANXA2-EGFPほど顕著な集積が⾒られないことが確認された（Figure 3-3B）。コント
ロールとして EGFP を⽤いた場合は、集積が⾒られる細胞の割合は 0%（21 細胞中 0 細胞）であ
った（Figure 3-3B）。また、サイトゾル中の Ca2+濃度を上昇させるために ionomycin を添加した場
合では、HeLa 細胞において ANXA1-EGFP、ANXA2-EGFP、ANXA 5-EGFP の全てが細胞膜へ移⾏
したことから（Figure 3-3C）、⼀過性発現させた EGFP タグつき ANXA が正常に機能しており、
Ca2+に対する感受性の違いによって各 ANXA の L17E に対する反応性が異なる可能性が⽰唆され
た。以上の結果から、ANXA1-EGFP、ANXA2-EGFP、ANXA 5-EGFP のうち、ANXA2-EGFP が最
も顕著に L17E 依存的な膜への移⾏を⽰すことが確認された。これにより、ANXA2 が L17E によ
って引き起こされる膜傷害の修復において、他の ANXAファミリーよりも⼤きな役割を果たして
いる可能性が⽰唆された。また、このことが、ANXA1、ANXA2、ANXA5 のうち、ANXA2 のみ
が pHeLa と nHeLa間で膜画分におけるタンパク質量に差を⽰した（Figures 3-2C, D）理由である
可能性がある。 

 そこで、ANXA2 が L17E 活性に影響するかを検証するために、siRNA を⽤いた ANXA2 のノッ
クダウン（KD）を⾏った。HeLa 細胞における ANXA2 の KD をウエスタンブロットにより評価
し、KD 効率が⼗分であることを確認した（Figure 3-4A）。L17E による PI の送達効率を評価した
ところ、ANXA2 KD によって L17E による送達効率がわずかではあるが有意に増加することが明
らかになった（Figure 3-4B）。この結果から、ANXA2 が L17E 活性を抑制的に制御していることが
⽰された。さらに、KCNN4発現量が低く、L17E によるサイトゾル送達がほとんど⾒られない T24

細胞においても、ANXA2 KD によってサイトゾル送達効率が有意に増加することが確認された
（Figures 3-4C, D）。この結果から、KCNN4 の発現量が低い細胞株においても、ANXA2 の機能を
抑制することで、L17E による送達効率の向上が可能であることが⽰唆された。 

 次に、ANXA2 を過剰発現させた場合に L17E 活性が抑制されるかを検討した。対象として、
HeLa 細胞および第２章にて L17E による⾼効率なサイトゾル送達が確認された HT1080 細胞を選



第３章 

 56 

択し、それぞれの細胞において ANXA2-EGFP を⼀過性に過剰発現させた。同様に、ANXA1 およ
び ANXA5 についても、ANXA1-EGFP および ANXA5-EGFP をそれぞれ過剰発現させ、その影響
を検討した。その結果、ANXA1、ANXA2、ANXA5 のいずれを過剰発現させた場合でも、コント
ロールとして EGFP のみを発現させた場合と⽐較して、L17E による送達効率には有意な変化は認
められなかった（Figure 3-5）。この結果は、ANXA2 の発現量が低下すると L17E が増強する⼀⽅
で、ANXA1 や ANXA5 を含む ANXAファミリーの発現量を⼈為的に増加させても、L17E 活性が
減弱しないことを⽰している。ANXA2 の過剰発現が L17E の活性低下を引き起こさなかった理由
として、内在性の ANXA2 が⼗分に機能しているために、過剰発現させても ANAX2 による膜修
復活性がそれほど上昇しないことが考えられる。また、単なる過剰発現では膜周辺での ANXA2 存
在量がそれほど変化しない可能性もある。膜近傍での ANXA2 存在量に影響する要因としては、
ANXA2 が結合するための不電荷脂質の存在量や、ANXA2 とともに膜へと移⾏することが知られ
る S100A11 タンパク質 145の影響が可能性として考えられる。 

 本節の結果より、ANXA ファミリーの中で少なくとも ANXA2 が L17E 活性を抑制的に制御し
ていることが⽰された。さらに、細胞膜近傍での ANXA2 の局在量の違いが、同⼀細胞株内にお
ける個々の細胞の L17E感受性（L17E を添加した時にサイトゾル送達が⽣じるかどうか）を決定
している可能性が⽰唆された（Figure 3-6）。  

Figure 3-4. Enhanced L17E-mediated intracellular delivery efficiency by ANXA2 knockdown. (A) 
Western blot analysis for ANXA2 in HeLa cells transfected either with control siRNA (siCont) or ANXA2 
siRNA (siANXA2). (B) PI delivery by L17E in ANXA2 KD HeLa cells. Cells were transfected either 
with siCont or siANXA2 and treated with PI and L17E (40 µM) for 5 min. PI delivery efficiency was 
analyzed by flow cytometry. (C) Western blot analysis for ANXA2 in T24 cells transfected either with 
control siRNA (siCont) or ANXA2 siRNA (siANXA2). (D) PI delivery by L17E in ANXA2 KD T24 
cells. Cells were transfected either with siCont or siANXA2 and treated with PI and L17E (40 µM) for 5 
min. PI delivery efficiency was analyzed by flow cytometry. Data represent the mean ± SE of three 
independent biological replicates (B, D). *, p < 0.05. One-way ANOVA followed by Tukey–Kramer’s 
post hoc test (B, D). 
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Figure 3-6. Proposed involvement of ANXA2 in L17E activity. Cells with low membrane-localized 
ANXA2 levels are relatively sensitive to L17E-mediated cytosolic delivery (left). Cells with high 
membrane-localized ANXA2 level are relatively resistant to L17E due to its strong membrane repair 
activity. 

Figure 3-5. ANXA2 overexpression does not affect L17E activity. HeLa cells (left) and HT1080 cells 
(right) were transfected either with EGFP, ANXA1-EGFP, ANXA2-EGFP, or ANXA5-EGFP vector and 
treated with PI and L17E (40 µM) for 5 min. PI delivery efficiency was analyzed by flow cytometry. Data 
represent the mean ± SE of three independent biological replicates. n.s., not significant. One-way ANOVA 
followed by Tukey–Kramer’s post hoc test. 
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第３節 CPP のサイトゾル移⾏に対する膜電位および膜修復の関与 

 第 3 章ではこれまでに L17E 活性に対する膜修復タンパク質 ANXA2 の影響を検討してきた。
多くの膜修復反応は細胞膜が傷害されることによる Ca2+流⼊により開始されることが知られてお
り、ANXA2 をはじめとする膜修復タンパク質は Ca2+依存的に機能する 149。また、第２章で L17E

活性の必須因⼦として同定された KCa3.1 も同様に Ca2+による活性化を受け 129,130、そのため L17E

によるサイトゾル送達には細胞外 Ca2+の流⼊が必須であった。さらに、⼀般的な細胞膜透過ペプ
チド（CPP）のサイトゾル移⾏に対しても、KCa3.1 をはじめとするカリウムチャネルの発現や適
切な膜電位の維持が重要であることが報告されている 112,123。しかし、CPP のサイトゾル移⾏に対
する膜修復機構や Ca2+の詳細な寄与については不明である 137,150。そこで、以下では、L17E 以外
の⼀般的な細胞膜透過ペプチド（CPP）のサイトゾル移⾏に対する細胞外 Ca2+や膜修復機構の寄
与を検討した。L17E と他の CPP との相違点として、L17E はサイトゾル送達の際に⽬的分⼦との
結合を必要としないことが挙げられる。そのため、第２章、第３章においては、L17E そのもので
はなく、L17E と共投与した蛍光分⼦（PI や AF488-dex10）の送達効率（何％の細胞で蛍光分⼦の
サイトゾル送達が⾒られるか）を評価していた。しかし、⼀般的な CPP ではペプチド単体や⽬的

Figure 3-7. Effect of KCNN4 KO, K buffer and BPTA-AM on L17E-mediated cytosolic delivery and 
L17E translocation into cytosol. (A) Experimental overview (left). The percentage of the cells with 
cytosolic PI signal after L17E treatment was analyzed. U2OS cells (WT or KCNN4 KO) were treated 
with PI and L17E (40 µM) for 5 min in the condition of high extracellular concentration of KCl (140 
mM) (K buffer) or in the presence of BAPTA-AM (40 µM). Confocal microscopy observation of PI 
delivery (middle) and flow cytometry analysis of PI internalized cells (right). (B) Experimental overview 
(left). Cytosolic internalization of FITC-labeled L17E was quantitatively analyzed. U2OS cells (WT or 
KCNN4 KO) were treated with FITC-labelled L17E [L17E(FITC)] (20 µM) for 5 min in K buffer or in 
the presence of BAPTA-AM (40 µM). Confocal microscopy observation of internalized L17E(FITC) 
(middle) and quantification of cytosolic fluorescence intensity of L17E(FITC) (right). Scale bars, 20 µm 
(A, B). Data represent the mean ± SE of three independent biological replicates (A). Data from three 
independent biological replicates are shown in box and dot plots (B). ****, p < 0.0001. One-way ANOVA 
followed by Tukey-Kramer’s post hoc test (A); Kruskal-Wallis test followed by Steel-Dwass test (B). 
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分⼦とペプチドの結合体が細胞内へと移⾏するため、CPP 活性の指標として、FITC により蛍光標
識したペプチドのサイトゾル移⾏量を画像解析により定量的に評価した。まず初めに、L17E⾃体
のサイトゾル移⾏量について評価するために、FITC 標識をした L17E（L17E(FITC)）を⽤いて U2OS

細胞におけるサイトゾル移⾏量を評価した。その結果、KCNN4 KO U2OS 細胞では WT U2OS 細胞
と⽐較して移⾏量が有意に減少した（Figure 3-7B）。さらに、WT U2OS 細胞において膜電位を消
失させる⽬的で 140 mM の KCl を含有する K buffer処理を⾏った場合や、細胞外 Ca2+流⼊を抑制
するために BAPTA-AM を処理した場合でも、L17E(FITC)の細胞内移⾏量は有意に減少した（Figure 

3-7B）。この傾向は、FITC 標識をしていない L17E による PI のサイトゾル送達と同様であった
（Figure 3-7A）。これらの結果から、L17E によるサイトゾル送達だけでなく、L17E⾃体のサイト
ゾル移⾏にも、KCNN4 の発現と適切な膜電位の形成、および細胞内 Ca2+濃度の上昇が必須である
ことが確認された。また、L17E のサイトゾル移⾏には、膜傷害に先⽴って Ca2+流⼊による KCa3.1

の活性化が必要であると考えられる。 

 続いて、他の CPP についても同様の傾向が⾒られるかを確認するために、三種類の CPP

（L17ER4151、R828,29、および Pen30）を選択し、それぞれ FITC による蛍光標識を施した
（L17ER4(FITC)、FITC-R8、および FITC-Pen）。これらの FITC 標識 CPP について U2OS 細胞にお

Figure 3-8. Effect of KCNN4 KO, K buffer and BPTA-AM on CPPs internalization into cytosol. 
U2OS cells (WT or KCNN4 KO) were treated with L17ER4(FITC) (5 µM), FITC-R8 (10 µM), or FITC-
Pen (20 µM) for 30 min in K buffer or in the presence of BAPTA-AM (40 µM). Confocal microscopy 
observation of FITC-labelled CPP internalization (left) and quantification of cytosolic fluorescence 
intensity of FITC-labeled CPP (right). Scale bars, 20 µm. Data from three independent biological 
replicates are shown in box and dot plots. ****, p < 0.0001. Kruskal-Wallis test followed by Steel-Dwass 
test. 
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けるサイトゾル移⾏量を評価したところ、KCNN4 KO および K buffer処理によってはこれら三種
類の CPP のサイトゾル移⾏量が減少したが、BAPTA-AM の処理によっては、いずれの CPP の場
合においても、L17E(FITC)の場合とは反対に、サイトゾル移⾏量が著しく増加することが確認さ
れた（Figure 3-8）。この結果から、これらの CPP のサイトゾル移⾏には、適切な膜電位の維持や
KCa3.1 の発現が必要であるものの、細胞内 Ca2+濃度の増加やそれによる KCa3.1 の活性化は必要
ではないことが⽰唆された。また、BAPTA-AM処理によってサイトゾル移⾏量が増加したことか
ら、膜修復機構の抑制によってサイトゾル移⾏量が増加している可能性が⽰唆された。そこで、
これらの CPP のサイトゾル移⾏に対する ANXA2 の関与を検討した。その結果、HeLa 細胞におい
て ANXA2 を KD しても、いずれの CPP についてもサイトゾル移⾏量の増加は確認されず、ANXA2

はこれらの CPP のサイトゾル移⾏に対して少なくとも抑制的には寄与していないことが⽰唆され
た（Figure 3-9）。 

 そこで、ANXA2 以外の膜修復機構がこれらの CPP のサイトゾル移⾏に関与しているかを検討
した。膜修復機構には ANXA以外にも ESCRT複合体の機能が関与する 152,153。ESCRT タンパク質
は、⽐較的⼩規模な膜損傷の修復に関与することが知られており、他の膜修復因⼦と同様に Ca2+

依存的に膜損傷部位に誘導される。さらに、ESCRT は損傷部位に複合体を形成することで、損傷
部位を除去する機能を持つ 152,153。また、ESCRT の機能を阻害することによって、TAT-RasGAP317-

326（代表的な CPP である TAT と p120 RasGAP の SH3 ドメイン由来のペプチド配列との融合ペプ
チド）による細胞膜損傷が増加することも報告されている 154。ESCRT複合体の機能を阻害するた
めに、VPS4a のドミナントネガティブである VPS4aE228Q（E228Q：Glu228 → Gln）155,156を⽤いた。
VPS4a は ESCRT複合体の膜切断機能を制御する重要な分⼦であり、その機能が⽋損すると ESCRT

Figure 3-9. Effect of ANXA2 KD on CPPs internalization into cytosol. HeLa cells were transfected 
either with control siRNA (siCont) or ANXA2 siRNA (siANXA2) and then treated with L17ER4(FITC) 
(6 µM), FITC-R8 (20 µM), or FITC-Pen (20 µM) for 30 min. Confocal microscopy observation of FITC-
labeled CPP internalization (top) and quantification of cytosolic fluorescence intensity of FITC-labelled 
CPP (bottom). Scale bars, 20 µm. Data from two (FITC-R8) or three (L17ER4(FITC), FITC-Pen) 
independent biological replicates are shown in box and dot plots. *, p < 0.05; ****, p < 0.0001. Wilcoxon 
rank-sum test. 
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複合体の解体と再利⽤が阻害される 157,158。ESCRT タンパク質は膜修復以外にも、エンドソームの
成熟や細胞分裂などの重要な細胞プロセスに関与するため 159,160、⻑期的な ESCRT 阻害はそれ⾃
体が細胞死を引き起こす可能性がある 161,162。そこで、タイミング制御可能な ESCRT 阻害⽅法と
して、Tet-On システムによる Dox 依存的な VPS4aE228Q発現誘導系を⽤いた。PiggyBac システムを
⽤いて、VPS4a（WT または E228Q変異体）を Dox 依存的に発現する HeLa 細胞（HeLa VPS4aWT

および HeLa VPS4aE228Q）を樹⽴した（Figures 3-10A）。Dox処理時間依存的に VPS4a の発現量が
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増加することをウエスタンブロットにより確認した（Figures 3-10B）。さらに、免疫染⾊によって
VPS4aWT および VPS4aE228Q の細胞内局在を評価したところ、VPS4aWT はサイトゾル全体に均⼀に
分布していたのに対し、VPS4aE228Qはエンドソームと思われる部位に蓄積していた（Figures 3-10C）。
これは、VPS4aE228Qにおいてはその機能が失われているために、エンドソーム膜上での ESCRT複
合体の解離が正常に進⾏しなくなり、局所的な蓄積が⽣じたためと考えられる。また、HeLa 

VPS4aWTおよび HeLa VPS4aE228Qの両細胞において、Dox の有無に関わらず、FITC 標識 CPP ⾮存
在下および存在下の両条件で顕著な細胞毒性が⾒られないことを確認した（Figure 3-10D）。続い
て、FITC 標識 CPP のサイトゾル移⾏に対する ECSRT の影響を検討した。HeLa VPS4aWT におい
ては、Dox処理の有無に関わらず、FITC 標識 CPP のサイトゾル移⾏量は変化しなかったが、HeLa 

VPS4aE228Q においては、Dox 処理後にいずれの FITC 標識 CPP についてもサイトゾル移⾏量の有
意な増加が確認された（Figure 3-10E）。以上の結果から、ESCRT は、L17ER4(FITC)や代表的な CPP

である R8 や Pen のサイトゾル移⾏に対して抑制的に働いており、ESCRT を阻害することで CPP

のサイトゾル移⾏を促進できることが確認された。 

 まとめると、L17E によるサイトゾル送達には ANXA2 が関与していたが、L17ER4、R8、Pen な
どの CPP のサイトゾル移⾏に対する ANXA2 の影響は限定的であり、ESCRT複合体による膜修復
がより重要な役割を果たしている可能性が⽰唆された。 

  

Figure 3-10. Effect of ESCRT inhibition on CPPs internalization into cytosol. (A) Graphical overview 
of the PiggyBac plasmids used to establish HeLa cells with puromycin (Puro) resistance and doxycycline 
(Dox)-inducible expression of HA-tagged VPS4a (WT or E228Q mutant). (B) Western blot analysis for 
Dox-induced expression of HA-tagged VPS4a (WT or E228Q) in HeLa VPS4aWT and HeLa VPS4aE228Q 
cells. Cells were treated with Dox (1 µg/mL) for 0, 2, 4, 6, or 8 h. (C) Immunostaining analysis for HA-
tagged VPS4a (WT or E228Q) in HeLa VPS4aWT and HeLa VPS4aE228Q cells treated with Dox (1 µg/mL) 
for 16 h. (D) Cell viability assay for HeLa VPS4aWT and HeLa VPS4aE228Q cells. Cells were treated with 
Dox (1 µg/mL) for 8 h and then incubated with L17ER4(FITC) (6 µM), FITC-R8 (20 µM), or FITC-Pen 
(20 µM) for 30 min. (E) CPP internalization in HeLa VPS4aWT and HeLa VPS4aE228Q cells. Cells were 
treated with Dox (1 µg/mL) for 8 h and then incubated with L17ER4(FITC) (6 µM), FITC-R8 (20 µM), 
or FITC-Pen (20 µM) for 30 min. Confocal microscopy observation of FITC-labeled CPP internalization 
(top) and quantification of cytosolic fluorescence intensity of FITC-labelled CPP (bottom). Scale bars, 20 
µm (C, E). Data represent the mean ± SD of triplicate samples from one experiment (D). Data from three 
independent biological replicates are shown in box and dot plots (E). ****, p < 0.0001; n.s., not 
significant. Kruskal-Wallis test followed by Steel-Dwass test (E). 
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討論と展望 

 第３章では、HeLa 細胞内での L17E感受性の違いに着⽬することで、L17E 活性に影響する因⼦
として膜修復タンパク質である ANXA2 を同定した（Figure 3-6）。また、L17E以外の代表的な CPP

の膜透過（サイトゾル移⾏）にも ESCRT 依存的な膜修復機構が関与していることを明らかにし
た。 

 本章では、L17E によるサイトゾル送達が⽣じた細胞群由来の pHeLa と送達が⽣じなかった細
胞群由来の nHeLa におけるプロテオームの⽐較を⾏った。その結果、膜画分では、nHeLa におけ
る ANXA2 量が pHeLa の約 1.4倍であったのに対し、サイトゾル画分においては両者での ANXA2

量にほとんど差がなかった（Figure 3-2）。このことから、L17E が細胞膜を傷害する際、細胞膜直
下に存在する ANXA2 量が多いほど、ANXA2 が膜修復に動員されやすくなり、結果として L17E

によるサイトゾル送達が抑制される可能性が⽰唆された。しかし、ANXA2 をはじめとする ANXA

ファミリーは通常サイトゾルに局在しており、膜傷害時に Ca2+と結合することではじめて膜へと
移⾏すると考えられている 94,146,163。膜画分における ANXA2局在量の差が⽣じるメカニズムや、
局在量の差が膜修復活性に与える影響は、今後の重要な研究課題である。 

 pHeLa と nHeLa間での ANXA2 の膜局在量の差を⽣み出す要因として、S100A11 タンパク質の
関与が考えられる。ANXA2 は、S100A11 タンパク質と結合しヘテロ四量体を形成することで、膜
へと移⾏する 145,164。今後、ANXA2 の膜局在量が変化した理由として、S100A11 の発現量や細胞
内局在に着⽬することで、新たな知⾒が得られる可能性がある。さらに、ANXA2 の膜局在量変化
の別の要因として、L17E処理の結果として、カルパイン依存的な ANXA2 の細胞外への放出が⽣
じる可能性も考慮に⼊れる必要がある 165。L17E による膜傷害を受けた細胞では、ANXA2 が膜修
復応答の結果として⼩胞を形成し、細胞膜から遊離することで、pHeLa と nHeLa 間での ANXA2

量に差が⽣じた可能性が考えられる。しかし、本章で実施した ANXA2-EGFP のタイムラプスイメ
ージングでは、報告されているような EGFP 陽性の⼩胞の遊離は観察されなかった。このことか
ら、L17E の作⽤によって ANXA2 量が変化したのではなく、初期段階での ANXA2 量の違いが
L17E感受性の違いを⽣じさせたと考えるのが妥当である。 

 さらに、ANXA2 は、同じく膜修復活性を持つことが知られる ANXA1 や ANXA5 と⽐較して、
L17E添加時により顕著な細胞膜への集積を⽰すことが観察された。また、プロテオーム解析の結
果、膜画分における ANXA1 および ANXA5 の存在量には、nHeLa と pHeLa間で ANXA2ほどの
差は⾒られなかった（Figure 3-2）。これらの結果から、L17E による膜傷害に対して、ANXA2 が
ANXA1 や ANXA5 よりも⼤きく寄与していることが⽰唆される。ANXAファミリーは、そのコア
ドメインにタイプⅡCa2+結合部位と呼ばれる Ca2+/膜結合構造モチーフを持ち 166、この領域におけ
るパラログ間でのわずかなアミノ酸配列の違いが Ca2+と脂質膜への親和性の違いを⽣み出してい
ると考えられている 167。実際、ANXA6 は ANXA1 と⽐較して低い Ca2+濃度で脂質膜に結合でき
ることが報告されており 168、ANXA1、A2、A5間でのカルシウム応答性の違いが、L17E処理に伴
う局在変化の程度の差異の原因である可能性がある。また、ANXA の N末端領域は⼀般的にパラ
ログ間で相同性を⽋いており、各 ANXA の機能の多様性を⽣み出していると考えられている 167。
その⼀⽅で、ANXA同⼠が互いに機能を補完し合うことで、ANXA 依存的な膜修復機能の⼀部が
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単⼀の ANXA⽋損に対して冗⻑性を持つ可能性が指摘されている 169。本章の結果では、ANXA2

をノックダウンしても L17E による送達効率は約 5%の増加にとどまった（Figure 3-4）。このこと
から、他の ANXA が AXNA2 の膜修復機能を補完している可能性を考慮し、さらなる検討を⾏う
ことも有⽤であると思われる。 

 今回同定された ANXA2 は細胞膜だけでなく、リソソーム膜の修復にも関与していることが報
告されている 170,171。したがって、L17E のような細胞膜を介したサイトゾル送達⼿法のみならず、
エンドサイトーシスを介した送達経路のエンドソーム脱出効率にも ANXA2 が関与している可能
性が考えられる。L17E以外の送達系に対する ANXA2 の寄与は今後の重要な検討課題である。ま
た、特に浸潤能を持つがん細胞では膜が傷付きやすく、それを補償するために ANXA による膜修
復系が⾼活性化している可能性が指摘されている 94,145。そのため、膜修復系の抑制は、特にがん
細胞におけるサイトゾル送達効率を向上するための有効な戦略となる可能性がある。 

 第３章の後半においては、L17E以外の CPP に対する膜修復系の影響を検討した。代表的な CPP

として、R8、Penetratin（Pen）、および所属研究室で開発された L17ER4 を⽤いて検討を⾏った。
その結果、これらの CPP のサイトゾル移⾏には Ca2+依存的な膜修復系が抑制的に作⽤している可
能性が⽰唆された（Figure 3-8）。また、これらの CPP のサイトゾル移⾏に対しては、ANXA2 より
も ESCRT複合体の寄与がより⼤きいことが確認された（Figures 3-9, 10）。CPP のサイトゾル移⾏
と膜修復の関連についてはこれまでにも⽰唆されており、CPP 処理によって膜修復応答の⼀つで
あるエキソサイトーシスが亢進することや、細胞外 Ca2+濃度が CPP のサイトゾル移⾏に影響を与
えることが報告されている 137,150。CPP のサイトゾル移⾏に対して ANXA2 よりも ESCRT複合体
の寄与が⼤きかった理由としては、CPP が細胞膜を透過する際のポアサイズが影響している可能
性がある。CPP の膜透過時に形成されるポアは直径数 nm であると推定されており 112、ANXA が
数 µm の⼤きさの損傷部位を閉鎖できるのに対し 94、ESCRT は数 10 nm の⼤きさの損傷の修復に
関与していると⾔われている 152。このことから、より⼩さいサイズのポアを形成する⼀般的な CPP

のサイトゾル移⾏については ECSRT の寄与が⼤きく、対して L17E は抗体などの巨⼤分⼦も送達
可能なことからより⼤きなポアを形成すると予想されるため、ANXA の関与が⼤きい可能性が考
えられる。各ペプチドにより形成されるポアサイズの違いにより、関与する修復機構が異なる可
能性があり、この点も今後の重要な研究課題である。
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総 括 

 ⽣物活性バイオ⾼分⼦を細胞内に導⼊することは、細胞⽣物学において細胞機能を制御するた
めの新規ツールとなるだけでなく、治療の可能性を拡⼤するための重要な戦略である。それにも
かかわらず、これらの⼿法の臨床応⽤を達成することは依然として難しい。その主な理由は、既
存のデリバリー戦略における、送達効率の低さと選択性の乏しさである。このような課題が残る
原因として、それぞれの細胞内送達経路のメカニズムが未だ完全には理解されていないことが挙
げられる。本研究の成果の重要性は、細胞内送達系を制御する細胞因⼦を同定した点にある。第
１章においては、近年注⽬を集めている細胞内送達経路である MPC に着⽬し、機械受容チャネル
Piezo1 を活性化することで、MPC 活性を抑制的に制御できることを⾒出した。第２章、第３章に
おいては、所属研究室で開発された送達活性を持つペプチド L17E に着⽬し、L17E が細胞株間お
よび細胞株内において細胞選択性を持つことを⽰した。さらにこの選択性を説明し得る細胞因⼦
として、KCa3.1 と ANXA2 を同定した。 

 本研究での知⾒を選択性の⾼い細胞内送達技術として応⽤できるレベルにまで昇華させるため
にはさらなる研究が必要であるが、送達系に影響を与える細胞因⼦を同定したことにより、細胞
機能の制御による送達効率の調節という、新たな送達戦略の可能性が提⽰された。また、本論⽂
の知⾒を応⽤することで、選択性を付与した送達技術の開発も可能になるかもしれない。さらに
は、本研究で同定されたような送達効率の決定因⼦は、細胞内送達技術を in vivo応⽤する際の各
標的への適⽤可能性の予測バイオマーカーとしても期待できる。本研究第２章、第３章で⾏った
ような、細胞間の送達効率の違いを⽐較し、その送達効率の決定因⼦を特定する⽅法は、細胞内
送達メカニズムを解明するための普遍的な⼿法として、他の多様な送達戦略に対しても、実⽤的
な洞察をもたらすことが期待される。 

 総合すると、本研究の成果は、細胞⽣物学における新たな知⾒として重要なだけでなく、既存
の細胞内送達技術の臨床的な応⽤を⽬指す際の潜在的な課題の解決へのアプローチを与えうるも
のである。 
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実験の部 

第１章の実験 

試薬 

 D-MEM、D-MEM low glucose は FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation から購⼊した。ウシ
胎児⾎清（FBS）、Opti-MEM は Gibco から購⼊した。Lipofectamine LTX、Lipofectamine RNAiMAX、
Hoechst 33342 は Invitrogen から購⼊した。Recombinant EGF、Yoda1、EIPA、Puromycin は Sigma-

Aldrich から購⼊した。TRAM-34、SKA-31 は Tocris Bioscience から購⼊した。TMR-labeled dextran 

70 kDa、Alexa Fluor 568 labeled-transferrin、rhodamine-labeled phalloidin は Thermo Fisher Scientific か
ら購⼊した。Ionomycin は AdipoGen から購⼊した。試薬は必要であればメーカーが推奨する溶媒
に溶かし、分注し、–30℃にて保存した。 

 

細胞培養 

 A431 細胞は 10%（v/v）⾮働化 FBS を含む⾼グルコース D-MEM培地（D-MEM(+)）中で培養し
た。HEK293T 細胞は 10%（v/v）⾮働化 FBS を含む低グルコース D-MEM培地（D-MEM LG(+)）
中で培養した。全ての細胞は 37℃、5% CO2 条件で培養し、80-90%コンフルエントの状態で 2-4

⽇ごとに継代を⾏った。実験には、継代数 1-15 の細胞を⽤いた。実験は、特に指定のない限り、
⾮働化 FBS を含まない D-MEM 培地（D-MEM(–)）中で⾏った。実験中の細胞インキュベーショ
ンは、特に指定のない限り、37℃、5% CO2条件で⾏った。本章で⽤いた細胞株は次の通りである。
A431（human epidermoid carcinoma、ATCC、CRL-1555）、HEK293T（human embryonic kidney、RIKEN 

BRC、RCB2202） 

 

プラスミド構築 

 pGP-CMV-GCaMP6s：pGP-CMV-GCaMP6s-CAAX（Addgene # 52228）から CAAX配列を削除す
ることで作製した。 

 pIRES2-mCherry： pIRES2-ZsGreen1（Takara）から BstXI/NotI による消化で ZsGreen1 をコード
する cDNA を除去し、同じ部位に mCherry の cDNA断⽚を挿⼊することで作製した。 

 pPiezo1-IRES2-mCherry：ヒト Piezo1 の cDNA（Promega、FXC01061）を、pIRES2-mCherry の
EcoRI/BamHI 部位に挿⼊して作製した。 

 pPiezo1(Δ946–956)-IRES2-mCherry および pPiezo1(Δ944–946)-IRES2-mCherry：pPiezo1-IRES2-

mCherry の MluI/SalI 部位間の WT Piezo1配列を削除配列に置き換えることで作製した。 

 pSpCas9(BB)-2A-Puro（PX459）V2.0：Feng Zhang博⼠から提供された（Addgene #62988）。 

 PX459-Piezo1：Piezo1 をターゲットとする CRISPR/Cas9 プラスミド（PX495-Piezo1）は、ヒト
Piezo1 遺伝⼦のガイド配列（TATTCGAGGCCATCGTGTACCGG）を、pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) 

V2.0 の BbsI 部位に導⼊することで作製した。 
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 pGFP-C1-PLCδ-PH および pmCherry-C1-D4H：Gregory Fairn 博⼠（St. Michael’s Hospital, Toronto, 

Canada）よりご厚意により提供された。 

 すべてのプラスミドの配列を DNA シーケンス（Eurofins）によって確認した。 

 

プラスミドトランスフェクション 

 プラスミドのトランスフェクションは、Lipofectamine LTX を⽤いて、メーカー推奨のプロトコ
ルに従って⾏った。各プラスミドと LTX 試薬、PLUS reagent を Opti-MEM中で混合し、室温で 5

分静置した。その後、⾎清を含む培地と混合し、これを細胞に添加した。細胞を 4 時間インキュ
ベーションした後、プラスミドを含むトランスフェクション溶液を除去し、⾎清を含む培地を細
胞に添加した。トランスフェクション後 24 時間培養した細胞を実験に⽤いた。 

 

Piezo1 KO A431 細胞の樹⽴ 

 Piezo1 KO A431 細胞株を、CRISPR/Cas9 システムを⽤いて樹⽴した。ヒト Piezo1 をノックアウ
ト す る た め のガイ ド シ ー ク エ ン ス （ TATTCGAGGCCATCGTGTACCGG ） は 、 CRISPRdirect

（https://crispr.dbcls.jp）を⽤いて決定した。A431 細胞を 60 mm dish に 7×105 cells/dish で播種し、
１⽇培養後に、PX459-Piezo1 プラスミドをトランスフェクションした。トランスフェクション後、
１⽇間培養した後、puromycin（1 μg/mL）を培地に添加し、３⽇間培養した。その後、細胞を PBS

で 2回洗浄し、puromycin を含まない培地中で、100 mm dishコンフルエントまで培養した。この
細胞を、96-well plate に 0.8 cells/well で播種し、増殖させることで、限界希釈法によってシングル
セルクローンを得た。 

 

ゲノム配列の確認 

 シングルセルクローンにおける Piezo1 ノックアウトは、ゲノム DNA の塩基配列決定により確
認した。A431 細胞（WT およびクローン#1、#2）を 35 mm dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇
間培養した。これらの細胞から、GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit（Thermo Fisher Scientific）
を ⽤ い て ゲ ノ ム DNA を抽出 し た 。得ら れ た ゲ ノ ム DNA か ら 、 プ ラ イ マ ー ペア：5´-

CCAACAGCACCAACTTGCTG-3´（forward）と 5´-AGGAGTCCAGGGAAGCCGT-3´（reverse）を⽤
いた PCR により、CRISPR/Cas9 ターゲット付近の配列を増幅した。増幅配列を、DNA Ligation Kit 

<Mighty Mix>（Takara Bio）を⽤いた TA クローニング法により、T-Vector pMD20（Takara Bio）に
挿⼊した。プラスミドベクター中に挿⼊された配列を DNA シーケンス（Eurofins）によって確認
した。 

 

リアルタイム定量 PCR 

 細胞を 35 mm dish に 2×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。細胞を 0.05% trypsin で 5 分間
処理して剥離させ、NucleoSpin RNA Plus（Takara Bio）を⽤いて total RNA を回収した。2 µg のト
ータル RNA を PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio）を⽤いて cDNA に逆転写した。リアルタイ
ム定量 PCR は、PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて QuantStudio 

https://crispr.dbcls.jp/
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3 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）により⾏った。熱サイクルは、95℃（3 分）に続い
て、［95℃（5秒）と 60℃（30秒）］を 40 サイクル繰り返す条件で⾏った。mRNA の発現量の評
価は検量線法により⾏った。全ての実験で GAPDH を参照遺伝⼦として⽤いた。使⽤したプライ
マ ー は 次 の 通 り で あ る 。 5´-CCTGTTCGACAGTCAGCCG-3´ （ GAPDH forward ） と 5´-

CGACCAAATCCGTTGACTCC-3´（GAPDH reverse）、5´-AGGCGCATCAGTCTACGTTT-3´（Piezo1 

forward）と 5´-GCTTGGCCTCTTCTCTCTCC-3´（Piezo1 reverse） 

 

デキストラン 70 kDa 取り込みアッセイ 

 デキストラン 70 kDa（TMR-dex70）の取り込みは、共焦点顕微鏡観察とフローサイトメトリー
解析によって評価した。 

 共焦点顕微鏡観察を⾏う場合は、A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播
種し、1⽇間培養した後、実験前に D-MEM(–)中で⼀晩⾎清飢餓培養を⾏った。その後、細胞を D-

MEM(–)中で TMR-dex70（0.5 mg/mL）を Yoda1（1.5 µM）の存在下または⾮存在下において 37℃

で 10 分間インキュベートした。細胞を氷冷 PBS で 2回洗浄した後、Hoechst 33342（5 μg/mL）を
含む PBS を投与して室温で 5 分間処理することで核染⾊を⾏った。観察は、60×対物レンズ
（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を装備した FV1000 CLSM システム（Olympus）を使⽤
して⾏った。解析は、ImageJ ソフトウェア（NIH）を使⽤して⾏った。 

 フローサイトメトリー解析を⾏う場合は、A431 細胞を 24-well plate に 1×105 cells/dish で播種し
た後、顕微鏡観察時と同様の処理を⾏い、氷冷 PBS で 2回洗浄後、0.25%トリプシンで 37°C、10

分間処理することでプレートから剥離させた。その後、D-MEM(+)を加えて細胞を懸濁し、これを
チューブに回収した。細胞を遠⼼分離（800×g、25℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを PBS で
洗浄した。この洗浄操作を再度繰り返した後、最終的に細胞を 500 µL の PBS で再懸濁し、Attune 

NxT flow cytometer（Thermo Fisher Scientific）を使⽤して、各サンプルあたり 10,000個の細胞の蛍
光量を測定した。結果は、10,000 細胞の蛍光強度の中央値の相対値として⽰した。 

 

トランスフェリン取り込みアッセイ 

 トランスフェリン（Tfn）の取り込みは、共焦点顕微鏡観察とフローサイトメトリー解析によっ
て評価した。 

 共焦点顕微鏡観察を⾏う場合は、A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播
種し、1⽇間培養した後、実験前に D-MEM(–)中で 1 時間⾎清飢餓培養を⾏った。その後、細胞を
D-MEM(–)中で AF568-Tfn（20 µg/mL）を Yoda1（1.5 µM）の存在下または⾮存在下において 37℃

で 10 分間インキュベートした。その後、細胞膜上の AF568-Tfn を除去するため、グリシン–HCl

バッファー（150 mM NaCl、pH 3.0）で 2回酸洗浄した。さらに PBS で 2回洗浄した後、4% PFA

を⽤いて室温で 10 分間固定し、Hoechst 33342（5 μg/mL）を含む PBS を投与して室温で 5 分間処
理することで核染⾊を⾏った。顕微鏡観察は、デキストラン 70 kDa 取り込みアッセイの⽅法に記
載の通り実施した。 
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 フローサイトメトリー解析を⾏う場合は、A431 細胞を 24-well plate に 1×105 cells/dish で播種し
た後、顕微鏡観察時と同様の処理を⾏い、酸洗浄後に細胞を剥離させ、デキストラン 70 kDa 取り
込みアッセイの⽅法に記載の通りにフローサイトメトリー解析を実施した。 

 

タイムラプスライブセルイメージング 

 A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した後、必要に
応じてプラスミドをトランスフェクションし、⾎清飢餓状態で培養した。細胞を PBS で 2回洗浄
し、培地を D-MEM(–)（150 μL、dish中央部分のみ）に置き換えた。細胞を FV3000顕微鏡ステー
ジに取り付けられたマイクロチャンバー（STXG-IX3WX-SET、Tokai Hit）内で 37°C に維持した。
D-MEM(−)中の試薬（50 μL）を対応する図の凡例に記載された最終濃度になるよう添加した。DIC

および蛍光画像は、60 倍対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を備えた FV3000 

CLSM システム（Olympus）を使⽤して 10秒または 20秒ごとに取得した。 

 

A431 細胞での GCaMP6s を⽤いたカルシウムイメージング 

 A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した後、GCaMP6s

プラスミドをトランスフェクションした。細胞を HBSS（400 mg/L KCl、60 mg/L KH2PO4、8000 

mg/L NaCl、350 mg/L NaHCO3、60 mg/L Na2HPO4·H2O、1000 mg/L D-Glucose、1 mM Ca²⁺、1 mM 

Mg²⁺含有 20 mM HEPES (pH 7.4)）で洗浄し、培地を HBSS（150 μL、dish中央部分のみ）に置き換
えた。GCaMP6s の蛍光画像は、タイムラプスライブセルイメージングの⽅法と同様に、1 分ごと
に取得した。蛍光強度は ImageJ ソフトウェア（NIH）を使⽤して測定した。Yoda1（1.5 µM）によ
る Ca²⁺流⼊は、GCaMP6s蛍光強度の最⼤値（Fmax）とベースの値（F0）の⽐として定量化した。 

 

HEK293T 細胞での Fluo-8 を⽤いたカルシウムイメージング 

 HEK293T 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した後、
pPiezo1（フルレングス）-IRES2-mCherry、pPiezo1（Δ946–956）-IRES2-mCherry、pPiezo1（Δ944–

946）-IRES2-mCherry、または空ベクター（pIRES2-mCherry）をそれぞれトランスフェクションし
た。細胞を Fluo-8 AM（5 μM、AAT Bioquest）で 45 分間処理し、PBS で 2回洗浄した。その後、
細胞を HBSS で洗浄し、培地を HBSS（150 μL、dish中央部分のみ）に置き換えた。Fluo-8 の蛍光
画像は、タイムラプスライブセルイメージングの⽅法と同様に、1 分ごとに取得した。蛍光強度は
ImageJ ソフトウェア（NIH）を使⽤して測定した。Yoda1（1.5 µM）による Ca²⁺流⼊は、Fluo-8蛍
光強度の最⼤値（Fmax）とベースの値（F0）の⽐として定量化した。 

 

ファロイジンによる F-actin染⾊ 

 A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2.5×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した後、実験の
前に⼀晩⾎清飢餓状態で培養した。細胞を D-MEM(–)中で EGF（20 nM）と Yoda1（1.5 µM）とと
もに 37°C で 5 分間処理し、4% PFA（Nacalai Tesque）を⽤いて室温（∼25°C）で 10 分間固定した。
その後、PBS で 2回洗浄し、0.1% Triton X-100 を含む PBS を⽤いて室温（∼25°C）で 4 分間膜透
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過処理を⾏った。その後、細胞を 1% BSA を含む PBS を⽤いて室温（∼25°C）で 30 分処理するこ
とでブロッキングを⾏い、rhodamine 標識 phalloidin（Invitrogen）を含む 1% BSA溶液を⽤いて室
温（∼25°C）で 30 分間処理することで F-actin を染⾊した。観察は、40×対物レンズ（UPlanSApo、
NA 0.95、Olympus）を備えた FV1000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。コロニーの
辺縁に位置する細胞のうち、12 µm以上の phalloidin の集積を有する細胞を、ラッフルを形成した
細胞としてカウントした。 

 

⾛査型電⼦顕微鏡観察 

 ⾎清飢餓状態にした A431 細胞を D-MEM(–)中で EGF（20 nM）と Yoda1（1.5 µM）とともに 37°C

で 5 分間処理し、2%グルタルアルデヒドを含む 0.1 M カコジル酸緩衝液（pH 7.4）と 4%パラホル
ムアルデヒドで 2 時間固定した。カコジル酸緩衝液で洗浄後、1%四酸化オスミウムを含むカコジ
ル酸緩衝液中で 2 時間後固定し、蒸留⽔で洗浄後、1%緩衝四酸化オスミウムと 1%タンニン酸に
よる伝導染⾊（O-T-O 法）を⾏った。その後、エタノールと臨界点乾燥（臨界点乾燥機 HCP-1、⽇
⽴製作所）で段階的に脱⽔し、オスミウムコーター（HPC-30W、Vacuum Device）で薄膜（3 nm）
をコーティングし、電界放出形⾛査電⼦顕微鏡（S-4800、⽇⽴製作所）により加速電圧 2 kV で観
察した。 

 

Rac1 活性化アッセイ 

 Rac1 活性化アッセイは、Rac1 Pull-Down Activation Assay Biochem Kit（Cytoskeleton）を使⽤し、
メーカー推奨のプロトコルに従って実施した。A431 細胞を 100 mm dish に 9×105 cells/dish で播種
し、2⽇間培養した後、実験の前に⼀晩⾎清飢餓状態で培養した。細胞を D-MEM(–)中で EGF（20 

nM）と Yoda1（1.5 µM）とともに 37°C で 5 分間インキュベートした。細胞を氷冷 PBS で 2回洗
浄した後、氷冷した溶解バッファー（10 mM MgCl2、0.5 M NaCl、2% IGEPAL 含有 50 mM Tris–HCl 

(pH 7.5)）240 µL で溶解した。細胞ライセートを遠⼼分離（10,000×g、1 分、4℃）した後、上清を
回収した。得られた上清のうち 30 μL をタンパク質濃度の測定および total Rac1検出のためのライ
セートの調製に使⽤した。残りの上清は、GST タグ付き PAK-PBDビーズとともに 4°C で 1 時間
インキュベートした。ビーズを洗浄した後、結合タンパク質を SDS sample buffer（2% SDS、40％ 

glycerol、5％ 2-mercaptoethanol、少量の bromophenol blue 含有 60 mM Tris-HCl (pH 6.8)）で溶出し
た 。 5–20% polyacrylamide グラジエ ン ト ゲ ル （ SuperSep Ace; FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation）を⽤いて展開した後、Trans-Blot Turbo Transfer System（Bio-Rad）を⽤いたセミドラ
イ式ブロッティング法により PVDF 膜に転写した。転写された PVDF 膜を、5%スキムミルクを添
加した 0.1% Tween-20 含有 TBS（TBS-T）に浸し、室温（∼25°C）で 1 時間振とうしてブロッキン
グを⾏った。その後、適切な⼀次抗体を含む 5%スキムミルク含有 TBS-T に浸し、4℃で終夜振と
う反応させた。PVDF 膜を TBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、適切な⼆次抗体を含む 5%

スキムミルク含有 TBS-T中に浸し、室温（∼25°C）で 1 時間振とう反応させた。PVDF 膜を TBS-

T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、ECL Prim（GE Healthcare）で５分間処理し、LAS3000 mini

（FUJIFILM）により化学発光を検出した。⽤いた抗体は次の通りである。anti-Rac1（mouse 
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monoclonal、Merck Millipore、05-389、1:1,000）、anti-β-actin（mouse monoclonal、Sigma-Aldrich、
A2228、1:10,000）、anti-mouse IgG HRP（goat polyclonal、GeneTex、GTX213111-01、1:5,000） 

 

ウエスタンブロット 

 A431 細胞を 6-well plate に 3×105 cells/well で播種し、1⽇間培養したあと、⼀晩⾎清飢餓状態で
培養した。細胞を D-MEM(–)中で EGF（20 nM）と Yoda1（1.5 µM）とともに 37°C で 5 分間イン
キュベートした。細胞を氷冷PBS で 2回洗浄した後、protease inhibitor cocktails（Roche）と phosphatase 

inhibitor cocktails（Roche）を含む 100 µL の RIPA buffer（150 mM NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-

100、0.1% SDS、0.1% sodium deoxycholate 含有 50 mM Tris-HCl (pH 7.6)）によって溶解した。細胞
ライセートを遠⼼分離（16000×g、20 分、4℃）した後、上清を回収した。上清のタンパク質濃度
を BCA protein assay using Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）によって測定し、
SDS sample buffer中で 0.5 µg/µL になるよう調製した。各サンプル 20 µL のライセートを 5–20% 

polyacrylamideグラジエントゲル（SuperSep Ace; FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を⽤
いて展開した。その後の処理は Rac1 活性化アッセイの項に記載の通りである。EGFR および Vav2

を検出する際には、pEGFR または pVav2 を検出した後、Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer

（Thermo Fisher Scientific）で PVDF 膜を 5 分間振とう洗浄してストリップした後、TBST で 10 分
間 2 回洗浄し、次いで EGFR または Vav2 を検出した。使⽤した抗体は次の通りである。anti-β-

actin（mouse monoclonal、Sigma-Aldrich、A2228、1:10,000）、anti-EGFR（rabbit monoclonal、Cell Signaling 

Technology、4267、1:1,000）、anti-pEGFR (Y1068)（rabbit polyclonal、Cell Signaling Technology、2234、
1:1,000）、anti-Vav2（rabbit monoclonal、Cell Signaling Technology、2848、1:1,000）、anti-pVav2 (Y172)

（rabbit monoclonal、Abcam、ab86695、1:1000）、anti-rabbit IgG HRP（goat、Cell Signaling Technology、
7074、1:2,000）、anti-mouse IgG HRP（goat polyclonal、GeneTex、GTX213111-01、1:5,000） 

 

細胞内 pH測定 

 A431 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2.5×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。細胞を D-

MEM(–)中で SNARF-5F AM（20 μM、Invitrogen）とともに 37°C で 30 分間インキュベートした後、
PBS で 2回洗浄し、Yoda1（1.5 μM）を含む D-MEM(−)を添加して 37°C で 10 分間インキュベート
した。細胞内 pH を低下させるポジティブコントロールとして、EIPA（25 μM）を D-MEM(–)中で
37°C で 30 分間処理した。観察は、40×対物レンズ（UPlanSApo、NA 0.95、Olympus）を備えた FV1000 

CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。SNARF-5F AM は 559 nm で励起され、585 nm お
よび 645 nm の蛍光シグナルを評価するために、それぞれ 570–600 nm および 630–660 nm の範囲
で画像を取得した。蛍光強度は ImageJ ソフトウェア（NIH）を使⽤して測定し、585/645 nm の蛍
光シグナル⽐を計算した。検量線を作成するために、細胞を上述のように SNARF-5F AM とイン
キュベートし、キャリブレーションバッファー（130 mM KCl、10 mM NaCl、1 mM MgSO4含有 10 

mM MOPS (pH 6.2、6.6、7.0、7.4、7.8、または 8.2)）で 2回洗浄し、その後、細胞内 pH を細胞外
pH と平衡化するために、nigericin（10 μg/mL）を含むキャリブレーションバッファー中で室温
（∼25°C）で 15 分間インキュベートした。 
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細胞⽣存試験 

 WST-8アッセイを Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を⽤いてメーカー推奨のプロトコルに
従って⾏った。A431 細胞を 96-well plate に 1×104 cells/well で播種し、1⽇間培養した。その後、
細胞を DMSO または Yoda1（1.5 および 3 μM）を含む D-MEM(+)中で 37°C で 4 時間処理した。飢
餓培養をする場合は、細胞を⼀晩 D-MEM(–)で培養することで⾎清飢餓状態にした後、DMSO ま
たは Yoda1（1.5 および 3 μM）を含む D-MEM(−)中で 37°C で 30 分または 4 時間処理した。その
後、細胞を PBS で 2回洗浄し、各ウェルに 100 μL の D-MEM(−)と 10 μL の CCK-8溶液を加えた。
細胞を 37°C で 2 時間培養した後、吸光度（A450 nm−A600 nm）を測定した。 

 

統計処理 

 すべてのデータは、特に記載がない限り、3回の独⽴した⽣物学的反復（n = 3）の平均 ± 標準
誤差（SE）として⽰した。統計解析はすべて JMP Pro 14（SAS Institute）を⽤いて⾏った。2群間
の⽐較には、Student の t検定を使⽤した。多重⽐較には、⼀元配置の分散分析（one-way ANOVA）
を⾏った後、続いて群間の⽐較を⾏う場合は Tukey の HSD検定、コントロール群との⽐較を⾏う
場合は Dunnett の検定を⾏った。計算された 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２章の実験 

試薬 

 D-MEM、D-MEM low glucose、α-MEM、RPMI 1640培地、valinomycin、gramicidin は FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation から購⼊した。ウシ⾎清（BS）、ウシ胎児⾎清（FBS）、Opti-MEM

は Gibco から購⼊した。Lipofectamine LTX、Lipofectamine RNAiMAX、Hoechst 33342 は Invitrogen

から購⼊した。Propidium iodide、Puromycin は Sigma-Aldrich から購⼊した。TRAM-34、SKA-31 は
Tocris Bioscience から購⼊した。Alexa Fluor 488-labeled dextran 10 kDa、TMR-labeled dextran 10 kDa、
DiBAC4(3)は Thermo Fisher Scientific から購⼊した。BAPTA-AM は Abcam から購⼊した。試薬は
必要であればメーカーが推奨する溶媒に溶かし、分注し、–30℃にて保存した。 

 

ペプチド合成 

 L17E と L9E は、Rink Amide AM resin を⽤いて、ペプチド⾃動合成装置 Syro I（Biotage）により
⾃動合成した。FITC 標識した L17E（L17E(FITC)）は過去に報告されている通り合成した 151。合
成後のペプチド樹脂を、TFA/EDT（95:5（v:v））中で室温（∼23°C）、3 時間処理することで樹脂か
らの切り出しと脱保護を⾏った。精製は、COSMOSIL 5C18AR-Ⅱカラム（Nacalai Tesque）を⽤いた
逆相 HPLC により⾏った。精製したペプチドは凍結乾燥後、MALDI-TOF MS で質量を測定した。
ペプチドは DMSO に溶解させ、–30°C で保存した。合成した各ペプチドのアミノ酸配列と質量（実
測値 m/z および理論値[M+H]+）は次の通りである。 

L17E：IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-amide 

 実測値：2859.0、理論値：2858.7 

L9E：IWLTALKFEGKHAAKHLAKQQLSKL-amide 

 実測値：2859.0、理論値：2858.7 

L17E(FITC)：IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKLGGK(FITC)-amide 

 実測値：3489.9、理論値：3490.19 

 

細胞培養 

 例外を除く全ての細胞は、10%（v/v）⾮働化 FBS を含む D-MEM培地（D-MEM(+)）中で培養
した。HeLa 細胞は 10%（v/v）⾮働化 BS を含む α-MEM培地（α-MEM(+)）中で培養した。SJSA1

細胞は 10%（v/v）⾮働化 FBS を含む RPMI培地（RPMI(+)）中で培養した。HEK293T 細胞は 10%

（v/v）⾮働化 FBS を含む低グルコース D-MEM培地（D-MEM LG(+)）中で培養した。全ての細胞
は 37℃、5% CO2条件で培養し、80-90%コンフルエントの状態で 2-4⽇ごとに継代を⾏った。実
験には、継代数 1-15 の細胞を⽤いた。実験は、特に指定のない限り、⾮働化 FBS を含まない D-

MEM培地（D-MEM(–)）中で⾏った。実験中の細胞インキュベーションは、特に指定のない限り、
37℃、5% CO2条件で⾏った。本章で⽤いた細胞株は次の通りである。HT1080（human fibrosarcoma、
JCRB、JCRB9113）、MIA PaCa-2（human pancreatic cancer、RIKEN BRC、RCB2094）、MDA-MB-231

（human breast cancer、ATCC、HTB-26）、U2OS（human osteosarcoma、ECACC、92022711）、HeLa

（human cervical cancer、ECACC、93021013）、SW480（human colon cancer、gift from Dr. Hiromu Suzuki、
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Sapporo Medical University）、A549（human lung cancer、RIKEN BRC、RCB0098）、MCF7（human 

breast cancer、ATCC、HTB-22）、LoVo（human colon cancer、gift from Dr. Hiromu Suzuki、Sapporo 

Medical University）、T24（human bladder cancer、JCRB、JCRB0711）、SJSA1（human osteosarcoma、
ATCC、CRL-2098）、HEK293T（human embryonic kidney、RIKEN BRC、RCB2202） 

 

プラスミド構築 

 PX495-KCNN4：KCNN4 をターゲットとする CRISPR/Cas9 プラスミド（PX495-KCNN4）は、
KCNN4 遺伝⼦のガイド配列（GCCAGGTGCGGCTGAAACAC）を、pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) 

V2.0（Addgene #62988）の BbsI 部位に導⼊することで作製した。 

 ANXA4-EGFP：ヒト ANXA4 を、HeLa 細胞由来の cDNA ライブラリー（total RNA の抽出と
cDNA への逆転写の⽅法はリアルタイム定量 PCR の項を参照）を鋳型として、プライマーペア 5´-

GGAGAATTCATGGCCATGGCAACCAAAGGA-3´ （ forward ） と 5´-

GGAGGATCCGAATCATCTCCTCCACAGAGA-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、pEGFP-

N1（Clontech）の EcoRI/BamHI サイトに導⼊した。 

pEGFP-C1：pmCherry-C1（Clontech）の mCherry 部分を、pEGFP-N1 から増幅した EGFP に置き換
えた。 

 EGFP-KCa3.1：ヒト KCa3.1 を、HT1080 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プライ
マ ー ペ ア 5´-GGAGAATTCTATGGGCGGGGATCTGGTGC-3´ （ forward ） と 5´-

GGAGGATCCCTACTTGGACTGCTGGCTGG-3 （́reverse）を⽤いた PCR により増幅し、pEGFP-C1

の EcoRI/BamHI サイトに導⼊した。 

 FLAG-KCa3.1：FLAG タグの 3回繰り返し配列（MDYKDDDDKGDYKDDDDKGDYKDDDDKG）
を コ ー ド す る 遺 伝 ⼦ 断 ⽚
（ ATGGACTACAAGGACGACGACGACAAAGGTGACTACAAAGATGATGACGATAAAGGCGAC

TATAAGGACGATGACGACAAGGGA）を、NEBuilder HiFi DNA Assembly（NEB）を⽤いて、pcDNA3

（Invitrogen）上で KCa3.1 の N末端に導⼊した。 

 FLAG-KCa2.1：ヒト KCa2.1 を、IDG_KCNN1_OE_1（Addgene、#161693）を鋳型として、プラ
イ マ ー ペ ア 5´-GATGACGACAAGGGAATGAACAGCCACAGC-3´ （ forward ） と 5´-

ATATCTGCAGAATTCTCACCCGCAGTCCGA-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、FLAG-

KCa3.1 の KC3.1 部分を、NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて KCa2.1 と置き換えた。 

 FLAG-KCa4.1：ヒト KCa4.1 を、pcDNA3+ hSlo2.2（Addgene、#16214）を鋳型として、プライマ
ー ペ ア 5´-ATGAGCGACCTGGACTCCGAG-3´ （ forward ） と 5´-

ATATCTGCAGAATTCTCAGAGCTGTGTCTC-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、FLAG-

KCa3.1 の KC3.1 部分を、NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて KCa4.1 と置き換えた。pcDNA3+ 

hSlo2.2中の配列に 1 bp変異と 63 bp の挿⼊が確認されたため、これらを修正した。 

 FLAG-Kir2.1：ヒト Kir2.1 を、HT1080 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プライマ
ー ペ ア 5´- GGAGGATCCATGGGCAGTGTGCGAACCAAC-3´ （ forward ） と 5´-
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GGAGAATTCTCATATCTCCGACTCTCGCCG-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、FLAG-

KCa3.1 の KC3.1 部分を、NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて Kir2.1 と置き換えた。 

 GCaMP8s-CAAX：K-Ras由来の CAAX モチーフ（GAGAKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM）を
コ ー ド す る 遺 伝 ⼦ 断 ⽚
（ GGAGCAGGAGCAAAAGAAAAGATGAGCAAAGATGGTAAAAAGAAGAAAAAGAAGTCAAA

GACAAAGTGTGTAATTATG）を、NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて、pGP-CMV-jGCaMP8s

（Addgene）上で GCaMP8s の C末端に導⼊した。 

 すべてのプラスミドの配列を DNA シーケンス（Eurofins）によって確認した。 

 

プラスミドトランスフェクション 

 プラスミドのトランスフェクションは、Lipofectamine LTX を⽤いて、メーカー推奨のプロトコ
ルに従って⾏った。各プラスミドと LTX 試薬、PLUS reagent を Opti-MEM中で混合し、室温で 5

分静置した。その後、⾎清を含む培地と混合し、これを細胞に添加した。細胞を 4 時間インキュ
ベーションした後、プラスミドを含むトランスフェクション溶液を除去し、⾎清を含む培地を細
胞に添加した。トランスフェクション後 24 時間培養した細胞を実験に⽤いた。 

 

siRNA トランスフェクション 

 siRNA のトランスフェクションは、Lipofectamine RNAiMAX を⽤いて、メーカー推奨のプロト
コルに従って⾏った。各 siRNA と RNAiMAX 試薬を Opti-MEM 中で混合し、室温で 5 分静置し
た。その後、⾎清を含む培地と混合し、これを細胞に添加した。細胞を 6 時間インキュベーショ
ンした後、siRNA を含むトランスフェクション溶液を除去し、⾎清を含む培地を細胞に添加した。
トランスフェクション後 72 時間培養した細胞を実験に⽤いた。本研究で⽤いた siRNA は次の通
りである。Control siRNA: ON-TARGETplus Non-targeting Pool（Dharmacon、D-001810-10-05）、CHC 

siRNA: MISSION siRNA for clathrin heavy chain（Sigma-Aldrich、SASI_Hs01_00208103）、Rac1 siRNA: 

target sequence 5'-GGAACUAAACUUGAUCUUAGGGA-3'（Nippon Gene）、KCNN4 siRNA: ON-

TARGETplus Human KCNN4 siRNA SMARTPool（Dharmacon、L-004461-00-0005） 

 

KCNN4 KO U2OS 細胞株の樹⽴ 

 KCNN4 KO U2OS 細胞株を、CRISPR/Cas9 システムを⽤いて樹⽴した。ヒト KCNN4 をノックア
ウト す る た め のガイ ド シ ー ク エ ン ス （ GCCAGGTGCGGCTGAAACAC ） は 、 CRISPRdirect

（https://crispr.dbcls.jp）を⽤いて決定した。U2OS 細胞を 60 mm dish に 5×105 cells/dish で播種し、
１⽇培養後に、PX459-KCNN4 プラスミド（4 µg）をトランスフェクションした。トランスフェク
ション後、１⽇間培養した後、puromycin（1 μg/mL）を培地に添加し、３⽇間培養した。その後、
細胞を PBS で 2回洗浄し、puromycin を含まない培地中で、100 mm dishコンフルエントまで培養
した。この細胞を、96-well plate に 0.5 cells/well で播種し、増殖させることで、限界希釈法によっ
てシングルセルクローンを得た。 

 

https://crispr.dbcls.jp/
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ゲノム配列の確認 

 シングルセルクローンにおける KCNN4 ノックアウトは、ゲノム DNA の塩基配列決定により確
認した。U2OS 細胞（WT および KCNN4 KO）を 35 mm dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間
培養した。これらの細胞から、GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit（Thermo Fisher Scientific）
を ⽤ い て ゲ ノ ム DNA を抽出 し た 。得ら れ た ゲ ノ ム DNA か ら 、 プ ラ イ マ ー ペア：5´-

CTGGGTACCTGGGTTTCTAC-3´（forward）と 5´-AACACTGGGGTTCTTTGTGC-3´（reverse）を⽤
いた PCR により、CRISPR/Cas9 ターゲット付近の配列を増幅した。増幅配列を、DNA Ligation Kit 

<Mighty Mix>（Takara Bio）を⽤いた TA クローニング法により、T-Vector pMD20（Takara Bio）に
挿⼊した。プラスミドベクター中に挿⼊された配列を DNA シーケンス（Eurofins）によって確認
した。 

 

PI 内在化および ANXA4-EGFP局在のタイムラプス観察 

 U2OS 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播種し、1 ⽇間培養した。細胞に
ANXA4-EGFP プラスミド（400 ng）をトランスフェクションし、1⽇間培養した。細胞を PBS で
2回洗浄し、培地を D-MEM(–)に置き換えた。細胞を顕微鏡のステージに取り付けられたマイクロ
チャンバー（STXG-IX3WX-SET、Tokai Hit）内に 37℃で静置した。35 mm glass-bottomed dish から
D-MEM(–)を除去し、直後にタイムラプス撮影を開始した。DIC および EGPF と PI の蛍光画像を
10秒ごとに合計 5 分間取得した。撮影開始 30秒後に、L17E（40 µM）と PI（50 µg/mL）を含む
D-MEM(–)（200 µL）を dish上のガラス部分に添加した。撮影は、60×対物レンズ（UPlanSApo、
油浸、NA 1.35、Olympus）を装備した FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解
析は、ImageJ ソフトウェア（バージョン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。 

 

PI 送達アッセイ 

 L17E による PI のサイトゾル送達効率は、L17E 存在下で PI が内在化した細胞の割合を、共焦
点顕微鏡観察とフローサイトメトリー解析によって評価した。 

 共焦点顕微鏡観察を⾏う場合は、細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 2×105 cells/dish で播種し、
1⽇間培養した。細胞を PBS で 2回洗浄した後、L17E（40 µM）と PI（50 µg/mL）を含む D-MEM(–)

を投与し、37℃で 5 分間インキュベートした。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、Hoechst 33342

（5 μg/mL）を含む D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間処理することで核染⾊を⾏った。細胞を PBS

で洗浄後、D-MEM(–)を添加した。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）
を装備した FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解析は、ImageJ ソフトウェア
（バージョン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。 

 フローサイトメトリー解析を⾏う際は、細胞を 24-well plate に 5×104 cells/well で播種し、1⽇間
培養した。細胞を PBS で 2回洗浄した後、L17E（40 µM）と PI（50 µg/mL）を含む D-MEM(–)を
投与し、37℃で 5 分間した。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、0.05% trypsin で 5 分間処理する
ことで細胞をプレートから剥離させた。その後、D-MEM(+)を加えて細胞を懸濁し、これをチュー
ブに回収した。細胞を遠⼼分離（800×g、25℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを PBS で洗浄し



 77 

た。この洗浄操作を再度繰り返した後、最終的に細胞を 500 µL の PBS で再懸濁し、Attune NxT 

flow cytometer（Thermo Fisher Scientific）を使⽤して、各サンプルあたり 10,000個の細胞の蛍光量
を測定した。 

 siRNA トランスフェクションを⾏う場合、細胞を 6-well plate に 2×105 cells/well で播種し、1⽇
間培養した後に、コントロール siRNA（ON-TARGETplus Non-targeting Pool、Dharmacon）（20 nM）
または KCNN4 siRNA（ON-TARGETplus Human KCNN4 siRNA SMARTPool、Dharmacon）（20 nM）
をトランスフェクションした。48 時間後に、35 mm glass-bottomed dish または 24-well plate にそれ
ぞれ 2×105 cells/dish または 5×104 cells/well で再播種した。その後の実験は、再播種から 24 時間後
（siRNA トランスフェクションから 72 時間後）に、上述の通り⾏った。 

 プラスミドトランスフェクションを⾏う場合、細胞を 35 mm glass-bottomed dish または 24-well 

plate にそれぞれ 1.5×105 cells/dish または 5×104 cells/well で播種し、１⽇間培養後に、⽬的のプラ
スミド（400 ng）をトランスフェクションした。実験は、プラスミドトランスフェクションから 24

時間後に、上述の通り⾏った。 

 SKA-31、TRAM-34 または valinomycin処理を⾏う場合、細胞を PBS で 2回洗浄した後、SKA-

31（10 µM）、TRAM-34（10 µM）または valinomycin（10 µM）を含む D-MEM(–)を投与し、37℃

で 5 分間前処理を⾏った。その後、各試薬を含む D-MEM(–)中で PI および L17E を上述の通り処
理した。 

 HEPES緩衝液処理を⾏う場合、細胞を PBS で 2回洗浄した後、異なる濃度の KCl および NaCl

を含む HEPES緩衝液（1 mM MgCl2、1.8 mM CaCl2、10 mM D-glucose、20 mM HEPES、pH 7.4 に、
KCl（5.4、10、20 または 140 mM）および NaCl（140、135.4、125.4 または 5.4 mM）を KCl と NaCl

の濃度の合計が 145.4 mM に保たれるように添加したもの）を投与し、37℃で 30 分間インキュベ
ートした。その後、各 HEPES緩衝液中で PI および L17E を上述の通り処理した。 

 BAPTA-AM処理を⾏う場合、細胞を PBS で 2回洗浄した後、BAPTA-AM（40 µM）を含む D-

MEM(–)を投与し、37℃で 30 分間前処理した。その後、PBS で洗浄を⾏い、BAPTA-AM を含まな
い D-MEM(–)中で PI および L17E を上述の通り処理した。 

 Thapsigargin 処理を⾏う場合、細胞を PBS で 2 回洗浄した後、thapsigargin（5 µM）を含む D-

MEM(–)を投与し、37℃で 10 分間前処理した。その後、thapsigargin を含む HBSS（400 mg/L KCl、
60 mg/L KH2PO4、8,000 mg/L NaCl、350 mg/L NaHCO3、60 mg/L Na2HPO4・H2O、1,000 mg/L D-glucose、
1.8 mM CaCl2、1 mM MgCl2含有 20  mM HEPES (pH 7.4)）中で PI および L17E を上述の通り処理
した。 

 EGTA処理を⾏う場合、前処理は⾏わず、EGTA（2.5 mM）を含む HBSS中で PI および L17E を
上述の通り処理した。 

 

デキストラン 10 kDa 送達アッセイ 

 L17E 存在下で蛍光標識デキストラン 10 kDa が細胞内に移⾏した様⼦を、共焦点顕微鏡を⽤い
て観察した。細胞を 35-mm glass-bottom dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した。細胞を
PBS で 2回洗浄し、L17E（40 µM）と AF488-dex10（200 µg/mL）または TMR-dex10（200 µg/mL）
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を含む D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間インキュベートした。その後、細胞を PBS で 2回洗浄
し、Hoechst 33342（5 μg/mL）を含む D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間インキュベートすること
で核染⾊を⾏った。共焦点顕微鏡による観察および画像解析は、PI 送達アッセイの項に記載の通
り実施した。プラスミドのトランスフェクションを⾏う際の実験は、PI 送達アッセイの項に記載
の通り実施した。 

 

遺伝⼦発現と L17E 活性の相関解析 

 遺伝⼦発現データは、CCLE に登録されている 1019種類のヒトがん細胞株の次世代シーケンサ
ーによる RNA シーケンスの結果から取得した。このデータベース中の細胞リストから、本研究で
使⽤した 11種類の細胞株を選択し、各細胞株について、登録されているすべての遺伝⼦の発現量
データを tsvファイル形式で取得した。取得した遺伝⼦のうち、初めに 11種類の細胞株全てで発
現している 16,487 遺伝⼦を抽出した。次に、11 の細胞株における、各遺伝⼦量の発現量と L17E

による PI 内送達効率の相関係数を、これら 16,487 遺伝⼦すべてに対して計算した。データ解析
は、Microsoft Excel（Microsoft）および R（バージョン 4.3.1、R Development Core Team）を使⽤し
て、RStudio（バージョン 2023.12.1+402、RStudio PBC）で⾏った。⾼い相関係数を持つ遺伝⼦の
タンパク質ネットワーク解析は、STRING（https://string-db.org/）を使⽤して⾏った。 

 

リアルタイム定量 PCR 

 細胞を 35 mm dish に 2×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。細胞を 0.05% trypsin で 5 分間
処理して剥離させ、NucleoSpin RNA Plus（Takara Bio）を⽤いて total RNA を回収した。2 µg のト
ータル RNA を PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio）を⽤いて cDNA に逆転写した。リアルタイ
ム定量 PCR は、PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて QuantStudio 

3 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）により⾏った。熱サイクルは、95℃（3 分）、[95℃

（5秒）と 60℃（30秒）]を 40 サイクル繰り返す条件で⾏った。mRNA の発現量の評価は、各図
の凡例に⽰す通り、⽐較 CT 法もしくは検量線法により⾏った。全ての実験で GAPDH を参照遺伝
⼦として⽤いた。使⽤したプライマーは次の通りである。5´-CCTGTTCGACAGTCAGCCG-3´

（ GAPDH forward ） と 5´-CGACCAAATCCGTTGACTCC-3´ （ GAPDH reverse ）、 5´-

CATTCCTGACCATCGGCTATGG-3´（KCNN4 forward）と 5´-GCCTTGTTAAACTCCAGCTTCCG-3´

（ KCNN4 reverse ） 、 5´-TGAAGTTGGCACACCACCTA-3´ （ CHC forward ） と 5´-

TGGCTTCATGAGGTGCAGTA-3´（CHC reverse）、5´-GCCAATGTTATGGTAGAT-3´（Rac1 forward）
と 5´-GACTCACAAGGGAAAAGC-3´（Rac1 reverse） 

 

ウエスタンブロット 

 細胞を 12-well plate に 1×105 cells/well で播種し、1⽇間培養した。細胞にプラスミド（800 ng）
をトランスフェクションし、１⽇後に、氷冷 PBS を⽤いて 2回洗浄した後、protease inhibitor cocktails

（Roche）と phosphatase inhibitor cocktails（Roche）を含む 100 µL の RIPA buffer（150 mM NaCl、
1 mM EDTA、1% Triton X-100、0.1% SDS、0.1% sodium deoxycholate 含有 50 mM Tris-HCl (pH 7.6)）

https://string-db.org/
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によって溶解した。細胞ライセートを遠⼼分離（16000×g、20 分、4℃）した後、上清を回収した。
上清のタンパク質濃度を BCA protein assay using Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher 

Scientific）によって測定し、SDS sample buffer（2% SDS、40％ glycerol、5％ 2-mercaptoethanol、
少量の bromophenol blue 含有 60 mM Tris-HCl (pH 6.8)）中で 0.5 µg/µL になるよう調製した。各サ
ンプル 20 µL のライセートを 5–20% polyacrylamide グラジエントゲル（SuperSep Ace; FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation）を⽤いて展開した後、Trans-Blot Turbo Transfer System（Bio-Rad）
を⽤いたセミドライ式ブロッティング法により PVDF 膜に転写した。転写された PVDF 膜を、5%

スキムミルクを添加した 0.1% Tween-20 含有 TBS（TBS-T）に浸し、室温（∼25°C）で 1 時間振と
うしてブロッキングを⾏った。その後、適切な⼀次抗体を含む 5%スキムミルク含有 TBS-T に浸
し、4℃で終夜振とう反応させた。PVDF 膜を TBS-T で 10 分間、3 回振とう洗浄した後、適切な
⼆次抗体を含む 5%スキムミルク含有 TBS-T 中に浸し、室温（∼25°C）で 1 時間振とう反応させ
た。PVDF 膜を TBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、ECL Prim（GE Healthcare）で５分間処
理し、Amersham ImageQuant 800（Cytiva）により化学発光を検出した。使⽤した抗体は次の通り
である。anti-FLAG clone M2（mouse monoclonal、Sigma-Aldrich、F3165、1:4,000）、anti-β-actin（mouse 

monoclonal、Sigma-Aldrich、A2228、1:10,000）、anti-mouse IgG HRP（goat polyclonal、GeneTex、
GTX213111-01、1:5,000） 

 

免疫染⾊ 

 細胞を 35-mm glass-bottomed dish上に 1×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。細胞にプラス
ミド（400 ng）をトランスフェクションし、１⽇後に、PBS で 2回洗浄した後、4% PFA（Nacalai 

Tesque）を⽤いて室温（∼25°C）で 15 分間固定した。その後、PBS で 2回洗浄し、0.1% Triton X-

100 を含む PBS を⽤いて室温（∼25°C）で 15 分間膜透過処理を⾏った。再度、PBS で 2回洗浄し、
1% BSA を含む 0.1% Tween-20 含有 PBS（PBS-T）を⽤いて室温（∼25°C）で 30 分間ブロッキング
を⾏った。その後、細胞を anti-FLAG M2 antibody を含む 1% BSA 含有 PBS-T中で、室温（∼25°C）
で 1 時間インキュベーションした。細胞を PBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、AF488 標識
anti-mouse IgG antibody を含む 1% BSA 含有 PBS-T中で、室温（∼25°C）で 1 時間インキュベーシ
ョンした。細胞を PBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、Hoechst 33342（5 µg/mL）を含む PBS

を添加し、室温（∼25°C）で 5 分間細胞核を染⾊した。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油
浸、NA 1.35、Olympus）を装備した FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解析
は、ImageJ ソフトウェア（バージョン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。使⽤した抗体は次の通り
である。anti-FLAG clone M2（mouse monoclonal、Sigma-Aldrich、F3165、1:300）、anti-mouse IgG Alexa 

Fluor 488（goat polyclonal、Invitrogen、A11001、1:2,000） 

 

膜電位測定 

 膜電位測定は、電位感受性プローブ DiBAC4(3)を⽤いて、既報の通りに⾏った 127。細胞を 6-well 

plate に 3×105 cells/well で播種し、1⽇間培養した。プレート上の細胞を TrypLE Express（Thermo 

Fisher Scientific）を⽤いて剥離し、D-MEM(+)を加えて回収した後、遠⼼分離（800×g、25℃、5 分）
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し、得られた細胞ペレットを D-MEM(+)中で懸濁した。細胞懸濁液と DiBAC4(3)（200 nM）を含む
D-MEM(+)を、1：1 の割合で DiBAC4(3)の濃度が 100 nM になるよう 24-well plate上で混合し、37℃

で 20 分間インキュベートすることで、膜電位測定⽤サンプルとした。 

 HEPES緩衝液処理を⾏う場合、遠⼼後の細胞を、異なる濃度の KCl および NaCl を含む HEPES

緩衝液（詳細は PI 送達アッセイのセクションに記載の通り）中に懸濁し、37℃で 30 分間インキ
ュベートし、その後、それぞれの緩衝液中で DiBAC4(3)（100 nM）と共に 37℃で 20 分間、24-well 

plate上でインキュベートした。 

 valinomycin処理を⾏う場合、遠⼼後の細胞を、D-MEM(+)中で valinomycin（10 µM）と共に 37℃

で 5 分間インキュベートし、その後、valinomycin 存在下で DiBAC4(3)（100 nM）と共に 37℃で 20

分間、24-well plate上でインキュベートした。 

 TRAM-34 および SKA-31処理を⾏う場合、遠⼼後の細胞を、D-MEM(+)中で TRAM-34（10 µM）
または SKA-31（10 µM）と共に 37℃で 5 分間インキュベートし、その後、TRAM-34 および SKA-

31 存在下で DiBAC4(3)（100 nM）と共に 37℃で 20 分間、24-well plate上でインキュベートした。 

 BAPTA-AM処理を⾏う場合、6-well plate上の細胞を D-MEM(–)中で BAPTA-AM（40 µM）と共
に 37℃で 30 分間インキュベートし、プレートから剥離し遠⼼した後、BAPTA-AM を含まない D-

MEM(+)中で、37℃で 20 分間、DiBAC4(3)（100 nM）と共にインキュベートした。 

 検量線を作成するために、遠⼼後の細胞を、gramicidin（2 µg/mL）を含む D-MEM(+)を⽤いて、
37℃で 20 分間処理することにより膜電位を完全に消失させた。その後、gramicidin を含む D-

MEM(+)中で、DiBAC4(3)（0、25、50、100、200 nM）と共に 37℃で 20 分間、24-well plate上でイ
ンキュベートし、これを検量線作成⽤サンプルとした。 

 膜電位測定⽤サンプル、検量線作成⽤サンプルともに、各サンプルあたり 10,000個の細胞の蛍
光量を、Attune NxT Flow Cytometer（Thermo Fisher Scientific）を使⽤して測定した。膜電位は、フ
ローサイトメータで測定した 10,000 個の細胞の蛍光強度の平均値を各サンプルの細胞内
DiBAC4(3)濃度の指標として、次のように計算した。DiBAC4(3)は、アニオン性の膜電位感受性⾊
素であり、細胞膜の脱分極に伴って、細胞質中への分布が増し、その蛍光が増強する。膜電位が
gramicidin によって完全に消失した細胞の細胞内 DiBAC4(3)濃度 Di は、細胞外 DiBAC4(3)濃度 De

と等しいと仮定できる。膜電位 Vpは、37℃での⼀価アニオン DiBAC4(3)に対してのネルンスト⽅
を⽤いて次のように計算できる。 

𝑉! =
𝑅𝑇
𝑧𝐹 ln *

𝐷"
𝐷#
, 

𝑉! = −61𝑙𝑜𝑔$% *
𝐷"
𝐷#
, 

 蛍光強度 FI が細胞内の DiBAC4(3)濃度と線形の関係にあり、その直線が 0 と交差する場合、上
記のネルンスト式は次のようになる。 

𝑉! = −61𝑙𝑜𝑔$% *
𝐹𝐼&"!
𝐹𝐼 , 

 ここで、Fdepは膜電位が完全に消失した細胞での蛍光強度である（この時、De = Diとなる）。 
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カルシウムイメージング 
 細胞内カルシウム濃度の評価は、膜局在型カルシウム感受性蛍光タンパク質である GCaMP8s-
CAAX を細胞に⼀過性強制発現させ、その蛍光量をイメージングにより定量することで⾏った。
細胞を 35-mm glass-bottom dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した後、GCaMP8s-CAAX
プラスミド（400 ng）をトランスフェクションした。細胞を PBS で洗浄し、HBSS を細胞に添加し
た。細胞を顕微鏡のステージに取り付けられたマイクロチャンバー（STXG-IX3WX-SET、Tokai Hit）
内に 37℃で静置した。35 mm glass-bottomed dish から HBSS を除去し、直後にタイムラプス撮影を
開始した。DIC および GCaMP8s の蛍光画像を 10 秒ごとに計 5 分 30 秒間取得した。イメージン
グ開始から 30秒後に、L17E（40 µM）または L9E（40 µM）を含む HBSS（200 µL）を dish上の
ガラス部分に滴下した。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を装備
した FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解析は、ImageJ ソフトウェア（バー
ジョン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。 
 BAPTA-AM処理を⾏う場合、細胞を PBS で洗浄した後、BAPTA-AM（40 µM）を含む D-MEM(–)
中で、37℃で 30 分間前処理した。その後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、BAPTA-AM を含まない
HBSS中でイメージングを⾏った。 
 SKA-31処理を⾏う場合、BAPTA-AM処理後の細胞に SKA-31（10 µM）を含む D-MEM(–)を添
加し、さら 5 分間前処理した。イメージングは SKA-31（10 µM）を含む HBSS中で⾏った。 
 Thapsigargin処理を⾏う場合、細胞を PBS で回洗浄した後、thapsigargin（5 µM）を含む D-MEM(–)
を投与し、37℃で 10 分間前処理した。その後、thapsigargin（5 µM）を含む HBSS中でイメージン
グを⾏った。 
 EGTA処理を⾏う場合、前処理は⾏わず、イメージング開始後に、EGTA（2.5 mM）を L17E と
同時に添加した。 
 
Alexa Fluor 488 標識抗体の送達 
 ヒト IgG または抗核膜孔複合体抗体（anti-NPC IgG）を Alexa Fluor 488 5-sulfodichlorophenol（SDP）
ester（Invitrogen）と共に 100 mM NaHCO3 を含む PBS中で 1 時間反応させることで抗体の Alexa 
Fluor 488 標識を⾏った。標識された抗体は、PBS を⽤いて PD-10 脱塩カラム（GE Healthcare）で
精製し、Amicon Ultra-4 遠⼼フィルター50K（Merck Millipore）による超濾過で収集および濃縮し
た。 
 WT U2OS 細胞または KCNN4 KO U2OS 細胞を 35-mm glass-bottom dish に 2×105 cells/dish で播種
し、１⽇間培養した。細胞を PBS で 2回洗浄し、L17E（40 µM）と hIgG-AF488（1 mg/mL）また
は anti-NPC IgG-AF488（0.34 mg/mL）を含む D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間インキュベート
した。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、Hoechst 33342（5 μg/mL）を含む D-MEM(–)を投与し、
37℃で 5 分間インキュベートすることで核染⾊を⾏った。共焦点顕微鏡による観察および画像解
析は、PI 送達アッセイの項に記載の通り実施した。 
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統計解析 
 すべてのデータは、特に記載がない限り、3回の独⽴した⽣物学的反復（n = 3）の平均 ± 標準
誤差（SE）として⽰した。統計解析はすべて JMP Pro 17（SAS Institute）を⽤いて⾏った。2群間
の⽐較には、Student の t検定を使⽤した。多重⽐較には、⼀元配置の分散分析（one-way ANOVA）
を⾏った後、続いて群間の⽐較を⾏う場合は Tukey の HSD検定、コントロール群との⽐較を⾏う
場合は Dunnett の検定を⾏った。もしくは、ノンパラメトリックな多重⽐較法として、Kruskal-Wallis
検定を⾏った後、Steel-Dwass検定を⾏った。計算された 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３章の実験 

試薬 

 α-MEM、D-MEM、Doxycycline、Penicillin-Streptomycin は FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation

から購⼊した。ウシ胎児⾎清（FBS）、Opti-MEM は Gibco から購⼊した。Lipofectamine LTX、
Lipofectamine RNAiMAX、Hoechst 33342 は Invitrogen から購⼊した。Puromycin は Sigma-Aldrich か
ら購⼊した。Alexa Fluor 488 labeled-dextran 10 kDa、Tet-System Approved FBS は Thermo Fisher 

Scientific から購⼊した。試薬は必要であればメーカーが推奨する溶媒に溶かし、分注し、–30℃に
て保存した。 

 

ペプチド合成 

 L17E および L17E(FITC)の合成は第２章の実験項に⽰す通りである。FITC-R8 は Rink Amide AM 

resin を⽤いて、ペプチド⾃動合成装置 Syro I（Biotage）により⾃動合成した。FITC-Pen は TGS-

RAM resin（島津製作所）を⽤いて、PSSM-8 ペプチド固相合成機（島津製作所）により合成した。
L17ER4-FITC は過去に報告されている通り合成した 151。合成後のペプチド樹脂を、TFA/EDT（95:5

（v:v））中で室温（∼23°C）、3 時間処理することで樹脂からの切り出しと脱保護を⾏った。精製
は、COSMOSIL 5C18AR-Ⅱカラム（Nacalai Tesque）を⽤いた逆相 HPLC により⾏った。精製したペ
プチドは凍結乾燥後、MALDI-TOF MS で質量を測定した。ペプチドは DMSO に溶解させ、–30°C

で保存した。第 3 章で新たに合成した各ペプチドのアミノ酸配列と質量（実測値 m/z および理論
値[M+H]+）は次の通りである。ただし、配列中の GABA はγ-aminobutyric acid である。 

L17ER4(FITC)：IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKLGRRRRGK(FITC)-amide 

 実測値：4114.1、理論値：4114.6 

FITC-R8：FITC-GABA-RRRRRRRR-amide 

 実測値：1740.8、理論値：1741.3 

FITC-Pen：FITC-GABA-RQIKIWFQNRRMKWKK-amide 

 実測値：2718.7、理論値：2719.8 

 

細胞培養 

 HeLa 細胞は 10%（v/v）⾮働化 BS を含む α-MEM培地（α-MEM(+)）中で培養した。Tet 誘導性
VPS4a安定発現 HeLa 細胞は⾮働化 Tet-System Approved FBS（Thermo Fisher Scientific）と puromycin

（1 μg/mL）を含む α-MEM培地中で培養した。その他の細胞は 10%（v/v）⾮働化 FBS を含む D-

MEM培地（D-MEM(+)）中で培養した。全ての細胞は 37℃、5% CO2条件で培養し、80-90%コン
フルエントの状態で 2-4⽇ごとに継代を⾏った。実験には、継代数 1-15 の細胞を⽤いた。実験は、
特に指定のない限り、⾮働化 FBS を含まない D-MEM 培地（D-MEM(–)）中で⾏った。実験中の
細胞インキュベーションは、特に指定のない限り、37℃、5% CO2条件で⾏った。KCNN4 KO U2OS

については、第２章で述べた通りである。本章で⽤いた細胞株は次の通りである。HeLa（human 

cervical cancer、ECACC、93021013）、HT1080（human fibrosarcoma、JCRB、JCRB9113）、T24（human 

bladder cancer、JCRB、JCRB0711）、U2OS（human osteosarcoma、ECACC、92022711） 
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プラスミド構築 

ANXA1-EGFP：ヒト ANXA1 を、HeLa 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プライマ
ー ペ ア 5´-GGACTCGAGATGGCAATGGTATCAGAATTC-3´ （ forward ） と 5´-

GGAGGATCCTTGTTTCCTCCACAAAGAGCC-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、pEGFP-

N1 の XhoI/BamHI サイトに導⼊した。 

ANXA2-EGFP：ヒト ANXA2 を、HeLa 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プライマ
ー ペ ア 5´-CAAGCTTCGAATTCATGGGCCGCCAGCTAG-3´ （ forward ） と 5´-

ACCGGTGGATCCGAGTCATCTCCACCACAC-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、pEGFP-

N1 に NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて導⼊した。 

ANXA5-EGFP：ヒト ANXA2 を、HeLa 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プライマ
ー ペ ア 5´-CAAGCTTCGAATTCATGGCACAGGTTCTCA-3´ （ forward ） と 5´-

ACCGGTGGATCCGAGTCATCTTCTCCACAG-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、pEGFP-

N1 に NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて導⼊した。 

pTRE3G-HA-VPS4aWT：ヒト VPS4a を、HeLa 細胞由来の cDNA ライブラリーを鋳型として、プ
ラ イ マ ー ペ ア 5´-ATGACAACGTCAACCCTCCAG-3´ （ forward ） と 5´-

CTACTAGTTTAACTCTCTTGCCCAAAGTCC-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、NEBuilder 

HiFi DNA Assembly を⽤いて XLone-Puro eGFP（Addgene #140027）の EGFP領域と⼊れ替えた。
HA タ グ （ MYPYDVPDYA ） を コ ー ド す る 遺 伝 ⼦ 断 ⽚
（ATGTATCCTTATGACGTACCTGACTACGCA）を NEBuilder HiFi DNA Assembly を⽤いて VPS4a

の N末端に導⼊した。 

pTRE3G-HA-VPS4aE228Q：ヒト VPS4a の E228 付近 を 2 つ の プ ラ イ マ ー ペア 5´-

ATGACAACGTCAACCCTCCAG-3´ （ forward ） と 5´-GGAATCCACCTGATCGATGAAGATG-3´ 

(reverse) 、 5´-CATCTTCATCGATCAGGTGGATTCC-3´ （ forward ） と 5´-

CTACTAGTTTAACTCTCTTGCCCAAAGTCC-3´（reverse）を⽤いた PCR により増幅し、NEBuilder 

HiFi DNA Assembly を⽤いて pTRE3G-HA-VPS4a の VPS4a領域と⼊れ替えた。 

 

プラスミドトランスフェクション 

 プラスミドのトランスフェクションは、Lipofectamine LTX を⽤いて、メーカー推奨のプロトコ
ルに従って⾏った。各プラスミドと LTX 試薬、PLUS reagent を Opti-MEM中で混合し、室温で 5

分静置した。その後、⾎清を含む培地と混合し、これを細胞に添加した。細胞を 4 時間インキュ
ベーションした後、プラスミドを含むトランスフェクション溶液を除去し、⾎清を含む培地を細
胞に添加した。トランスフェクション後 24 時間培養した細胞を実験に⽤いた。 

 

siRNA トランスフェクション 

 siRNA のトランスフェクションは、Lipofectamine RNAiMAX を⽤いて、メーカー推奨のプロト
コルに従って⾏った。各 siRNA と RNAiMAX 試薬を Opti-MEM 中で混合し、室温で 5 分静置し
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た。その後、⾎清を含む培地と混合し、これを細胞に添加した。細胞を 6 時間インキュベーショ
ンした後、siRNA を含むトランスフェクション溶液を除去し、⾎清を含む培地を細胞に添加した。
トランスフェクション後 72 時間培養した細胞を実験に⽤いた。本研究で⽤いた siRNA は次の通
りである。Control siRNA: ON-TARGETplus Non-targeting Pool（Dharmacon、D-001810-10-05）、ANXA2 

siRNA: ON-TARGETplus Human ANXA2 siRNA SMARTPool（Dharmacon、L-010741-00-0005） 

 

リアルタイム定量 PCR 

 細胞を 35 mm dish に 2×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。細胞を 0.05% trypsin で 5 分間
処理して剥離させ、NucleoSpin RNA Plus（Takara Bio）を⽤いて total RNA を回収した。2 µg のト
ータル RNA を PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio）を⽤いて cDNA に逆転写した。リアルタイ
ム定量 PCR は、PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて QuantStudio 

3 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）により⾏った。熱サイクルは、95℃（3 分）、[95℃

（5秒）と 60℃（30秒）]を 40 サイクル繰り返す条件で⾏った。mRNA の発現量の評価は検量線
法により⾏った。全ての実験で GAPDH を参照遺伝⼦として⽤いた。使⽤したプライマーは次の
通 り で あ る 。 5´-CCTGTTCGACAGTCAGCCG-3´ （ GAPDH forward ） と 5´-

CGACCAAATCCGTTGACTCC-3（́GAPDH reverse）、5´-CATTCCTGACCATCGGCTATGG-3（́KCNN4 

forward）と 5´-GCCTTGTTAAACTCCAGCTTCCG-3´（KCNN4 reverse） 

 

セルソーターによる HeLa 細胞の分離 

 HeLa 細胞を 100 mm dish に 1×106 cells/dish で播種し、2⽇間培養した。細胞を PBS で 2回洗浄
した後、L17E（40 µM）と AF488-dex10（100 µg/mL）を含む α-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間
インキュベートした。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、0.05% trypsin で 5 分間処理することで
細胞をプレートから剥離させた。その後、α-MEM(+)を加えて細胞を懸濁し、これをチューブに回
収した。細胞を遠⼼分離（800×g、25℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを α-MEM(–)に懸濁し
た。細胞を FACSAriaII（BD Biosciences）を⽤いてソーティングした。⼀回の実験あたり、5 また
は 6枚の 100 mm dish から回収した細胞をソーティングに使⽤した。ソーティングした細胞を遠
⼼分離（800×g、25℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを 100 mm dish に播種し、Penicillin-Streptomycin

を含む α-MEM(+)培地中で 3 ⽇以上培養した。プロテオミクスサンプルの調製にはソーティング
後 3 または 4⽇後の細胞を使⽤した。それ以外の実験にはソーティング後 14⽇以内の細胞を使⽤
した。 

 

膜タンパク質画分の濃縮 

 膜タンパク質画分の回収は Mem-PER Plus Membrane Protein Extraction Kit（Thermo Fisher Scientific）
を⽤いて推奨プロトコルに従って⾏なった。100 mm dish上でコンフルエントになった細胞を氷冷
PBS で 2回洗浄した後、氷冷 PBS を 1 mL加えてセルスクレーパーにより細胞を剥離し、これを
チューブに回収した。細胞を遠⼼分離（800×g、4℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを Cell Wash 

Solution により洗浄した。細胞を遠⼼分離（800×g、4℃、5 分）し、再度 Cell Wash Solution により
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洗浄した。細胞を遠⼼分離（800×g、4℃、5 分）し、Permeabilization Buffer を加えて懸濁し、4℃

で 10 分間転倒混和した。その後細胞を遠⼼分離（16,000×g、4℃、15 分）し、上清をサイトゾル
画分として回収した。残ったペレットに Solubilization Buffer を加えて懸濁し、4℃で 30 分間転倒
混和した。その後細胞を遠⼼分離（16,000×g、4℃、15 分）し、上清を膜画分として回収した。タ
ンパク質濃度は BCA protein assay using Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）によ
って測定した。 

 

プロテオーム解析 

 20 μg のタンパク質を冷アセトンによって沈澱、⾵乾し、8M尿素を含む 30 mM重炭酸アンモニ
ウム⽔溶液に溶解した。ジチオスレイトールとヨードアセトアミドによって還元・アルキル化し
た後、トリプシンで消化し、得られたペプチドを PierceTM C-18 Spin Column（Thermo Fisher Scientific）
を⽤いて精製した。0.1%ギ酸⽔溶液に溶解した精製ペプチド 1 µg 相当量をナノ流量液体クロマト
グラフ（Nano-LC-Ultra 2D-Plus（Eksigent））に導⼊し、トラップカラムで脱塩後、分析カラムで分
離した。トラップカラムには 200 μm x 0.5 mm ChromXP C18-CL 3 μm 120 Å（Eksigent）、分析カラ
ムには 75 μm x 15 cm ChromXP C18-CL 3 μm 120 Å （Eksigent）を⽤いた。分析カラムでの分離に
は移動相２種類（0.1%ギ酸⽔溶液および 0.1%ギ酸アセトニトリル溶液）を混和するバイナリーグ
ラジエントを⽤い、カラム温度は 40℃、流速は 300 nL/min に設定した。分析カラムから溶出した
ペプチドを流路で直接接続された四重極⾶⾏時間型質量分析装置（TripleTOF 5600+ System

（SCIEX））に連続的に導⼊し、Nanospray III イオンソース（SCIEX）によって正に荷電させた後、
装置内部に導⼊した。測定は Information-dependent acquisition 法（SCIEX）によって⾏い、MS お
よび MS/MS スペクトルを網羅的に取得した。ペプチド同定には ProteinPilot ソフトウェア（バー
ジョン 5.01（SCIEX））およびヒト UniProtKB/Swiss-Prot ライブラリ（2024 年 7⽉取得）を⽤いた。
サンプル間のプロテオーム構成の⽐較には、Progenesis QI for Proteomics ソフトウェア（バージョ
ン 4.2（Nonlinear Dynamics））を⽤いた。測定によって得られたデータセットを Progenesis QI for 

Proteomics のプラットフォームにインポートし、アラインメントと標準化を⾏った後、個々のペプ
チドピークに ProteinPilot により得られた同定結果（信頼度が 95%を超えるもの）をアサインした。
個別タンパク質の相対定量値の算出には、Hi-N 法（N=3）（Nonlinear Dynamics）を⽤いた。 

 

Tet 誘導性 VPS4a安定発現 HeLa 細胞の樹⽴ 

 Tet-On システムにより Dox 依存的に VPS4a（WT または E228Q変異体）を発現する HeLa 細胞
（HeLa VPS4aWTおよび HeLa VPS4aE228Q細胞）を、piggyBac ベクターシステムを⽤いて樹⽴した。
HeLa 細胞を 6-well plate に 1×105 cells/well で播種し、１⽇間培養した。pTRE3G-HA-VPS4aWTまた
は pTRE3G-HA-VPS4aE228Qと Transposase Expression Vector（System Biosciences、PB210PA-1）を 1 

well あたり 600 ng：200 ng の量⽐でトランスフェクションした。トランスフェクション後、1⽇間
培養した後、puromycin（1 μg/mL）を培地に添加し、9⽇間セレクションを⾏った。セレクション
後は、10%（v/v）⾮働化 Tet-System Approved FBS と puromycin（1 μg/mL）を含む α-MEM培地中
で培養した。シングルセルクローンの取得は⾏わず、ポリクローンの状態で実験に使⽤した。 
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Dox による VPS4a発現誘導 

 Tet 誘導性 VPS4a（WT または E228Q）安定発現 HeLa を実験⽤に播種し、１⽇間培養した。実
験前に 10%（v/v）⾮働化 Tet-System Approved FBS と puromycin（1 μg/mL）、Dox（1 µg/mL）を含
む α-MEM培地中で 8 時間培養することで VPS4a（WT または E228Q）の発現誘導を⾏なった。そ
の後の実験は puromycin および Dox を含まない培地中で⾏なった。 

 

PI 送達アッセイ 

 L17E 存在下で PI が内在化した細胞の割合をフローサイトメトリー解析によって評価した。細
胞を 24-well plate に 5×104 cells/well で播種し、1⽇間培養した。細胞を PBS で 2回洗浄した後、
L17E（40 µM）と PI（50 µg/mL）を含む α-MEM(–)または D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間イン
キュベートした。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、0.05% trypsin で 5 分間処理することで細胞
をプレートから剥離させた。その後、D-MEM(+)を加えて細胞を懸濁し、これをチューブに回収し
た。細胞を遠⼼分離（800×g、25℃、5 分）し、得られた細胞ペレットを PBS で洗浄した。この洗
浄操作を再度繰り返した後、最終的に細胞を 500 µL の PBS で再懸濁し、Attune NxT flow cytometer

（Thermo Fisher Scientific）を使⽤して、各サンプルあたり 10,000 個の細胞の蛍光量を測定した。 

 siRNA トランスフェクションを⾏う場合、細胞を 6-well plate に 2×105 cells/well で播種し、1⽇
間培養した後に、siRNA をトランスフェクションした。48 時間後に 24-well plate に 5×104 cells/well

で再播種した。その後の実験は、再播種から 24 時間後（siRNA トランスフェクションから 72 時
間後）に、上述の通り⾏った。 

 プラスミドトランスフェクションを⾏う場合、細胞を 24-well plate に 5×104 cells/well で播種し、
１⽇間培養後に、⽬的のプラスミド（200 ng）をトランスフェクションした。実験は、プラスミド
トランスフェクションから 24 時間後に、上述の通り⾏った。 

 BAPTA-AM処理を⾏う場合、24-well plate上の細胞を PBS で２回洗浄した後、BAPTA-AM（40 

µM）を含む D-MEM(–)を投与し、37℃で 30 分間前処理を⾏った。その後の実験は、BAPTA-AM

を含まない条件で上述の通り⾏った。 

 K buffer処理を⾏う場合、24-well plate上の細胞を PBS で２回洗浄した後、10%⾮動化 FBS を含
む HEPES buffer（140 mM KCl、5.4 mM NaCl、1 mM MgCl2、1.8 mM CaCl2、10 mM D-glucose、20 

mM HEPES、pH 7.4）中でペプチド処理を⾏った。 

 

デキストラン 10 kDa 送達アッセイ 

 L17E 存在下で蛍光標識デキストラン 10 kDa が細胞内に移⾏した様⼦を、共焦点顕微鏡を⽤い
て観察した。細胞を 35-mm glass-bottom dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した。細胞を
PBS で 2回洗浄し、L17E（40 µM）と AF488-dex10（200 µg/mL）を含む α-MEM(–)または D-MEM(–)

を投与し、37℃で 10 分間インキュベートした。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、Hoechst 33342

（5 μg/mL）を含む α-MEM(–)または D-MEM(–)を投与し、37℃で 5 分間インキュベートすること
で核染⾊を⾏った。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を装備した
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FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解析は、ImageJ ソフトウェア（バージョ
ン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。 

 

タイムラプスライブセルイメージングによる EGFP 標識 ANXA の局在観察 

 HeLa 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に 1.5×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した後、プラス
ミドのトランスフェクションを⾏った。1⽇間培養した後、細胞を PBS で 2回洗浄し、培地を α-

MEM(–)（150 μL、dish中央部分のみ）に置き換えた。細胞を FV3000顕微鏡ステージに取り付け
られたマイクロチャンバー（STXG-IX3WX-SET、Tokai Hit）内で 37°C に維持した。イメージング
開始直前に dish中央部分の培地を全て除去し、イメージング開始 30秒後に L17E（40 µM）と PI

（50 µg/mL）を含む α-MEM(–)培地を添加した。DIC および蛍光画像は、60 倍対物レンズ
（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を備えた FV3000 共焦点レーザー⾛査顕微鏡（CLSM）
システム（Olympus）を使⽤して 5秒ごとに取得した。 

 

FITC 標識ペプチドのサイトゾル移⾏の観察と定量 

 細胞を 35-mm glass-bottom dish に 2×105 cells/dish で播種し、１⽇間培養した。FITC 標識ペプチ
ドを含む α-MEM(+)または D-MEM(+)を投与し、37℃で 30 分間インキュベートした。その後、細
胞を PBS で 2回洗浄し、Hoechst 33342（5 μg/mL）を含む α-MEM(–)または D-MEM(–)を投与し、
37℃で 5 分間処理することで核染⾊を⾏った。細胞を PBS で洗浄後、α-MEM(–)または D-MEM(–)

を添加した。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）を装備した FV3000 

CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。FITC 標識ペプチドのサイトゾル移⾏量の定量は、
ImageJ ソフトウェア（バージョン 2.14.0、NIH）を⽤い、Hoechst 33342 で染⾊された領域中の蛍
光量を 1 細胞ごとに取得することで⾏なった。 

 siRNA トランスフェクション、BAPTA-AM処理、K buffer処理は PI 送達アッセイの項に記載の
通り⾏った。 

 

ウエスタンブロット 

 細胞を 12-well plate に 1×105 cells/well で播種し、1⽇間培養した。ANXA2 のウエスタンブロッ
トの場合、細胞を氷冷PBS を⽤いて 2回洗浄した後、protease inhibitor cocktails（Roche）と phosphatase 

inhibitor cocktails（Roche）を含む 100 µL の RIPA buffer（150 mM NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-

100、0.1% SDS、0.1% sodium deoxycholate 含有 50 mM Tris-HCl ( pH 7.6)）によって溶解した。細胞
ライセートを遠⼼分離（16000×g、20 分、4℃）した後、上清を回収した。VPS4a のウエスタンブ
ロットの場合、細胞を 95℃に加熱した SDS hot lysis buffer（1% SDS、1 mM Na- orthovanadate 含有
10 mM Tris-HCl (pH 8.0)）で溶解し、95℃で 10 分間加熱した。上清のタンパク質濃度を BCA protein 

assay using Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）によって測定し、SDS sample buffer

（2% SDS、40％ glycerol、5％ 2-mercaptoethanol、少量の bromophenol blue 含有 60 mM Tris-HCl 

(pH 6.8)）中で 0.5 µg/µL になるよう調製した。各サンプル 20 µL のライセートを 5–20% 

polyacrylamideグラジエントゲル（SuperSep Ace; FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を⽤
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いて展開した後、Trans-Blot Turbo Transfer System（Bio-Rad）を⽤いたセミドライ式ブロッティン
グ法により PVDF 膜に転写した。転写された PVDF 膜を 5% BSA（ANXA2 の場合）または 5%ス
キムミルク（VPS4a の場合）を添加した 0.1% Tween-20 含有 TBS（TBS-T）に浸し、25℃で 1 時間
振とうしてブロッキングを⾏った。その後、適切な⼀次抗体を含むブロッキング溶液に浸し、4℃

で終夜振とう反応させた。PVDF 膜を TBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、適切な⼆次抗体
を含むブロッキング溶液に浸し、25℃で 1 時間振とう反応させた。PVDF 膜を TBS-T で 10 分間、
3回振とう洗浄した後、ECL Prim（GE Healthcare）で５分間処理し、Amersham ImageQuant 800（Cytiva）
により化学発光を検出した。使⽤した抗体は次の通りである。anti-ANXA2 (rabbit monoclonal IgG、
Cell Signaling Technology、8235、1:1,000)、anti-HA (mouse monoclonal IgG、Sigma-Aldrich、H9658、
1:10,000)、anti-β-actin（mouse monoclonal、Sigma-Aldrich、A2228、1:10,000）、anti-rabbit IgG (HRP) 

(goat polyclonal、Cell Signaling Technology、7074、1:2,000)、anti-mouse IgG HRP（goat polyclonal、
GeneTex、GTX213111-01、1:5,000） 

 

免疫染⾊ 

 細胞を 35-mm glass-bottomed dish上に 1×105 cells/dish で播種し、1⽇間培養した。Dox処理後、
PBS で 2回洗浄した後、4% PFA（Nacalai Tesque）を⽤いて 25℃で 15 分間固定した。その後、PBS

で 2回洗浄し、0.1% Triton X-100 を含む PBS を⽤いて 25℃で 15 分間膜透過処理を⾏った。再度、
PBS で 2回洗浄し、5% BSA を含む 0.1% Tween-20 含有 PBS（PBS-T）を⽤いて 25℃で 30 分間ブ
ロッキングを⾏った。その後、細胞を anti-HA antibody を含む 1% BSA 含有 PBS-T中で、25℃で 1

時間インキュベーションした。細胞を PBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、AF488 標識 anti-

mouse IgG antibody を含む 5% BSA 含有 PBS-T中で、25℃で 1 時間インキュベーションした。細
胞を PBS-T で 10 分間、3回振とう洗浄した後、Hoechst 33342（5 µg/mL）を含む PBS を添加し、
25℃で 10 分間細胞核を染⾊した。観察は、60×対物レンズ（UPlanSApo、油浸、NA 1.35、Olympus）
を装備した FV3000 CLSM システム（Olympus）を使⽤して⾏った。解析は、ImageJ ソフトウェア
（バージョン 2.14.0、NIH）を使⽤して⾏った。使⽤した抗体は次の通りである。anti-HA (mouse 

monoclonal IgG、Sigma-Aldrich、H9658、1:1,000)、anti-mouse IgG Alexa Fluor 488（goat polyclonal、
Invitrogen、A11001、1:2,000） 

 

細胞⽣存試験 

 WST-8アッセイを Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を⽤いてメーカー推奨のプロトコルに
従って⾏った。細胞を 96-well plate に 1.5×104 cells/well で播種し、1⽇間培養した。その後、細胞
を PBS で 2 回洗浄し、ペプチドを含むα-MEM(＋)で 37°C で 30 分間処理した。その後、細胞を
PBS で 2回洗浄し、各ウェルに 100 μL のα-MEM(−)と 10 μL の CCK-8溶液を加えた。細胞を 37°C

で 2 時間培養した後、吸光度（A450 nm−A600 nm）を測定した。結果は 1回の実験から得られた 3

連の平均 ± 標準偏差（SD）として⽰した。 
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統計解析 

 すべてのデータは、特に記載がない限り、3回の独⽴した⽣物学的反復（n = 3）の平均 ± 標準
誤差（SE）として⽰した。統計解析はすべて JMP Pro 17（SAS Institute）を⽤いて⾏った。2群間
の⽐較には、Student の t検定を使⽤した。多重⽐較には、⼀元配置の分散分析（one-way ANOVA）
を⾏った後、続いて群間の⽐較を⾏う場合は Tukey の HSD検定、コントロール群との⽐較を⾏う
場合は Dunnett の検定を⾏った。ノンパラメトリックな 2群の⽐較には Wilcoxon の順位和検定を
⽤いた。ノンパラメトリックな多重⽐較法としては、Kruskal-Wallis検定を⾏った後、Steel-Dwass

検定を⾏った。計算された 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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