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略語表 

ACE2  angiotensin-converting enzyme 2 

ANXA1  Annexin A1 
α-MEM  α-minimum essential medium 

CD9  cluster of differentiation 9 

CD63  cluster of differentiation 63 

CD81  cluster of differentiation 81 

COVID-19  Coronavirus disease 2019 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMF  N,N-dimethyl formamide 

DIC  differential interference contrast 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

EDT  1,2-ethandithiol 

EGFP  enhanced green fluorescent protein 

EIPA  5-(N-ethyl-isopropyl)amiloride 

EV  extracellular vesicles 
EV10K  extracellular vesicles pelleted by centrifugation at 10,000×g 

EVMag  extracellular vesicles isolated using MagCapture kit 

FBS  fetal bovine serum 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

F-actin  filamentous actin 

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

miRNA   microRNA 

MWCO   molecular weight cut off 

PBS   phosphate-buffered saline 

PVDF   polyvinylidene difluoride 

SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 

SD   standard deviation 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SE   standard error 

siRNA   small interfering RNA 

S-EV10K   EV10K displaying the SARS-CoV-2 spike protein 

S-VLP   SARS-CoV-2 spike protein-pseudotyped virus-like particles 

TFA   trifluoroacetic acid 

TMPRSS2 transmembrane serine protease 2 

VSV-G   vesicular stomatitis virus glycoprotein  
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緒 ⾔ 

 エクソソーム、エクトソーム、アポトーシス⼩体を含む細胞外⼩胞（EV）は、細胞から放出さ
れるナノサイズの脂質粒⼦であり、細胞間コミュニケーションを仲介する[1–4]。EV は、免疫細胞
[5]、間葉系幹細胞[6]、内⽪細胞[7]、上⽪細胞[8]、およびがん細胞[9]など、さまざまな種類の細胞
によって産⽣される。これらの EV は、タンパク質[10]、DNA[11]、および RNA（mRNA、miRNA、
⻑鎖ノンコーディング RNA など）[12–14]といった様々なカーゴを含んでおり、⾎漿[15]、⺟乳[16]、
脳脊髄液[17]、尿[18]、および精液[19]など、多くの体液中に⾒られる。EV は内包分⼦を他の細胞
へと運搬することで細胞間コミュニケーションを担っており、⽣体内での役割や疾患との関連に
関する研究が盛んに⾏われてきた[20–22]。その⼀⽅で、最近の研究から、EV が薬物送達キャリア
として数多くの応⽤可能性を持つことが明らかになっている[23–26]。EV は全ての構成要素が⽣
物学的成分からなるため、リポソームやナノ粒⼦が有する毒性や迅速なクリアランスの問題を克
服できる可能性があり[27]、siRNA[28]、miRNA[29]、mRNA[30]、およびタンパク質[31]の送達キ
ャリアとしての利⽤が報告されている。 

EV が内包する分⼦を標的細胞内に送達して機能を発揮させるためには、エンドサイトーシス経
路で細胞内に取り込まれた後、エンドソーム膜と EV 膜が融合する、または形質膜と EV 膜が直接
融合して、EV 内包分⼦がサイトゾルに放出される必要がある。しかし、近年細胞内取り込みと膜
融合のいずれの効率も⾼くないことが明らかになってきた[32–34]。これには、EV が 50–200 nm程
度の直径を持つサイズの⼤きい粒⼦であることや、表⾯電荷が負電荷性であり負電荷を帯びた形
質膜と反発すること、また膜融合活性をほとんど持たないことなどが原因となっている[35–38]。
よって、EV を基盤とした⾼効率な薬物送達のプラットフォームを確⽴するためには、細胞内取り
込みや膜融合の向上、および、細胞標的化のための戦略が不可⽋である[39–42]。 

EV の主要な細胞内取り込み機構として各種エンドサイトーシス経路や膜融合の関与が報告さ
れている[43–46]。EV 膜表⾯には、産⽣細胞由来のタンパク質が搭載されており、それらと受容細
胞とが相互作⽤することで、クラスリン依存性エンドサイトーシスやカベオラ介在性エンドサイ
トーシス、マクロピノサイトーシス、または直接膜融合によって細胞内に移⾏することが⽰され
ている。マクロピノサイトーシスはエンドサイトーシス経路の⼀種であり、その他のエンドサイ
トーシス経路と⽐較して⼤規模な細胞外物質の細胞内取り込みを可能にする[47–49]。そのためタ
ンパク質や核酸などの膜透過性の低いバイオ⾼分⼦や、細胞外⼩胞や⼈⼯膜からなる脂質粒⼦の
細胞内取り込みに有⽤であると考えられてきた。所属研究室において、マクロピノサイトーシス
を誘導するペプチドが開発されており[50,51]、特に近年、P4A という強⼒なマクロピノサイトー
シス誘導活性を持つペプチドが⾒出され、バイオ⾼分⼦の細胞内送達に有⽤であることが明らか
となった[52]。⼀⽅で、⾎清を含有する条件下ではその活性が著しく低下するという課題が残って
いた。従来の細胞内送達活性を有するペプチドの多くで⾎清によって活性が減弱することが実⽤
化への障壁となっている[53]。そこで、⾎清存在下においても活性を維持するようなペプチドの設
計戦略によって、実⽤的なマクロピノサイトーシス誘導ペプチドの創製および EV の取り込み促
進が実現できると考えられる。 
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⼀⽅で、EV の送達効率向上には取り込みだけでなく膜融合や細胞標的化も重要である。これま
でに標的化に向けて、EV 表⾯の修飾や EV に発現するタンパク質の改変、機能性分⼦の脂質を介
した挿⼊など多様なアプローチが検討されてきた[54–60]。また、膜融合の促進を狙ってウイルス
の膜融合を引き起こす VSV-G が汎⽤されてきた[61–64]。VSV-G を EV に搭載することで EV 膜と
細胞膜の融合が引き起こされ、内包分⼦の送達が促進されることが明らかになっている。しかし、
VSV-G はさまざまな細胞種に対して膜融合を誘起するため標的細胞に選択的に EV 内包分⼦を送
達することには課題が残る[65,66]。よって、標的細胞に対して選択的に EV の膜融合活性を発揮
させるための新たな戦略が求められている。 

そこで、本研究では、EV を基盤とした薬物送達キャリア創製に向けて EV の細胞内送達効率の
向上および標的細胞選択的に膜融合を促進することを⽬的とした。第１章では、⾎清存在下にお
いてもマクロピノサイトーシスを誘導可能なペプチドを創出し、これを⽤いて EV の細胞内取り
込みおよび内包分⼦のサイトゾル送達を促進できることを明らかにした。第 2 章では、SARS-CoV-

2 のスパイクタンパク質を EV 表⾯に提⽰することで、ウイルスの膜融合機構を模倣した⾼効率
かつ細胞選択的な EV 内包分⼦の送達を達成した。 

  



第１章 

  5 

第１章 

アシル化マクロピノサイトーシス誘導ペプチドによる 
細胞外⼩胞の取り込み促進 

 
序論 
 マクロピノサイトーシスはエンドサイトーシスの⼀形態であり、アクチン再構成と細胞膜の波
状構造の形成を伴い、細胞外液を⼤量に取り込んで⼤型エンドソーム（マクロピノソーム）を形
成する[47–49]。この経路はワクシニアウイルス、アデノウイルス、ピコルナウイルス、その他の
ウイルス科が宿主細胞に侵⼊する経路として[49]、また細胞透過ペプチド（CPP）による細胞内輸
送の経路として利⽤される[67–69]。最近の研究では、マクロピノサイトーシスががん細胞におけ
る栄養摂取に重要な役割を果たすことも⽰されている[70–72]。マクロピノソームのサイズは数マ
イクロメートルに達すると報告されており、これはクラスリン依存性エンドサイトーシス（約 120 

nm）やカベオラ依存性エンドサイトーシス（約 80 nm）など他の典型的なエンドサイトーシス経
路によって形成されるエンドソームよりも著しく⼤きい[73]。この特性は、治療⽤の核酸やタンパ
ク質の送達に極めて有望な⼩胞とされる細胞外⼩胞（EV）を含む、⾼分⼦やナノ粒⼦の細胞内送
達に有益である可能性がある[24–26]。 

所属研究室では、⽣体⾼分⼦およびナノ粒⼦の細胞内送達効率を⾼めるためにマクロピノサイ
トーシスの利⽤を検討してきた[50,51]。ケモカイン受容体 C-X-C motif chemokine receptor 4 

（CXCR4）のリガンドである間質細胞由来因⼦ 1α（SDF-1α）の N末端 21残基に由来する SN21

ペプチド（KPVSLSYRCPCRFFESHVARA-amide）がマクロピノサイトーシスを誘導することが⾒
出された[74]。さらに、その部分配列を改変して創製された P4A（YRCACRFF-amide）およびその
分⼦内酸化型である oxP4A は、SN21 と同等あるいはそれ以上のマクロピノサイトーシス誘導能
を有していることが明らかとなった[52]。しかし、これらのペプチドの強⼒なマクロピノサイトー
シス誘導能は⾎清存在下では減弱し、適⽤範囲が制限されている。そこで第１章では、P4A が⾎
清存在下でも活性を発揮できるようにペプチド設計を改善し、改良したペプチドを⽤いて薬物キ
ャリアとして期待される EV の送達効率を向上させることを⽬指した。 

 ⾎清中でマクロピノサイトーシス誘導能が認められない潜在的な理由として、⾎清中のプロテ
アーゼによる機能性ペプチドの分解や⾎清タンパク質への⾮特異的結合が挙げられる[53,75,76]。
ペプチドへの脂質の付加はプロテアーゼ抵抗性を付与し、薬理学的効⼒を向上させ、半減期を延
⻑することが知られており、グルカゴン様ペプチド-1 （GLP-1）受容体作動薬リラグルチドやイ
ンスリンなどで⽤いられている[77]。脂質付加は⾎清タンパク質への⾮特異的結合を増加させる
可能性があるが、同時に細胞膜との相互作⽤も増強する可能性がある。本研究では、⾎清含有条
件下におけるペプチドのマクロピノサイトーシス誘導活性の向上を狙い、⼀連の N末端アシル化
P4A 誘導体を調製し、N 末端脂肪アシル化の効果を検討した。異なる鎖⻑の脂肪酸（酢酸、デカ
ン酸、ミリスチン酸、ステアリン酸）を⽤いたアシル化の効果を検討した結果、ステアリル化 P4A

（stearyl-P4A）が最もマクロピノサイトーシスによる取り込みを強⼒に誘導した。分⼦内ジスルフ
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ィド架橋を有する類縁体である stearyl-oxP4A はさらに⾼い活性を⽰した。また stearyl-oxP4A は、
マクロピノサイトーシスに重要なアクチン再構成を強⼒に誘導する能⼒を有し、ステアリル基は
oxP4A の⾎清タンパク質への吸着を防ぐ役割を果たすことを明らかにした。stearyl-oxP4A が、⾎
清含有培地において EV の細胞内取り込みおよび EV に内包された mRNA のサイトゾルへの送達
を促進することを⾒出し、このペプチドが EV の効率的送達に応⽤できる可能性を⽰した。 
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第１節 ⾎清存在下におけるP4AやoxP4Aのマクロピノサイトーシス誘導活性に対する  
アシル化の影響 

 前述の通り、SN21 と P4A はいずれも無⾎清培地では⾼いマクロピノサイトーシス誘導能を⽰
したが、⾎清存在下ではその活性を失った。この活性の低下は、⾎清中のプロテアーゼによるペ
プチドの分解、あるいは⾎清タンパク質へのペプチドの⾮特異的な吸着によるものと推測した。
ペプチドの脂質化は、⾎清安定性を向上させ細胞膜への親和性を⾼める実⽤的な戦略である[75]。
そこで、P4A の N末端アシル化により⾎清存在下でもマクロピノサイトーシス誘導能が保持され、
細胞内送達が促進されるかを評価した（Fig. 1-1A）。炭化⽔素鎖の⻑さが異なるアシル基を有する
P4A アナログ、アセチル（C2）、デカノイル（C10）、ミリスチル（C14）、ステアリル（C18）基を
有するアナログを合成した（Fig. 1-1B）。アシル化が P4A の活性向上をもたらすかどうかを評価す
るため、マクロピノサイトーシスマーカーであるテトラメチルローダミン標識の 70 kDa デキスト
ラン（TMR-Dex70）の細胞内取り込みを評価した[47,78]。HeLa 細胞を、10%ウシ⾎清（BS）を含
む α-MEM [α-MEM(+)]中で、TMR-Dex70 と各ペプチド（5 μM）で 30 分間処理し、TMR-Dex70 の
細胞内取り込みをフローサイトメトリーで解析した。従来の報告通り、⾎清含有条件下での P4A

処理では TMR-Dex70 取り込みの有意な増加は認められなかった。N 末端アセチル化およびデカ
ノイル化も TMR-Dex70 取り込みにほとんど影響を与えなかったが、ミリスチル化およびステア
リル化は、ペプチドを添加していない細胞と⽐較して、それぞれ 110%および 125%の取り込みを
もたらした（Fig. 1-1C）。 
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Figure 1-1. (A) Aim of this study: to develop derivatives of micropinocytosis-inducing peptide 
“P4A” to facilitate cellular uptake of functional molecules and nanoparticles in the presence of 
serum. (B) Acylated P4A derivatives. (C) Effect of acylated P4A derivatives to stimulate 
cellular uptake of tetramethylrhodamine-labeled 70 kDa dextran (TMR-Dex70) 
(micropinocytosis marker) in serum-containing medium for 30 min. Data are presented as mean 
± standard error (SE) of three independent experiments (n = 3). ****, p < 0.0001; **, p < 0.01; 
n.s., not significant [one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test]. 
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次に、最も活性の⾼かったステアリル化 P4A（stearyl-P4A）の⾎清存在下におけるマクロピノサ
イトーシス誘導活性についてさらに検討した。P4A は培養培地中のシステインとチオール交換を
起こしやすく、分⼦内酸化型（oxP4A）に容易に変換され、副⽣成物として分⼦間架橋⼆量体も⽣
成されることが報告されている[52]。さらに、無⾎清培地では、oxP4A は P4A よりもデキストラ
ンの取り込みをより増強することが⽰されている。そこで次に、stearyl-P4A においても分⼦内酸
化型の stearyl-oxP4A を調製し、⾎清存在下における活性を調べた。stearyl-P4A の分⼦内酸化は
methyl 3-nitro-2-pyridinesulfenate（NPyS-OMe）[79]を⽤いて⾏った（Fig. 1-2A）。 

  α-MEM(+)中で stearyl-P4A または stearyl-oxP4A の存在下、フルオレセイン標識Dex70（FL-Dex70）
を 1時間処理した細胞の共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）観察では、細胞内に点状のシグナルが認
められ、FL-Dex70 がエンドソームに捕捉されたことが⽰唆された（Fig. 1-2B）。FL-Dex70 シグナ
ルと LysoTracker（リソソーム指標）のシグナルの重なりも観察された。⼀⽅、ペプチドを添加し
ない細胞では、FL-Dex70 シグナルがほとんど⾒られなかった（Fig. 1-2B、no peptide）。これらの
結果は、stearyl-P4A および stearyl-oxP4A の存在下で FL-Dex70 がマクロピノソームに捕捉される
ことを⽰唆している。また、FL-Dex70 シグナルと LysoTracker シグナルの共局在（Fig. 1-2B、⻩⾊
シグナル）が⾒られたことから、マクロピノソームの⼀部はリソソームと融合した可能性が⽰唆
された。フローサイトメトリーによって TMR-Dex70 の取り込みを定量したところ、ペプチド未処
理細胞と⽐べて stearyl-P4A は約 125%、stearyl-oxP4A は約 150%に TMR-Dex70 の取り込みが増加
し、stearyl-oxP4A は⾎清含有培地において stearyl-P4A より強⼒にマクロピノサイトーシスによる
取り込みを促進することが⽰された（Fig. 1-2C）。また、WST-8 アッセイ（ミトコンドリア脱⽔素
酵素活性に基づくアッセイ）[80]による細胞毒性の評価を⾏い、stearyl-oxP4A は 10 μM まで有意
な毒性が⾒られないことを確認した（Fig. 1-2D）。以降の検討ではより⾼活性である stearyl-oxP4A

を⽤いた。 
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Figure 1-2. (A) Structures of stearyl-P4A and the oxidized form, stearyl-oxP4A. (B) Live-cell 
observation of the cells treated with FL-Dex70 in the presence of stearyl-P4A and stearyl-
oxP4A in serum-containing medium for 1 h. A white arrowhead indicates an aggregate-like 
structure of FL-Dex70 formed in the presence of stearyl-P4A. Scale bars, 20 µm. (C) Effect of 
stearyl-P4A and stearyl-oxP4A on the cellular uptake of TMR-Dex70 (in α-MEM(+), 30 min) 
analyzed by flow cytometry. Data are presented as mean ± SE of three independent experiments 
(n = 3). ***, p < 0.001; *, p < 0.05 (one-way ANOVA followed by Tukey−Kramer analysis). 
(D) Cytotoxicity of stearic acid, oxP4A, and stearyl-oxP4A treatment for 24 h. HeLa cells were 
treated with indicated concentrations of stearic acid, oxP4A and stearyl-oxP4A in α-MEM(+) 
for 24 h, followed by addition of WST-8 reagent and incubation for 2 h. Data are presented as 
the mean ± SE (n=3). n.s., no significant (one-way ANOVA followed by Dunnett's test). 
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stearyl-oxP4A 刺激による細胞内取り込みへのマクロピノサイトーシスの関与を、マクロピノサ
イトーシス阻害剤である EIPA および wortmannin を⽤いて検討した。EIPA は Na+/H+ 交換体阻害
剤であり、受容体を介したエンドサイトーシスではなくマクロピノサイトーシスを阻害する
[47,81,82]。⼀⽅、wortmannin はホスホイノシチド 3-キナーゼ阻害剤であり、マクロピノサイトー
シスを阻害する[83]。stearyl-oxP4A によって刺激された TMR-Dex70 取り込みに対するこれらの
阻害剤の影響を調べたところ、それほど劇的ではないものの、いずれの阻害剤処理においても、
stearyl-oxP4A によって誘導される TMR-Dex70 取り込みの有意な減少が認められた（Fig. 1-3A, 

B）。 

マクロピノサイトーシスは、動的なアクチン構造の変化と膜ラッフルの形成を伴い、細胞外の
液体や分⼦をマクロピノソームに取り込む。stearyl-oxP4A による処理がマクロピノサイトーシス
に特徴的なアクチン構造の変化を誘起するかについて調べた。Lifeact は、繊維状アクチン（F-ア
クチン）構造に結合する 17 アミノ酸のペプチドであり[84]、蛍光タンパク質と融合させることで、
⽣細胞でのアクチン構造の変化を可視化できる。そこで、Lifeact-mCherry を安定発現する HeLa 細
胞を、⾎清含有培地中において stearyl-oxP4A で処理し、アクチンの動態を観察した。細胞のタイ
ムラプス観察の結果、stearyl-oxP4A の処理によって、細胞外への動的なアクチン突起が形成され
ることが認められた（Fig. 3C、⻩⾊⽮尻）。⼀⽅、stearic acid や oxP4A による処理では、細胞⾻格
の F-アクチンに顕著な構造変化は観察されなかった（Fig. 1-3D）。 
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Figure 1-3. Effect of macropinocytosis inhibitors, EIPA (A) and wortmannin (B), on the cellular 
uptake of TMR-Dex70 in the presence of 5 μM stearyl-oxP4A. Data are presented as mean ± 
SE of three independent experiments (n = 3). ***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05 (one-way 
ANOVA followed by Turkey−Kramer analysis). (C) Structural alteration of F-actin (visualized 
using lifeact-mCherry) by the treatment with stearyl-oxP4A in serum-containing medium. 
Images were obtained 20 min after incubation with stearyl-oxP4A. Arrowheads represent the 
positions where dynamic actin projections were observed at 20 min after peptide treatment. 
Scale bars, 20 μm (upper panels) and 10 μm (lower panels). (D) No marked rearrangement of 
F-actin structures by the treatment with stearic acid or oxP4A (without stearylation). Scale bars, 
20 μm. 
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次に、P4A や oxP4A のステアリル化が⾎清の存在下でマクロピノサイトーシス誘導活性の向上
をもたらす理由について検討を⾏った。理由として、ペプチドのステアリル化によって⾎清中の
プロテアーゼによる分解が減少することと、⾎清タンパク質との⾮特異的結合を防ぎ、ペプチド
が細胞表⾯と相互作⽤しやすくなることの２つの仮説が考えられたため、それぞれについての検
証を⾏った。まず、⾎清中でのペプチドの分解を LC-MS で評価した。細胞内取り込み実験で使⽤
した条件と同じ条件下において、oxP4A と stearyl-oxP4A の安定性を調べた結果、予想外にも oxP4A

と stearyl-oxP4A の両⽅がほとんど分解されないことが⽰された（Fig. 1-4A）。また stearyl-P4A を
同じ分析にかけると、元の stearyl-P4A ではなく、その酸化された形態（stearyl-oxP4A）のピーク
が主に観察された（Fig. 1-4B）。これは、α-MEM(+)培地中で stearyl-P4A が分⼦内酸化体に変換さ
れやすいことを⽰唆している。⽣成された stearyl-oxP4A のピーク⾯積は 30 分間ほとんど変化し
ておらず（Fig. 1-4C）、ペプチドが stearyl-oxP4A に変換されて安定化することが⽰唆される。 

 

 

 

 

 

  

Figure 1-4. (A) Stability of oxP4A (gray) and stearyl-oxP4A (blue) in 10% bovine serum at 37 °C. 
Both peptides were highly stable in bovine serum after 30 min. (B) LC-MS of stearyl-P4A (i) in 
buffer and (ii) after dissolving in α-MEM(+) (time = 0). (C) Stearyl-P4A converted into stearyl-
oxP4A, which retained its structure in serum-containing medium at 37 °C for 30 min.  
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２つ⽬の仮説検証のためにペプチドの⾎清タンパク質への結合について Native-PAGE を⽤いて
調べた。5-カルボキシテトラメチルローダミン（TAMRA）標識した oxP4A ペプチド（それぞれ
stearyl-oxP4A-TAMRA と TAMRA-oxP4A）を、10%のウシ⾎清（BS）または 60 µM のウシ⾎清ア
ルブミン（BSA）を含む PBS 中でインキュベートした後、⾎清タンパク質をネイティブポリアク
リルアミドゲル電気泳動（Native-PAGE）により分離し、蛍光（Fig. 1-5、TAMRA）とクマシーブ
リリアントブルー（CBB）染⾊（Fig. 1-5、CBB）で検出した。TAMRA画像は、oxP4A および stearyl-

oxP4A と結合した⾎清タンパク質および BSA を⽰し、CBB 画像は各サンプル中に含まれる全て
のタンパク質を⽰している。BS のみをアプライしたレーン 7 の CBB染⾊画像では、⾎清中に存
在するさまざまなタンパク質成分が⾒られ、BSA のみをアプライしたレーン 8 では、⽮印で⽰す
主要なバンドに加えいくつかのバンドが⾒られた。PBS 中の BSA濃度は、10% BS 中の濃度に相
当するように設定しているが、レーン 8 の結果から BSA が⾃⼰会合により多量体を形成する可能
性が⽰唆される[85]。 

TAMRA-oxP4A を PBS 中で BS とインキュベートすると、BSA に対応する位置（⽮印）以外に、
特に⾼分⼦量領域に TAMRA のバンドが⾒られ、TAMRA-oxP4A が⾼分⼦量のタンパク質に吸着
する可能性が⽰唆される（Fig. 1-4B、TAMRA、レーン 2）。TAMRA-oxP4A を PBS 中で 60 μM BSA

とインキュベートした場合にも複数の蛍光バンドが⾒られた（Fig. 1-5、TAMRA、レーン 3）。さ
らに、BSA の多量体と考えられるバンド位置において、BSA のみの CBB 染⾊のバンド強度と⽐
較して、より強い TAMRA の蛍光が観察された（Fig. 1-5、CBB、レーン 3）。これは、TAMRA-oxP4A

が複数のタンパク質で形成された複合体に⾮特異的に吸着する可能性があることを⽰唆している。
⼀⽅、stearyl-oxP4A-TAMRA を BS および BSA とインキュベートすると、BSA に対応する位置に
単⼀の主要なバンドが検出され（Fig. 1-5、TAMRA、レーン 5 および 6）、stearyl-oxP4A が BSA に
優先的に結合することが⽰唆される。 

次に、各ペプチドの⾎清への結合を超遠⼼法による分画を⽤いて評価した。BS と 20 μM のペプ
チドを 37℃で 5 分間インキュベートし、超遠⼼により⾎清タンパク質への結合画分と⾮結合画分
を分離した。上清画分における各ペプチド量をタンパク質に結合していない遊離ペプチドとして
LC-MS により定量した結果、oxP4A の遊離画分はペプチド全体の 0.9%であったのに対し、stearyl-

oxP4A の遊離画分は全体の 15%であり、stearyl-oxP4A は oxP4A より⾎清タンパク質への相互作⽤
が減弱したことが⽰唆された。このことが、stearyl-oxP4A が⾎清含有培地中でマクロピノサイト
ーシスによる取り込みをより促進する能⼒が⾼いことの原因である可能性がある。 
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Figure 1-5. Native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) analyses of the interaction of peptides with 

bovine serum or BSA. Each 5 μM TAMRA-labeled peptide was incubated with 10% (v/v) serum-containing 

PBS, serum-free PBS, or 60 μM BSA for 5 min at room temperature prior to analysis by native PAGE. The 

left image shows the detection of TAMRA-labeled peptide migrated with serum proteins. The image on the 

right shows the total proteins detected with CBB. Lane 1, TAMRA-oxP4A (5 μM); lane 2, TAMRA-oxP4A 

(5 μM) + 10% bovine serum; lane 3, TAMRA-oxP4A (5 μM) + 60 μM BSA; lane 4, stearyl-oxP4ATAMRA 

(5 μM); lane 5, stearyl-oxP4A-TAMRA (5 μM) + 10% bovine serum; lane 6, stearyl-oxP4A-TAMRA (5 μM) 

+ 60 μM BSA; lane 7, 10% bovine serum; lane 8, 60 μM BSA. Buffer: PBS containing 1% DMSO. Although 

no TAMRA-labeled peptides were added to the samples for lanes 7 and 8, intense bands were observed in 

these lanes. These might be due to intrinsic protein fluorescence observed at the relatively high concentration 

ranges of proteins used in this study[27]. 
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第２節 stearyl-oxP4A存在下でのオクタアルギニンのサイトゾル送達 
上記の結果は、stearyl-oxP4A が⾎清の存在下でマクロピノサイトーシスを誘起し、カーゴを細

胞内に送達する可能性があることを⽰唆する。まず、アルギニンに富む CPP を使⽤して、細胞内
送達への stearyl-oxP4A の適⽤性を分析した。 

オクタアルギニン（R8）を含むアルギニンに富む CPP は、膜を透過しない分⼦の細胞内送達の
⼿段として頻繁に⽤いられる。R8 はまた、マクロピノサイトーシスを誘導することでその細胞内
取り込みを促進することが知られている[50,86]。これらの知⾒から、stearyl-oxP4A の存在下では、
R8 による送達での相乗効果が期待された。これを確かめるため、HeLa 細胞を、⾎清含有培地中
で stearyl-oxP4A（5 μM）を添加、または⾮添加の条件で、C末端を Alexa Fluor 488 で標識した R8

（R8-Alexa488）（10 μM）で 30 分間処理し、CLSM で観察した（Fig. 1-6A, B）。stearyl-oxP4A がな
い条件で R8-Alexa488 を処理した細胞では、核の周りに局在する顕著な点状の Alexa488 シグナル
が観察され、R8 が主にエンドソーム内に捕捉されていることが⽰唆される[53]。⼀⽅で、stearyl-

oxP4A の存在下で R8-Alexa488 を処理した細胞では、細胞全体に Alexa488 シグナルが拡散してい
るものも⾒られた。これは、ペプチドがサイトゾルへ移⾏したことを⽰唆する。100以上の細胞の
CLSM 画像から、サイトゾルに Alexa488 シグナルを持つ細胞の割合を計数したところ、stearyl-

oxP4A がない状態で処理した場合、サイトゾルに Alexa488 シグナルを持つ細胞の割合は 12%であ
ったが、stearyl-oxP4A を添加した場合は 52%となり、stearyl-oxP4A の添加によって⼤幅に増加し
た（Fig. 1-6C）。Alexa488 は R8 によって送達される際の低分⼦医薬品のモデルと⾒なすことがで
き、この結果は、stearyl-oxP4A が機能性分⼦のサイトゾル移⾏を促進する潜在的な能⼒を持つこ
とを⽰している。 

 

  

Figure 1-6. Stimulation of 
cytosolic distribution of R8-
Alexa488 in the presence of 
stearyl-oxP4A. (A) Structure of 
R8-Alexa488. (B) CLSM 
observation of the cells treated 
with R8-Alexa488 (10 μM) in the 
absence or presence of stearyl-
oxP4A (5 μM) in α-MEM(+) for 
30 min. Scale bars, 20 μm. (C) 
Percentage of the cells bearing 
diffuse cytosolic R8-Alexa488 
signals. Data are presented as the 
mean ± SE of three independent 
experiments (n = 3). *, p < 0.05 
(Student’s t-test). 
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第３節 stearyl-oxP4Aによる細胞外⼩胞の細胞内送達 
エクソソームやエクトソームを含む細胞外⼩胞（EV）は細胞由来の⼩胞であり、内包するタン

パク質や核酸などを細胞間で運搬することで、細胞間コミュニケーションを担う。この特徴から、
EV は有望な薬物送達キャリアとして注⽬されてきたが[24–26]、細胞への取り込みや、EV の内包
分⼦がレシピエント細胞へ移⾏する効率が⽐較的低いことが課題の⼀つである[25]。EV のエンド
サイトーシスによる細胞内取り込みを促進する典型的なアプローチとして、標的細胞表⾯への親
和性を⾼めるために、ペプチドやタンパク質で EV 表⾯を修飾する研究が⾏われており、この⼿
法では送達における細胞特異性が付与される可能性もある。最近の研究では、オリゴアルギニン
を含む細胞透過性ペプチドや、膜融合ペプチドで EV の表⾯を修飾する⼿法が報告されているが
[55,61,87–91]、EV の取り込み効率にはまだ改善の余地がある。そこで本研究で開発した stearyl-

oxP4A を⽤いて、細胞のマクロピノサイトーシスによる取り込みの促進することで、EV に内包さ
れたカーゴのレシピエント細胞へのサイトゾル移⾏を促進できるかどうかを評価した。stearyl-

oxP4A の EV カーゴ送達に対する効果を評価するために、（i）EV の細胞内への総取り込み量の評
価と、（ii）EV に内包されたカーゴのレシピエント細胞のサイトゾルへの送達の評価を⾏った。 

（i）の評価のため、EGFP を CD63 タンパク質の N末端（膜の内腔側）に融合させた EGFP-CD63

を発現する EV を⽤いた（Fig. 1-7A、EGFP-CD63-EV）。CD63 はテトラスパニンファミリーのタン
パク質であり、エクソソームを含む EV のマーカータンパク質として頻繁に⽤いられている[92]。
EGFP-CD63-EV を精製するために、まず EGFP-CD63 を発現する細胞の培養培地を遠⼼分離して、
直径 200 nm未満の EV画分を得た[93,94]。その後、MagCapture Exosome Isolation Kit PS を⽤いて
EGFP-CD63-EV を分離した[95]。このキットは、EV 表⾯に表⽰されるホスファチジルセリンに、
Ca2+依存的に特異的に結合する Tim4 タンパク質との相互作⽤によって、EV をアフィニティー精
製できる。ナノ粒⼦トラッキング解析により、精製した EV画分が約 100 nm の範囲の⼩胞で構成
されていることが確認された（Fig. 1-7B）。分離した EV のウェスタンブロット分析から、EGFP と
CD63 の両⽅が検出され、EV が CD63 を含み、EGFP で標識されていることが確認された（Fig. 1-

7C）。 

次に CLSM 分析を⽤いて、stearyl-oxP4A が EGFP-CD63-EV の細胞内取り込みに与える影響を評
価した。5 μM の stearyl-oxP4A の存在下で EGFP-CD63-EV を処理した細胞では、EV の細胞内取り
込みを⽰唆する点状の EGFP シグナルが多数観察された（Fig.1-7D）。⼀⽅、EGFP-CD63-EV のみ
で、stearyl-oxP4A がない条件では、細胞内の EGFP のシグナルレベルが著しく低いことが観察さ
れた。これらの観察から、stearyl-oxP4A が EV の細胞内取り込みを増強することが明らかになっ
た。stearyl-oxP4A の EV 取り込み促進効果は、フローサイトメトリー分析でも確認され、stearyl-

oxP4A の存在下での EGFP-CD63-EV の細胞内取り込みは、ペプチド⾮存在下の 2.7倍に増加した
（Fig. 1-7E）。また、stearic acid と oxP4A は EV の細胞内取り込みに影響を与えないことも確認し
た（Fig.1-7F）。 
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Figure 1-7. (A) Schematic illustration of sEV-bearing EGFP fused with CD63 (EGFP-CD63-sEV). 
(B) Size distribution from nanoparticle tracking analysis of the EGFP-CD63-EV isolated using 
MagCapture Exosome Isolation Kit. (C) Western blot analysis of CD63 and EGFP in the isolated EV. 
(D) CLSM analysis of the cells treated with EGFP-CD63-EV (green) in the absence or presence of 
stearyl-oxP4A (5 μM). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). Scale bars, 20 μm. (E) 
Enhanced cellular uptake of EGFP-CD63-EV in the presence of stearyl-oxP4A (5 μM) analyzed by 
flow cytometry. Data are presented as mean ± SE of three independent experiments (n = 3). ***, p < 
0.001 (Student’s t-test). (F) Cellular uptake of EGFP-CD63-EV by stearic acid and oxP4A (without 
stearylation) (5 µM each), compared with that of 5 µM stearyl-oxP4A. Data are presented as mean ± 
SE (n = 3). **, p < 0.01 (one-way ANOVA followed by Tukey–Kramer) analysis. 
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薬物送達の観点から、EV が細胞内に取り込まれるだけでなく、EV に内包されたカーゴがレシ
ピエント細胞内に放出されることが極めて重要である。上記の EGFP 蛍光の分析は、細胞に結合
した、またはエンドサイトーシスされた EV 量と相関するはずであり、内包されたカーゴがレシ
ピエント細胞内に送達されるかどうかは評価できなかった。EV カーゴのサイトゾルへの送達効率
を評価するために、Fussenegger らによって報告された特定の RNA を EV に能動的にパッケージ
ングするシステムを利⽤した[30]（Fig. 1-8A）。このシステムは、C/D box と呼ばれる短い RNAモ
チーフと、C/D box に特異的に結合するアーキアの L7Ae リボソームタンパク質を利⽤する。L7Ae

タンパク質配列を CD63 の C末端に融合し、L7Ae が EV 内腔内に提⽰されるようにした。EV に
内包されたカーゴがレシピエント細胞に送達される効率を評価するためのレポーターとして分⼦
量の⼩さいルシフェラーゼである NanoLuc（Nluc、19 kDa）を⽤いた[96]。また Nluc-mRNA を EV

に内包するため、C/D box配列を 3'⾮翻訳領域（3'-UTR）に挿⼊した（Nluc-C/D box mRNA）。 

Nluc-C/D box mRNA を内包した EV（Nluc-mRNA-EV）は、CD63-L7Ae タンパク質および Nluc-

C/D box mRNA をコードするプラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクションした後、培養上清か
ら MagCapture Exosome Isolation Kit PS を⽤いて Nluc-mRNA-EV を分離することによって得た。
Nluc-mRNA-EV は、約 100 nm の範囲の直径を持ち（Fig. 1-8B）、EV マーカーである CD63 と CD9

を発現していることを確認した（Fig. 1-8C）。EV に内包された mRNA の送達に対する stearyl-oxP4A

の効果は、2.5 μM の stearyl-oxP4A を添加または⾮添加の条件で、Nluc-mRNA-EV を HeLa 細胞に
添加し、37℃で 24時間インキュベートした後、発現した Nluc のレベルを NanoGlo live-cell assay

によって分析することで評価した。EGFP-CD63-EV の場合と同様に、stearyl-oxP4A の存在下では、
ペプチド⾮存在下と⽐較して 2 倍以上の Nluc 活性由来の発光が⾒られた（Fig. 1-8D）。この結果
は、stearyl-oxP4A処理が、EV の細胞内取り込み量を増加させるだけでなく、EV カーゴのサイト
ゾル移⾏を促進するのにも効果的であることを⽰す。⼀⽅で、stearic acid や oxP4A の存在下では、
Nluc 発現の増加は観察されなかった（Fig. 1-8E）。 
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Figure 1-8. (A) Schematic illustration of the assay system analyzing the transfer of EV-encapsulated 
cargo using the active packaging of the Nluc reporter mRNA. (B) Size distribution from nanoparticle 
tracking analysis of Nluc-mRNA-EV. (C) Western blot analysis of CD63 and CD9 in the isolated EV. 
(D) Stearyl-oxP4A had the ability to enhance the transfer of EV encapsulates into the recipient cells. 
The efficacy was analyzed in terms of luciferase activity, which results from the cytosolic release of 
Nluc-C/D box mRNA in the recipient cells from Nluc-mRNA-EV. Data are presented as mean ± SE 
of three independent experiments (n = 3). **, p < 0.01 (Student’s t-test). (E) Enhanced cellular uptake 
of Nluc-mRNA-EV and the Nluc expression in the recipient cells was observed in the presence of 2.5 
μM stearyl-oxP4A but not in the presence of stearic acid and oxP4A (2.5 μM each). Data are presented 
as mean ± SE (n = 3). **, p < 0.01 (Turkey–Kramer method). 
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討論と展望 
第１章では、⾎清存在下において強⼒にマクロピノサイトーシスを誘導するペプチドである

stearyl-oxP4A を創製した。また、stearyl-oxP4A によるマクロピノサイトーシス誘導によって、EV

の細胞内取り込みと EV 内包分⼦のサイトゾルへの送達を促進することを明らかにした。 

マクロピノサイトーシス誘導活性を持つ P4Aペプチドは、⾎清存在条件では顕著に活性が低下す
るが[52]、本章では P4A の N末端に⻑鎖のアシル基を導⼊することで、マクロピノサイトーシス
誘導活性を向上させることに成功した（Figure 1-1）。ステアリル基の導⼊が最も効果的であり、
TMR-Dex70 の取り込みをペプチドなしと⽐較して約 1.25 倍に増加した。本研究では炭素数 2 か
ら 18 の飽和脂肪酸の導⼊を検討するにとどまったが、より⻑い脂肪酸の導⼊や不飽和脂肪酸の導
⼊による活性への影響も今後の検討課題として興味深い。またアシル基を導⼊する位置に関して
も、N末端以外にペプチド配列内部や C末端なども検討することで、さらなる活性向上の可能性
が期待される。 

ステアリル化が oxP4A の活性向上につながった理由について、ペプチドの⾎清での安定性と⾎
清タンパク質との相互作⽤の観点から検討した。⼀般的にペプチドは⾎清中でプロテアーゼによ
って速やかに分解されることが多く、特にアルギニンや芳⾹族アミノ酸を含む配列が分解を受け
やすいことが知られている[97–100]。しかし、意外にもステアリル化していない oxP4Aも stearyl-

oxP4A も分解が⾒られず安定であり、ステアリル化は安定性に寄与しないことが⽰唆された
（Figure 1-4）。この安定性には分⼦内環化が影響している可能性が考えらえる[101]。また、Figure 

1-5 の Native-PAGE の結果から、ステアリル化によってペプチドの⾎清タンパク質への⾮特異的
な吸着が減少し、アルブミンに特異的に相互作⽤するようになることが⽰唆された。この結果は
ペプチドの脂質付加がアルブミンへの結合親和性を付与するという先⾏研究と⼀致する[102,103]。
これらの結果から、oxP4A は⾎清タンパク質との⾮特異的な吸着によりペプチドの活性部位がマ
スクされることで活性が失われるが、ステアリル基を導⼊することでアルブミンに特異的に結合
して活性部位が露出した結果、活性が回復した可能性が考えられる。また、⾎清存在下における
ペプチドの活性発現には、⾎清タンパク質中の相互作⽤パートナーを制御することが重要である
ことも⽰唆される。Figure 1-1 でアシル基がより⻑い⽅が⾼活性を⽰した理由として、⼀般的に脂
肪酸の炭素鎖⻑が⻑いほどアルブミンへの親和性が増加すると報告されており[104]、アルブミン
とアシル化ペプチドとの親和性が関与している可能性が考えられる。 

本章のアッセイシステムでは、ペプチドを EV と単に混合する⼿法を採⽤した。この条件で
stearyl-oxP4A の有効性が⽰されたことから、本ペプチドによる EV あるいは他の⽣体ナノ粒⼦の
直接的な表⾯修飾が、本研究で得られた結果と同様に送達効率を増加させる可能性が考えられ、
今後の検討課題として興味深い。 

また本研究から、レシピエント細胞における EV の内包分⼦の放出効率に関する新たな疑問も
提起された。総細胞内取り込みと EV に内包された mRNA の放出の両⽅で、いずれも約 2〜3 倍
の改善効果が⾒られた（Figure 1-7, 1-8）。これは、EV の細胞内取り込みが、EV 内包分⼦のサイト
ゾルへの送達効率を決定する主要因である可能性を⽰唆している。
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第２章 

SARS-CoV-2 spike protein 搭載 EV による細胞選択的な mRNA 送達 

 
序論 
重症急性呼吸器症候群コロナウイルス 2（SARS-CoV-2）は、コロナウイルス感染症（COVID-19）

のパンデミックを引き起こした[105]。COVID-19 治療のため、これまでに抗体療法[106]、ワクチ
ン[107]、および低分⼦薬[108–110]が開発されてきたが、このような新興ウイルス感染症を迅速に
治療できる新しいモダリティへの需要は⾼まっている。SARS-CoV-2 は、ウイルスのエンベロープ
上にホモ三量体として表⽰されるスパイク糖タンパク質（S タンパク質）を使⽤して宿主細胞に
侵⼊する。S タンパク質は、S1 と S2 のサブユニットで構成されている。S1 サブユニットには、
宿主細胞受容体であるヒトアンジオテンシン変換酵素 2（ACE2）に結合する受容体結合ドメイン
（RBD）が含まれている。S2 サブユニットには、融合ペプチドと膜貫通ドメインが含まれている。
S タンパク質が細胞表⾯の ACE2受容体に結合すると、膜貫通型セリンプロテアーゼ 2（TMPRSS2）
によって S2 サブユニットの融合ペプチドの直前に位置する S2'サイトが開裂を受ける。この S2'サ
イトの開裂によって prefusion 構造から postfusion 構造への構造変化を起こす活性化状態になり、
ウイルス膜と宿主細胞膜の融合が引き起こされ、ウイルスのゲノム RNA が宿主細胞内に放出さ
れる。また、S2 サブユニットの開裂は、ウイルス粒⼦がエンドサイトーシスで取り込まれた後、
エンドリソソームプロテアーゼであるカテプシンによっても達成され、ウイルス膜とエンドソー
ム膜の融合が起こり、ウイルス RNA が宿主細胞の細胞質に放出される[111]。 

上述のように SARS-CoV-2 感染には ACE2 受容体への結合とプロテアーゼによる切断が必要な
ため、ACE2 および TMPRSS2 を発現する細胞に感染することが明らかになっている[112]。した
がって、SARS-CoV-2 の S タンパク質を発現する EV を開発すれば、SARS-CoV-2感受性細胞に対
して選択的に膜融合し、EV が内包する分⼦を送達することが可能であると考えた。そして S タン
パク質発現 EV によって SARS-CoV-2 感染または増殖を阻害する分⼦を送達することで、ウイル
ス感染を抑制できるという仮説を⽴てた。これまでに S タンパク質は、SARS-CoV-2 ワクチンや
SARS-CoV-2 感受性細胞への標的化のために、細菌由来 EV [113]や⼈⼯カプシドタンパク質
[114,115]上に発現させて利⽤されてきた。しかし、これまでの研究では、SARS-CoV-2感受性細胞
への標的化と宿主細胞との効率的な膜融合の両⽅を狙って、全⻑の S タンパク質を発現する粒⼦
を設計した例は報告されていない。 

本研究では、SARS-CoV-2 感染を阻害する新しいモダリティとして、S タンパク質を発現する
EV を開発することを⽬的とした。S タンパク質を発現する細胞の培養液を 10,000×g で遠⼼した
上清に含まれる EV では S タンパク質の発現がほとんど⾒られず、10,000×g のペレット画分由来
の EV（EV10K）で発現が⾒られた。S タンパク質を発現する EV10K（S-EV10K）は、ACE2 発現細胞
への選択的な膜融合を達成し、TMPRSS2 発現 Vero E6 細胞を⽤いて、TMPRSS2 阻害タンパク質
である HAI-2 をコードする mRNA を効率的に送達可能であった。さらに、SARS-CoV-2 S タンパ
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ク質ウイルス様粒⼦を⽤いたアッセイから、S-EV10K を⽤いた mRNA 送達による HAI-2 の発現で
SARS-CoV-2感染が阻害されることを実証した。  
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第１節 S-EV10Kの調製 
まず、SARS-CoV-2 の S タンパク質が EV 上に発現するかどうかを検証するため、S タンパク質

をコードするプラスミドを HEK293 細胞にトランスフェクションし、S タンパク質を発現させた
（Fig. 2-1A）。細胞培養上清を 300×g で 5 分間遠⼼分離した後、1,200×g で 20 分間、さらに 10,000×g

で 30 分間遠⼼分離することで、EV を精製した。主にエクトソームを含む 10,000×gペレット画分
を EV10K画分と呼ぶ。さらに、最後の 10,000×g 遠⼼分離後の上清を、MagCapture キットを⽤い
てホスファチジルセリンに結合するタンパク質である Tim4 により、エクソソームに富む EV画分
（本研究では EVMag と呼称）を精製した[95]。精製 EV のウェスタンブロット分析から、S タンパ
ク質が EV10K画分にのみ発現していることが⽰された（Fig. 2-1A）。加えて、各画分において、lEV

マーカーである CD9 とアネキシン A1 [116]、および sEV マーカーであるテトラスパニン CD63 と
CD81、シンテニン（syntenin）[117,118]が発現することを確認した。これらの結果は、S タンパク
質の発現に関わらず、EV マーカーのタンパク質含量に顕著な変化がないことを⽰唆している。⼩
胞体マーカーであるカルネキシン（calnexin）を EV のネガティブマーカーとして使⽤し、カルネ
キシンのシグナルはどの EV サンプルからも検出されず、EV が単離されたことを確認した。得ら
れた EVMag と EV10K の粒⼦サイズと粒⼦数を、ナノ粒⼦トラッキング解析（NTA）を⽤いて評価
したところ、S-EVMag と S-EV10K のサイズは、それぞれ、空ベクターである pCIベクターをトラン
スフェクションした HEK293 細胞から回収されたコントロール EVMag（Cont-EVMag）と Cont-EV10K

と同程度であった（平均直径：Cont-EVMag 106 nm、S-EVMag 99 nm、Cont-EV10K 170 nm、S-EV10K 

168 nm）。また、EV の粒⼦濃度は Cont-EVMag が 3.7 × 1010 粒⼦/mL、S-EVMag が 3.6 × 1010 粒⼦/mL、
Cont-EV10K が 6.0 × 109 粒⼦/mL、および S-EV10K が 6.1 × 109 粒⼦/mL であり、S タンパク質の有無
で有意な差はなかった（Fig. 2-1B）。EVMag の NTA結果から、これらの粒⼦のほとんどが 200 nm

未満の粒⼦で構成されており、sEV の特徴と⼀致している。さらに、透過型電⼦顕微鏡を⽤いて
両⽅の EV10K が典型的な EV の形態を⽰すことを確認し、このことからも EV の単離が⽰された
（Fig. 2-1C）。これらの結果は、S タンパク質が EV10K のプロファイルを変化させることなく、EV10K

上に発現していることを⽰している。 
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Figure 2-1. Characterization of S protein-displaying EV (S-EV10K). (A) Western blot analysis 
of S protein in the whole cell lysates (WCL) or fractions of EV isolated using a MagCapture kit 
and EV pelleted by centrifugation at 10,000×g (EVMag and EV10K, respectively) derived from S 
protein-expressing HEK293 cells or control HEK293 cells transfected with the pCI plasmid. 
CD63, CD81, and syntenin were used as sEV markers, CD9 and annexin A1 (ANXA1) as lEV 
markers, and calnexin as an endoplasmic reticulum marker. Control and S protein indicate 
HEK293 transfected with pCI control vector and S protein expressing vector, respectively. (B) 
Number and size of S-EVMag, S-EV10K, control EVMag (Cont-EVMag), and Cont-EV10K, 
determined using nanoparticle tracking analysis (NTA). The values present the mean ± standard 
error (SE). Representative NTA results among those measured are shown. (C) Transmission 
electron microscopic images of Cont-EV10K and S-EV10K. Scale bars, 200 nm.  
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第２節 S-EV10KのACE2発現細胞への選択的な膜融合 
所属研究室において、HiBiT と LgBiT からなるスプリットナノルシフェラーゼに基づく EV の
取り込みと膜融合の定量評価系が開発されている。これは、膜融合効率（細胞に追加された EV 全
量に対する、形質膜またはエンドソーム膜と融合した EV の割合）と総取り込み効率（細胞に添
加された EV 全量に対する、形質膜またはエンドソーム膜と融合した EV、および細胞にエンドサ
イトーシスされ、まだエンドソームに捕捉されている EV の合計の割合）の両⽅を定量的に評価
するものである（Fig. 2-2A）[32]。先⾏研究と同様に、スプリットナノルシフェラーゼの HiBiTペ
プチド断⽚を CD63 の C 末端に融合させたタンパク質である CD63-HiBiT を含む S-EV10K または
Cont-EV10K を作製し、続いてそれらの EV10K を、LgBiT タンパク質を発現するレシピエント細胞
に処理し、EV10K の取り込みと膜融合における S タンパク質の効果を評価した。レシピエント細胞
の形質膜またはエンドソーム膜との EV 膜が融合した場合、CD63-HiBiT と LgBiT が相互作⽤する
ことから、⽣細胞内における化学発光に基づいて膜融合効率を計算した（Fig. 2-2A、live-cell assay）。
さらに、レシピエント細胞を溶解した場合の化学発光を測定することで、細胞内に含まれるすべ
ての HiBiT を検出し、膜融合した EV とエンドソームに閉じ込められたままの⾮融合 EV の合計
を測定することによって総取り込み効率を計算した（Fig. 2-2A、cell lysis assay）。 

SARS-CoV-2 の S タンパク質は、細胞表⾯上で TMPRSS2 依存的な切断を経て膜融合を起こす
[112]。Vero E6 細胞は元より ACE2 受容体を発現しており、さらに TMPRSS2 を発現させた Vero 

E6 細胞（VeroE6-TMPRSS2 細胞）は、SARS-CoV-2感染実験で頻繁に使⽤されている[119]。本研
究では、LgBiT を安定発現する VeroE6-TMPRSS2 細胞（VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞）を樹⽴し、
S-EV10K および Cont-EV10K で処理し（Fig. 2-2B）、スプリットナノルシフェラーゼ法を⽤いて総取
り込みと膜融合効率を評価した（Fig. 2-2A）。総取り込みに対する S タンパク質の発現の効果は顕
著であり、Cont-EV10K の総取り込みは約 20%であったのに対し、S-EV10K の総取り込みは Cont-

EV10K の約 3倍の 56%となった（Fig. 2-2C）。この結果から、EV10K の細胞内取り込みにおける S タ
ンパク質と ACE2 の間の受容体相互作⽤の重要性が⽰唆される。また、S-EV10K の宿主細胞膜との
融合効率は 52%であったのに対し、Cont-EV10K で処理した細胞ではごくわずかな膜融合しか観察
されず、S タンパク質が EV10K の宿主細胞との膜融合においても役割を果たすことが⽰された（Fig. 

2-2D）。重要なことに、S-EV10K によって達成された膜融合率（%）（Fig. 2-2D）はその総取り込み
率（%）（Fig. 2-2C）と同程度であり、これは EV10K 上の S タンパク質がほぼ定量的な膜融合と EV10K

内包分⼦の宿主細胞のサイトゾルへの送達を達成可能であることを⽰唆している。S-EV10K の膜融
合における TMPRSS2依存性を評価するため、TMPRSS2 を発現しない LgBiT 発現 Vero E6 細胞を
S-EV10K で処理し、総取り込みと膜融合効率を評価した（Fig. 2-2E）。Fig. 2-2C に⽰された VeroE6-

TMPRSS2-LgBiT 細胞の結果と同様に、添加された S-EV10K の約 60%が細胞に取り込まれた（Fig. 

2-2F）。TMPRSS2⽋損細胞でも S-EV10K の膜融合が観察されたが、膜融合率（%）は約 30%に減少
した（Fig. 2-2G）。この傾向は、SARS-CoV-2祖先株で観察される、TMPRSS2 発現 Vero E6 細胞に
TMPRSS2依存的な膜融合を介してより効率的に感染し、また ACE2受容体への結合とエンドサイ
トーシスによる取り込み後、エンドリソソームのカテプシンによる S タンパク質の切断を経て、
TMPRSS2 を発現しない Vero E6 細胞にも感染するという現象と同様である[120,121]。したがって、
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S-EV10K の細胞との膜融合は、TMPRSS2 またはカテプシンを介した S タンパク質の活性化によっ
て達成されると考えられる。⼀⽅、Cont-EV10K の総取り込みと膜融合においては、TMPRSS2⽋損
による顕著な影響は観察されなかった（Fig. 2-2F, G）。 
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Figure 2-2. Evaluation of total uptake and membrane fusion efficiency of S-EV10K in angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) and transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2)-expressing cells. (A) 
Evaluation system for total uptake and membrane fusion efficiency using the HiBiT-LgBiT split 
nanoluciferase system. [32] The total uptake of EV10K is assessed by measuring the chemiluminescence 
of lysed recipient cells stably expressing LgBiT with EV10K carrying HiBiT-fused CD63 (CD63-HiBiT). 
Membrane fusion is assessed by measuring chemiluminescence under live cell conditions. (B) Evaluation 
of total uptake and membrane fusion of S protein-displaying EV10K in ACE2 and TMPRSS2-expressing 
cells. VeroE6-LgBiT cells expressing ACE2 and TMPRSS2 (VeroE6-TMPRSS2-LgBiT cells) were 
treated with Cont-EV10K and S-EV10K carrying CD63-HiBiT for 24 h, and chemiluminescence is 
measured under cell lysis and live cell conditions. (C) Total uptake (%) and (D) membrane fusion (%) in 
(B). (E) Evaluation of total uptake and membrane fusion of S protein-displaying EV10K in ACE2-
expressing cells. Vero E6 cells expressing ACE2 and LgBiT (VeroE6-LgBiT cells) were treated with 
Cont-EV10K and S-EV10K carrying CD63-HiBiT, and chemiluminescence is measured under cell lysis and 
live-cell conditions. (F) Total uptake (%) and (G) membrane fusion (%) in (E). Error bars represent the 
mean ± SE (n ≧ 4). ***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05. Statistical analyses were performed using 
Student’s t-test. 
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さらに、EV10K の細胞内取り込みにおける S タンパク質と ACE2 の間の相互作⽤の重要性につい
て検討した。ACE2 を発現しない 293T-LgBiT 細胞を⽤いたところ、Cont-EV10Kも S-EV10K におい
てもほとんど膜融合が⾒られなかった⼀⽅、ACE2 を発現させた 293T-LgBiT 細胞（293T-ACE2-

LgBiT 細胞）において、S-EV10K を処理したことで 30%程度の膜融合効率が⽰された（Fig. 2-3）。
よって、S-EV10K の膜融合に S タンパク質の受容体である ACE2 が⼤きく寄与することが⽰唆さ
れた。 

 

 

 

 

 

  

Figure 2-3. (A) Evaluation of total uptake and membrane fusion of S protein-displaying EV10K in 
HEK293T cells that hardly express ACE2 and TMPRSS2. HEK293T cells stably expressing LgBiT 
(293T-LgBiT cells) were treated with Cont-EV10K and S-EV10K carrying CD63-HiBiT, and 
chemiluminescence is measured under cell lysis and live-cell conditions. (B) Total uptake (%) and (C) 
Membrane fusion (%) in (A). (D) HEK293T cells stably expressing ACE2 and LgBiT (293T-ACE2-
LgBiT cells) were treated with Cont-EV10K and S-EV10K carrying CD63-HiBiT. (E) Total uptake (%) and 
(F) membrane fusion (%) in (D). Error bars represent the mean ± SE (n ≧ 4). **, p < 0.01; *, p < 0.05; 
n.s. signifies not significantly different for Cont-EV10K versus S-EV10K. The statistical analysis was 
conducted using Student’s t-test. ACE2 overexpression in (D) increased the total uptake of S-EV10K and 
the membrane fusion presumably due to the endolysosomal processing of the S protein.  
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また、細胞膜上の S タンパク質の発現は細胞融合を誘導し、多核細胞（シンシチウム）が形成
される[122]。この細胞融合は細胞毒性をもたらすことから、安全性の点で懸念される。そこで、
S-EV10K が細胞間の融合を引き起こすかどうかを確認した[123]。EGFP を発現する VeroE6-

TMPRSS2 細胞を、⾚⾊蛍光タンパク質（RFP）を発現する Vero E6 細胞と共培養し、これらの細
胞を S-EV10K または Cont-EV10K で処理した。S-EV10K および Cont-EV10K で処理した細胞では、緑⾊
と⾚⾊の蛍光シグナルが共局在する顕著なシンシチウム形成は観察されなかった（Fig. 2-4）。  

Figure 2-4. Confirmation of inability of S-EV10K treatment to induce fusion among cells. EGFP-
expressing cells and RFP-expressing cells were co-incubated, and the occurrence of cell fusion by the 
addition of EV10K was monitored by observing fluorescence-merged multinucleated cells. No EV, Cont-
EV10K, and S-EV10K represented cells without treated with EV10K, and those treated with Cont-EV10K and 
S-EV10K, respectively. S protein vector transfection: EGFP-expressing cells were mixed with RFP-
expressing cells and transfected with pS protein; merge of the EGFP and RFP signals and multinucleated 
cells were only observed in this setup (yellow arrowheads). Hoechst: nuclear staining with Hoechst33342. 
Scale bars, 50 µm. 
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第３節 S-EV10KのSタンパク質に基づいた膜融合メカニズム 
SARS-CoV-2 は TMPRSS2 およびカテプシンを介した経路で細胞に感染することから[124,125]、

S-EV10K は内包されたカーゴをサイトゾルに送達する際にいずれの経路も利⽤すると考えられる
（Fig. 2-2A）。そこで、様々な阻害剤を⽤いて、VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞における S-EV10K の
細胞内送達経路を詳細に検討した（Fig. 2-5A）。S-EV10K を 4℃で 4時間細胞に処理すると、総取り
込みが約 75%、膜融合が約 90%減少した（Fig. 2-5B）。これは、細胞内取り込みと膜融合にエネル
ギー依存的なプロセスが関与していることを⽰唆する。次に、様々な SARS-CoV-2 阻害剤が S-

EV10K の細胞内取り込みと膜融合に与える影響を調べた。SARS-CoV-2 阻害剤として、S タンパク
質 RBD と宿主細胞受容体 ACE2 の結合を阻害する抗 RBD 中和抗体[126]、TMPRSS2 阻害剤であ
る nafamostat[127]、SARS-CoV-2 膜融合阻害ペプチド 1a と 3a [128]、カテプシン阻害剤である E-

64d と Z-FA-FMK [129]、およびエンドソームの酸性化を阻害する chloroquine と concanamycin A

（ConcA）[130]を⽤いた（Fig. 2-5A）。 

S タンパク質と ACE2受容体の結合の重要性を調べるため、S-EV10K をレシピエント細胞に加え
る前に、抗 RBD抗体で S-EV10K を前処理した。その結果、抗 RBD抗体によって膜融合と細胞内
取り込みの両⽅が有意に阻害されたが、中和活性のないコントロール抗体では阻害されなかった
（Fig. 2-5C）。このことから、S-EV10K の細胞内取り込みと膜融合には S タンパク質と ACE2受容
体の結合が重要であることが⽰唆された。 

次に、TMPRSS2 阻害剤である nafamostat で VeroE6-TMPRSS2 細胞を処理することで、細胞表⾯
での TMPRSS2 による S タンパク質の切断が S-EV10K の細胞内取り込みと膜融合に与える影響を
調べた（Fig. 2-5D）。S-EV10K の総取り込みに有意な減少は観察されなかったが、膜融合は 50%以
上減少し、S-EV10K の膜融合において TMPRSS2 が重要であることが⽰された。⼀⽅で、カテプシ
ン阻害剤である E-64d（カテプシン B、H、および L を阻害）または Z-FA-FMK（カテプシン B お
よび L を阻害）で細胞を処理した場合、S-EV10K の細胞内取り込みも膜融合も阻害されなかった
（Fig. 2-5E）。この結果から、VeroE6-TMPRSS2 細胞においてエンドサイトーシスによる取り込み
後のカテプシンを介した S-EV10K の活性化の寄与は、TMPRSS2 よりも有意性が低い可能性が⽰さ
れた。さらに、SARS-CoV-2 感染に寄与するエンドソームの酸性化[121]についても検討したとこ
ろ、chloroquine と v-ATPase 阻害剤である ConcA による処理では、総取り込みへの影響はほとん
どなく、膜融合はわずかな減少をもたらしたのみであった（Fig. 2-5F）。これらの結果は、TMPRSS2

発現細胞ではエンドソーム酸性化の阻害は部分的に SARS-CoV-2 感染を阻害するものの、カテプ
シンを介した SARS-CoV-2感染経路の寄与が⼩さいという以前の報告と⼀致していた[121,131]。 

最後に、S-EV10K が S タンパク質によって膜融合しているか明らかにするために、辻らが開発し
た SARS-CoV-2 の S タンパク質の膜融合に寄与する S2 ドメインを標的とした強⼒な融合阻害ペ
プチドを⽤いた[128]。これらのペプチド（引⽤⽂献 128 の 1a とより強⼒な類縁体である 3a（Table 

2））で細胞を処理すると、膜融合の有意な阻害（約 75%）が観察された（Fig. 2-5G）。⼀⽅で、コ
ントロールとしてヒト免疫不全ウイルス（HIV）膜融合阻害ペプチド SC34 [132]で処理した細胞で
は、取り込みまたは膜融合効率に有意な変化は観察されなかった。したがって、EV10K 上に発現し
ている S タンパク質は、SARS-CoV-2 ウイルス上の S タンパク質と同様の膜融合メカニズムを保
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持しており、EV 膜と細胞膜との融合を引き起こすと⾔える。 

これらの阻害剤実験の結果をまとめると、S-EV10K の膜融合が、ACE2 と TMPRSS2 に駆動され
る S タンパク質に起因したメカニズムによって達成されることを強く⽰唆しており、TMPRSS2 発
現細胞における SARS-CoV-2感染経路との類似点が⽰された。 
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Figure 2-5. Analysis of the mechanisms for cellular uptake and membrane fusion of S-EV10K. (A) 
Schematic diagram indicating the points of inhibition by various inhibitors. (B) Cellular uptake efficiency 
and membrane fusion efficiency at 4°C. The values at 37 °C as the control group are each set to 1. The 
results are presented as the mean ± SE (n = 3). ***, p < 0.001. Statistical analyses were conducted using 
Student’s t-test. Cellular uptake and membrane fusion efficiencies after treatment with (C) a control 
antibody (anti-S2 antibody) which does not inhibit SARS-CoV-2 infection or an anti-RBD antibody, (D) 
TMPRSS2 inhibitor, nafamostat, (E) cathepsin inhibitors E-64d or Z-FA-FMK, (F) endosome 
acidification inhibitors concanamycin A (ConcA) or chloroquine (CQ), and (G) SARS-CoV-2 membrane 
fusion inhibitory peptides (1a and 3a in reference 128). An HIV membrane fusion inhibitory peptide, 
SC34, in reference 132, as a control. (C-G) The values are expressed relative to the DMSO-treated 
condition as the control group, which is set to 1. Treatment was done for 4 h. The results are presented as 
the mean ± SE (n = 3). ***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05; n.s, not significant. Statistical analyses 
were conducted using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Dunnett's test.  
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第４節 S-EV10KによるTMPRSS2発現細胞へのmRNA送達 
S-EV10K に内包された mRNA が VeroE6-TMPRSS2 細胞に送達され、タンパク質発現を誘導でき

るかどうかを検討するため、HiBiT-LgBiT に基づくスプリットルシフェラーゼを⽤いた評価系を
設計した（Fig. 2-6A）。S タンパク質に加えて、先⾏研究の⽅法[30]に従って mRNA 内包を促進す
るため、EV マーカータンパク質である CD63 と、mRNA の C/D boxモチーフに結合する RNA結
合タンパク質である L7Ae の融合体 CD63-L7Ae を EV10K に搭載した。HiBiT タグ付き HSP70

（HSP70-HiBiT）と 3'末端に C/D box をコードする配列を含む mRNA を使⽤し、HSP70-HiBiT 

mRNA を内包した Cont-EV10K と S-EV10K（それぞれ HSP70/Cont-EV10K、HSP70/S-EV10K）を調製し
た。VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞をこれらの EV10K で 24時間処理し、ナノルシフェラーゼに由来
する化学発光を測定することで HSP70-HiBiT の発現、ひいては EV10K が内包する mRNA の送達を
評価した。その結果、これらの EV10K 間で観察された発光は顕著な差が⾒られ、HSP70/S-EV10K の
処理では HSP70/Cont-EV10K と⽐較して 44倍もの発光の増加が⾒られた（Fig. 2-6B）。HSP70/Cont-

EV10K と HSP70/S-EV10K の粒⼦サイズと粒⼦数は NTA で測定し、S タンパク質発現による顕著な
差がないことを確認した（Fig. 2-7A）。また各 EV10K が内包する HSP70-HiBiT mRNA のコピー数を
定量 PCR（qPCR）で分析し、いずれも EV10K が 100 粒⼦あたり約 2 コピーと同等であることが⽰
された（Fig. 2-7B）。したがって、HSP70/S-EV10K に内包された mRNA は、S タンパク質による ACE2

の認識と膜融合を介して標的細胞に効率的に送達され、タンパク質発現が達成されたと考えられ
る。 
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Figure 2-6. Delivery of HSP70-HiBiT-mRNA to recipient cells via S-EV10K. (A) Schematic 
representation of the evaluation system for mRNA delivery to recipient cells by S-EV10K. HSP70/S-EV10K 
containing HSP70-HiBiT-mRNA with a C/D box and CD63-L7Ae for mRNA capture are exposed to 
recipient VeroE6-TMPRSS2-LgBiT cells. mRNA delivery into recipient cells resulted in HSP70-HiBiT 
expression and association with LgBiT, which was evaluated by measuring luminescence derived from 
reconstituted nanoluciferase under live cell conditions. (B) Luminescence in VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 
cells treated with HSP70/Cont-EV10K or HSP70/S-EV10K which contain HSP70-HiBiT-mRNA. Error bars 
represent the mean ± SE (n = 4). **, p < 0.01 for HSP70/Cont-EV10K versus HSP70/S-EV10K. Statistical 
analyses were conducted using Student’s t-test. 
 

Figure 2-7. (A) The number and size of HSP70/Cont-EV10K or HSP70/S-EV10K determined by 
nanoparticle tracking assay (NTA). The values present the mean ± standard error. Representative NTA 
results are shown. (B) Loading of HSP70-HiBiT mRNA in HSP70/Cont-EV10K and HSP70/S-EV10K. 
Error bars represent the mean ± SE (n = 5). n.s. signifies not significantly different for Cont-EV10K versus 
S-EV10K. The statistical analysis was conducted using Student’s t-test. 
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第５節 S-EV10KによるTMPRSS2阻害タンパク質HAI-2のmRNA送達とSARS-CoV-2の侵⼊阻害 
これまでの結果から、S-EV10K が SARS-CoV-2感受性細胞へ選択的かつ効率的に mRNA を送達

できることが⽰された。S-EV10K の SARS-CoV-2感染阻害への適⽤可能性を⽰すため、S-EV10K を
介した感染阻害タンパク質をコードする mRNA の送達と阻害効果を検討した。本研究では感染阻
害タンパク質として、S タンパク質活性化に重要なセリンプロテアーゼである TMPRSS2 を阻害
することで知られる HAI-2 [133]を採⽤した。HAI-2 は SARS-CoV-2感染を阻害することが報告さ
れている[134]。HAI-2 mRNA を内包する S-EV10K（HAI-2/S-EV10K）の調製には、上述と同様の C/D 

box と L7Ae を利⽤したシステムを利⽤した。HAI-2/S-EV10K を調製するために EV 産⽣細胞に HAI-

2-C/D box をコードするプラスミドをトランスフェクションしたが、これは産⽣細胞における HAI-

2 タンパク質の発現ももたらした。したがって、結果として得られた HAI-2/S-EV10K は、HAI-2 

mRNA を含有するだけでなく（Fig. 2-8A-a）、HAI-2 タンパク質も含有しており（Fig. 2-8A-b）、S-

EV10K 上に発現する HAI-2 による TMPRSS2 活性と SARS-CoV-2 侵⼊のさらなる阻害効果が期待
された。阻害効果を評価するため、HIV Gag を介して形成された SARS-CoV-2 S タンパク質シュ
ードタイプウイルス様粒⼦（S-VLP）を使⽤した。これを⽤いることにより、本物のウイルスを使
⽤せずに SARS-CoV-2 阻害剤のスクリーニングが可能であり、BSL3 実験室を必要としないアッセ
イシステムとして確⽴されている[135,136]。S-VLP は SARS-CoV-2 の S タンパク質を発現してお
り、ルシフェラーゼを含んでいる。そのため、S-VLP の阻害効果はルシフェラーゼ活性を測定す
ることで評価できる。 

HAI-2 mRNA を内包する HAI-2/S-EV10K を L7Ae-C/D box のシステムを⽤いて調製するため、S

タンパク質、CD63-L7Ae、および HAI-2-FLAG-C/D box をコードするプラスミドを EV 産⽣細胞に
トランスフェクションした。ウェスタンブロット分析により、S タンパク質の有無に関わらず、細
胞内と EV10K の両⽅において HAI-2 の発現が確認された（Fig. 2-8B）。HAI-2/S-EV10K のサイズと
粒⼦数は、S タンパク質発現がない HAI-2-EV10K（HAI-2/Cont-EV10K）と同等であった（Fig. 2-8C）。
qPCR 分析により、HAI-2/S-EV10K が HAI-2/Cont-EV10K と同様の量の HAI-2 mRNA を含んでいるこ
とを確認した（Fig. 2-8D）。レシピエント細胞を HAI-2-EV10K で処理した際にレシピエント細胞内
で HAI-2 が発現するかどうかを、ウェスタンブロッティングで調べた。その結果、HAI-2/S-EV10K

で処理した細胞で HAI-2 発現が確認されたが、HAI-2/Cont-EV10K で処理した細胞では発現が⾒ら
れなかった（Fig. 2-8E）。 
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Figure 2-8. Evaluation of the inhibitory effect of S-EV10K delivering HAI-2 mRNA on SARS-CoV-2 
entry. (A) Schematic representation of the mechanism by which SARS-CoV-2 or S-VLP entry is inhibited 
by HAI-2 protein which translated in recipient cells from mRNA delivered via S-EV10K. HAI-2 mRNA 
carried by S-EV10K is delivered to VeroE6-TMPRSS2 cells, where the expressed HAI-2 inhibits 
TMPRSS2 on the cell surface, thereby preventing S protein cleavage of S-VLP (a, left panel). 
Alternatively, the HAI-2 protein displayed by S-EV10K may directly inhibit TMPRSS2 localized on the 
cell surface (b, right panel). (B) Western blot analysis of HAI-2 protein in the cell lysate (left panel) of 
EV10K-producing cells or in HAI-2/Cont-EV10K and HAI-2/S-EV10K (right panel). Beta-actin was used as 
a loading control, and CD9 was used as an EV marker. We used FLAG-tagged HAI-2 in this study and 
confirmed the expression using anti-FLAG primary antibody. (C) The number and size of HAI-2/Cont-
EV10K or HAI-2/S-EV10K determined by nanoparticle tracking assay (NTA). The values present the mean 
± standard error (SE). Representative NTA results are shown. (D) Loading of HAI-2 mRNA in HAI-
2/Cont-EV10K and HAI-2/S-EV10K. Error bars represent the mean ± SE (n = 4). n.s. signifies not 
significantly different for HAI-2-EV10K versus HAI-2/S-EV10K. The statistical analysis was conducted 
using Student’s t-test. (E) Western blot analysis of HAI-2 protein in cell lysate prepared from VeroE6-
TMPRSS2 cells treated with HAI-2/Cont-EV10K or HAI-2/S-EV10K. Beta-actin was used as a loading 
control. 
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次に、SARS-CoV-2祖先株の S タンパク質 VLP（SWT-VLP）の侵⼊に対する HAI-2-EV10K の阻害
効果を評価した。VeroE6-TMPRSS2 発現細胞を HAI-2/Cont-EV10K または HAI-2/S-EV10K と 24時間
インキュベートし、その後 SWT-VLP に 16 時間曝露し、SWT-VLP によって送達されたルシフェラ
ーゼに由来する化学発光を測定した（Fig. 2-9A）。その結果、HAI-2/S-EV10K による処理は有意に
SWT-VLP の侵⼊を阻害し、その阻害効果は S タンパク質の切断と SARS-CoV-2感染を阻害するこ
とで知られるセリンプロテアーゼ阻害剤 nafamostat を⽤いた場合と同程度であった（Fig. 2-9B）
[127]。対照的に、S タンパク質を発現せず、HAI-2 mRNA を内包している HAI-2/Cont-EV10K の処
理では、SWT-VLP 侵⼊に対する顕著な阻害効果は⾒られなかった。また、この化学発光の減少が、
細胞毒性による細胞の減少によるものではないことを確認した（Fig. 2-9C）。したがって、S-EV10K

に内包された HAI-2 mRNA は、レシピエント細胞に効率的に送達され、HAI-2 の発現とそれに続
く TMPRSS2 阻害による SWT-VLP の侵⼊抑制を引き起こしたと考えられる。さらに、最近流⾏し
た SARS-CoV-2変異株に対する有効性を評価するため、オミクロン変異株 BA2.75（SBA-VLP）お
よび XBB.1.5（SXBB-VLP）の S タンパク質を発現する S-VLP を⽤いて同様の実験を⾏った。その
結果、HAI-2/S-EV10K による処理で感染が有意に減少した（BA.2.75 で 29%、XBB.1.5 で 36%；Fig. 

2-10）。オミクロン変異株に対する阻害効果は、祖先株に対するものよりも⼩さかったが、これは
オミクロン変異株の侵⼊に対する TMPRSS2 依存性が減少するという先⾏研究の報告と⼀致する
[137,138]。今後、S-EV10K の in vivo での細胞選択性を評価し、より⾼い感染阻害活性を持つタンパ
ク質をコードする mRNA や、ウイルス RNA を標的とする siRNA または miRNA を細胞内に送達
することで、将来的に SARS-CoV-2 に対する治療法や予防法の創出につながる可能性がある。 
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Figure 2-9. (A) Experimental scheme for evaluating the inhibition of S-VLP entry. VeroE6-
TMPRSS2 cells seeded in a microplate were treated with nafamostat, HAI-2/Cont-EV10K, or 
HAI-2/S-EV10K. After 24 h, S-VLP were added, and luminescence from S-VLP-derived 
luciferase was measured after 16 h. (B) Evaluation of chemiluminescence from SWT-VLP-
derived luciferase. The values are expressed as a percentage relative to cells pretreated with 
phosphate buffered saline (PBS), set as 100% entry. Error bars represent the mean ± SE (n = 
3). ***, p < 0.001; n.s. indicates not significantly different compared to the PBS treatment 
group. Statistical analyses were performed using one-way ANOVA, followed by Tukey's test. 
(C) Cell viability in VeroE6-TMPRSS2 cells treated with HAI-2/Cont-EV10K and HAI-2/S-
EV10K for 24 h. Error bars represent the mean ± SE (n = 3). 

Figure 2-10. Evaluation of the 
inhibitory effect of S-EV10K delivering 
HAI-2 mRNA on entry of Omicron 
variants S protein VLP, (A) SBA-VLP 
(BA.2.75) and (B) SXBB-VLP 
(XBB.1.5). The values are expressed as 
a percentage relative to cells pretreated 
with phosphate buffered saline (PBS), 
set as 100% entry. Error bars represent 
the mean ± SE (n = 3). ***, p < 0.001; 
**, p < 0.01; *, p < 0.05; n.s. indicates 
not significantly different compared to 
the PBS treatment group. Statistical 
analyses were performed using one-
way ANOVA, followed by Tukey's test. 
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討論と展望 
本研究では、SARS-CoV-2感染を阻害するための新しいモダリティとして、SARS-CoV-2 スパイ

クタンパク質（S タンパク質）を EV10K 上に発現させた S-EV10K を開発した。このアプローチは、
SARS-CoV-2感受性細胞への効率的な mRNA 送達を可能にし、特に新興感染症に対する抗ウイル
ス療法のための新しいプラットフォームとなることが期待される。 

まず、SARS-CoV-2 S タンパク質を発現する細胞由来の EV10K において、S タンパク質が EV10K

に提⽰されることを⽰した。先⾏研究では、S タンパク質を発現するリポソームなどの⼈⼯膜を
ワクチン抗原として使⽤した例が報告されているが[139,140]、S タンパク質は通常エクソソーム
上には発現されないことも報告されている[114]。この報告と⼀致して、本研究では EVMag 上には
S タンパク質がほとんど存在しないか、あるいは全く存在しないことが⽰された。⼀⽅、EV10K 上
では S タンパク質が明確に検出された（Fig. 2-1A）。S タンパク質が細胞表⾯に発現し、細胞間融
合を促進することが報告されていることを考えると（Fig. 2-4右列）[122,141]、形質膜由来のエク
トソームを多く含む EV10K 上に S タンパク質が存在することは合理的な結果であると⾔える。ま
た、VSV-G 発現 EV において、sEV よりも lEV の⽅が膜融合活性が⾼いことが報告されており
[32]、本研究においても⽐較的サイズの⼤きい EV10K画分で S タンパク質発現に起因する⾼効率
な膜融合が⾒られた。この結果から、形質膜由来のエクトソームを含む画分に機能性タンパク質
を提⽰することで、薬物送達活性の⾼い EV を創出できる可能性が⾼いことが⽰唆された。 

所属研究室で開発された HiBiT-LgBiT に基づくアッセイシステムを利⽤して[32]、S-EV10K にお
いて細胞に取り込まれた割合と膜融合を起こした割合を定量的に評価した。その結果、S-EV10K の
取り込みと膜融合の両⽅が ACE2 と TMPRSS2 の発現に依存し、SARS-CoV-2 と同様の挙動を⽰す
ことが明らかとなった（Fig. 2-2）。特に、VeroE6-TMPRSS2 細胞において、S-EV10K は⾼い膜融合
活性を⽰した。これは、SARS-CoV-2 祖先株が、TMPRSS2 が発現する細胞においては TMPRSS2

を介した形質膜での膜融合経路（TMPRSS2経路）を優先的に利⽤し、TMPRSS2 が発現しない細
胞ではエンドソームからの膜融合（エンドソーム経路）が優位になることを実証した先⾏研究の
結果と⼀致する[112,142]。また、TMPRSS2 の過剰発現が SARS-CoV-2 の感染性を⾼めることが報
告されており[120]、これは TMPRSS2 発現細胞において S-EV10K の膜融合が⾼い効率で起きると
いう本研究での結果をさらに⽀持するものである。⼀⽅で、S タンパク質を発現しない Cont-EV10K

では膜融合は観察されず、EV10K が本来融合活性をほとんど持たないことが確認された[32]。 

ACE2 を発現させた 293T 細胞と ACE2 を発現させていない 293T 細胞とを⽐較すると、S-EV10K

の取り込みは同程度であったが、膜融合は ACE2 発現細胞でのみ有意に増加した（Fig. 2-3）。この
結果は、ACE2 への結合が SARS-CoV-2 S タンパク質の切断による活性化と膜融合に不可⽋である
という報告と⼀致する[124,143]。 

これらの発⾒は、S タンパク質を発現する EV10K が、SARS-CoV-2 と同様の細胞指向性と膜融合
特性を⽰し、ACE2 と TMPRSS2 を発現する標的細胞との選択的な膜融合を可能にすることを⽰唆
する。したがって、S-EV10K は、SARS-CoV-2 の侵⼊経路を模倣する薬物キャリアとしてだけでな
く、ウイルス侵⼊と膜融合メカニズムを解明するための研究ツールとしても機能することが期待
される。 
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また、本研究では膜融合経路を詳細に調べるため、阻害剤実験を⾏った。VeroE6-TMPRSS2 細
胞における S-EV10K の膜融合は、TMPRSS2 阻害剤である nafamostat によって顕著に抑制されたが
（Fig. 2-5D）、カテプシン阻害剤では抑制されなかった（Fig. 2-5E）。これは、SARS-CoV-2祖先株
の感染が TMPRSS2 に依存するという報告と⼀致する[112,121]。エンドソーム酸性化阻害剤であ
る ConcA による処理は、膜融合をわずかに減少させた。これは、エンドソーム pH 中和剤である
塩化アンモニウムが TMPRSS2 発現細胞における SARS-CoV-2 感染をわずかに阻害するという以
前の報告と同様である[121]。これらの結果は、S-EV10K の膜融合が主に TMPRSS2 を介した経路に
よって駆動され、ウイルスの膜融合メカニズムと類似していることを強く⽰唆している。さらに、
S-EV10K はシンシチウム形成や細胞毒性を引き起こさず（Fig. 2-4, 2-9C）、安全な送達キャリアとな
りうる可能性を⽰した。将来的な実⽤化には、TurboID のような近接標識ツール[144]を⽤いた研
究を⾏い、S-EV10K の in vivo での⽣体内分布を解明し、⽣物学的安全性プロファイルをさらに検
証していく必要がある。また、本研究では ACE2 発現細胞への標的化は⽰されたが、ACE2 は肺の
みならず、⼩腸、腎臓、⼼臓や⾎管内⽪など多くの臓器に広く発現しているため[145]、特定の組
織を狙うことは困難であると考えられる。標的組織への選択的な送達を達成するためには、今後
S-EV10K の投与⽅法の⼯夫やさらなる標的化戦略を検討する必要がある。 

本研究では、mRNA を S-EV10K に内包し、VeroE6-TMPRSS2 細胞などの標的細胞に送達するこ
とで、HSP70-HiBiT や HAI-2 を含む機能性タンパク質の標的細胞での発現を達成した（Fig. 2-6B, 

2-8E）。HAI-2 は II型膜貫通型セリンプロテアーゼ阻害剤であり、TMPRSS2 活性を抑制すること
で、SARS-CoV-2 を含む TMPRSS2 依存性ウイルスの感染を抑制する[134,146]。本研究では、S-

EV10K を介して HAI-2 mRNA の送達することで、SARS-CoV-2祖先株の S タンパク質を持つ VLP

の侵⼊を効果的に阻害されることを明らかにした（Fig. 2-9B）。本研究は抗ウイルス性タンパク質
をコードする mRNA が、S タンパク質を発現する EV10K によって感受性細胞に選択的に送達され、
ウイルス侵⼊を阻害することを実証した最初の報告である。これらの発⾒は、S-EV10K が新しい選
択的な抗ウイルス mRNA 送達プラットフォームとなる可能性を⽰すものと⾔える。 

さらに、HAI-2/S-EV10K は、オミクロン由来のスパイクタンパク質を持つ VLP に対しても阻害
活性を⽰したが、その効果は祖先株に対する効果と⽐較して減弱していた（Fig. 2-10）。先⾏研究
において、オミクロン変異株で TMPRSS2 への依存性が減少しており、nafamostat などの TMPRSS2

阻害剤に対する感受性が低いということが報告されており[137,138]、HAI-2 による TMPRSS2 阻
害の効果が減弱したと考えられる。本研究では HAI-2 をモデル分⼦として使⽤したが、⻑さが異
なる HSP70 と HAI-2 の両⽅の mRNA 送達に成功したことから、S-EV10K システムは他の治療⽤
mRNA や薬物カーゴに対して適応できる可能性が⽰唆される。例えば、3CLプロテアーゼなど変
異の影響を受けにくい保存性の⾼いウイルス因⼦を標的とすることで、本送達戦略はより広範な
抗ウイルス効果を⽬指した応⽤や、新興変異株への適⽤にも展開できると考えられる。今後、こ
のプラットフォームの実⽤可能性を⽰すために、in vitro および in vivo において、阻害タンパク質
をコードする mRNA を内包した S-EV10K が、実際の SARS-CoV-2 に対して抗ウイルス活性を⽰す
かどうかを評価することが重要である。 

総括すると、本研究では S タンパク質を発現する EV10K が、SARS-CoV-2 の細胞侵⼊メカニズム
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を模倣しつつ、機能性 mRNA を選択的に標的細胞のサイトゾルへと送達可能な新しい薬物送達プ
ラットフォームであることを⽰した。本戦略は、抗ウイルス研究と治療薬開発にとって有望なア
プローチを提⽰するものである。さらに、他のウイルス由来の膜融合タンパク質を発現するよう
に EV10K を⼯学的に改変することで、このアプローチは SARS-CoV-2 に限らず、ウイルス特異的
な標的化および送達を可能とし、他のウイルス感染症に対する治療応⽤へと拡張可能であると考
えられる。
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総 括 

 細胞外⼩胞（EV）は、その⾼い安定性と⽣体適合性、低免疫原性、内包分⼦の送達能から、次
世代の薬物送達キャリアとして注⽬されている。しかし、依然として内包分⼦の送達効率や標的
化に課題が残る。そこで本研究で、EV を基盤とした細胞内送達プラットフォームの確⽴を⽬指し、
EV 内包分⼦の送達効率を⾼めるために２つの戦略について検討した。第 1 章では、アシル基を付
加したマクロピノサイトーシス誘導ペプチドを利⽤し、⾎清存在下においても EV の細胞内取り
込みおよび内包 mRNA の細胞質送達効率が向上することを⽰した。本成果は、EV 送達における
取り込み量の制御が、EV 内包分⼦のサイトゾルへの送達において重要な要素であることを⽰唆し
ている。in vivo への展開を考慮すると、EV そのものに直接ペプチドを修飾する⽅法を確⽴する必
要はあるが、⾎清含有条件においてもマクロピノサイトーシスを誘導し、EV 内包分⼦を効率的に
送達できるペプチドを⾒出したという本成果は、EV やその他のナノ粒⼦の送達効率改善にむけて
有⽤な知⾒をもたらすことが期待される。 

⼀⽅、第 2 章では、SARS-CoV-2 の S タンパク質を EV 表⾯に提⽰することで、特定の受容体を
発現する細胞に対して選択的かつ効率的な EV 内包分⼦のサイトゾル送達が可能であることを⽰
した。ウイルス由来の膜融合タンパク質を薬物送達へと利⽤する本戦略は、SARS-CoV-2 のみなら
ずその他の新興感染症にも応⽤可能であると期待される。また、本章では mRNA の送達を実施し
たが、EV 内に siRNA や miRNA、タンパク質など任意の機能性分⼦を搭載することが可能になれ
ば、本研究と同様の戦略でそれらの内包分⼦を⾼効率に送達し、様々な疾患に対して多様な治療
効果を得られる可能性がある。 

総合すると、本研究は EV を基盤とした分⼦送達の効率化に向けて、細胞内取り込みと EV 内包
分⼦のサイトゾルへの送達という⼆つの本質的な課題に着⽬し、異なるアプローチから解決策を
提⽰し、それぞれの戦略が効果的であることを⽰した点に意義がある。今後 EV 送達の⽬的に応
じて、これらの戦略を複数組み合わせることで、相乗的な効果が得られることが期待される。ま
た、本研究で得られた知⾒は、EV を⽤いた核酸医薬や治療⽤タンパク質送達の効率化にとどまら
ず、他の薬物送達ツールの合理的な設計にも展開可能と考えられ、今後の薬物送達研究の発展に
貢献することが期待される。 
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実験の部 

第１章の実験 
試薬 

 特に記載のない限り、すべての化学物質、材料、細胞培養培地はペプチド研究所、Thermo Fisher 

Scientific、富⼠フィルム和光純薬から購⼊した。methyl 3-nitro-2-pyridinesulfenate（NPyS-OMe）[23]

は林良雄教授（東京科学⼤学）から提供された。pCD63-L7Ae と pNluc-C/D box[42]は Martin 

Fussenegger教授（チューリッヒ⼯科⼤学）から提供された。pCD63-EGFP C2 は Addgene から得た
（#62964）。 

 
ペプチド合成 

 ペプチドは、Rink アミド樹脂（TGS-RAM、島津製作所）上に Fmoc固相ペプチド合成法で合成
し た [147] 。 ア シ ル 化ペプチドの 合 成 は 、ペプチドレジン の N 末端を 、 5 当量の 1-

[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide hexafluorophosphate 、 5 当 量 の 1-

hydroxybenzotriazole、10当量の N,N-diisopropylethylamine（DIEA）存在下において、それぞれの脂
肪酸で 23°C、2時間処理することで合成した。その後、TFA/EDT（95:5 (v:v)）で 23°C、3時間静
置することで脱保護とレジンからの切り出しを⾏なった。切り出したペプチドは COSMOSIL 

5C18AR-II カラム（Nacalai Tesque）を⽤いた逆相⾼速液体クロマトグラフィー（RT-HPLC）により
精製し、得られたペプチドの質量が正しいことを MALDI-TOF MS（Bruker）により確認した。合
成した各ペプチドのアミノ酸配列と質量の計算値、実測値、および保持時間（Rt）は以下の Table 

1 の通りである。 

 

 

 

Table 1. List of prepared peptides. 
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分⼦内ジスルフィド結合形成 

精製ペプチドを H₂O/CH₃CN（1:1）に溶解し、CH₃CN で溶解した NPyS-OMe を添加して室温で
⼀晩攪拌した（NPyS-OMe およびペプチドの終濃度はそれぞれ 0.5 mM および 0.1 mM）。⽣成物は
RP-HPLC で精製し、質量は MALDI-TOF-MS で確認した。MS の実測値、および Rt は Table 1 の通
りである。 

 
TAMRA-oxP4A の合成 

保護ペプチド Lys(Mtt)-Gly-Tyr(tBu)-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-Ala-Cys(Trt)-Arg-(Pbf)-Phe-Phe-NH-resin

（Mtt = 4-methyltrityl; tBu = tert-butyl; Pbf = 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl; Trt = 

trityl）は前述の⽅法で調製した。N末端の Boc保護は、di-tert-butyl dicarbonate（5当量）および N-

methylmorphiline（10当量）を DMF 中で室温 3時間反応させることにより⾏った。樹脂を DMF、
methanol（MeOH）、diethyl ether（DEE）でそれぞれ 5回洗浄し、真空下で乾燥した。保護ペプチ
ド樹脂を dichloromethane（DCM）中で 30 分間膨潤させた。Mtt 脱保護は、1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-

2-propanol/DCM（1:4）溶液中で室温 3時間⾏った[148]。ペプチドを DCM、DMF、MeOH、DEE で
それぞれ 5 回洗浄し、乾燥させた。TAMRA 標識は、樹脂を 6-carboxytetramethylrhodamine, 

succinimidyl ester（1.1当量）および DIEA（10当量）の存在下で DMF 中、室温で 3時間反応させ
ることにより⾏った。最終脱保護、樹脂からの切断、精製は前述の⽅法で⾏った。精製ペプチド
の分⼦内ジスルフィド形成は、DMSO/H₂O（1:1）中、室温で⼀晩攪拌した後、RP-HPLC による精
製と MALDI-TOF-MS による分析を⾏った。得られた質量と Rt は Table 1 に⽰す。 

 
stearyl-oxP4A-TAMRA の合成 

stearyl-Tyr(tBu)-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-Ala-Cys(Trt)-Arg(Pbf)-Phe-Phe-Gly-Lys(Mtt)-NH 樹脂の保護ペプ
チドを調製した。Mtt脱保護、TAMRA標識、最終脱保護、精製、および分⼦内ジスルフィド形成
は前述の⽅法に従って実施した。RP-HPLC による精製と MALDI-TOF-MS 分析を⾏った。得られ
た質量および Rt は Table 1 に⽰す。 

 
細胞毒性評価（WST-8 アッセイ） 

細胞毒性試験は Cell Counting Kit-8（Dojindo）を⽤いて実施した。HeLa 細胞を 96-well plate（1

×104 cells/well）に播種し、⼀晩培養した。PBS（10 mM Na₂HPO₄、1.8 mM KH₂PO₄、137 mM NaCl、
2.7 mM KCl, pH 7.2）で洗浄後、α-MEM(+)中で stearic acid、oxP4A、または stearyl-oxP4A（1.25、
2.5、5、10 μM）を添加し、37℃で 24 時間処理した。細胞を PBS で 2 回洗浄した後、α-MEM(–) 

100 μL と WST-8試薬 10 μL を添加し、2時間インキュベートした後、450 nm での吸光度を測定し
た（参照波⻑：650 nm）。 

 
デキストラン取り込みアッセイ 

HeLa 細胞（6 × 104 cells/well）を 24-well plate（IWAKI）に播種し、37℃で⼀晩培養した。細胞を
PBS で 3回洗浄し、α-MEM(+)中で 5μM のペプチドと、0.5 mg/mL のテトラメチルローダミン標識
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70 kDa デキストラン（TMR-Dex70）で 30 分間処理した。インキュベーション後、細胞を PBS で 

3 回洗浄し、0.01% トリプシンで細胞を剥離し、マイクロ遠⼼チューブに回収し、遠⼼分離（800

×g、4 °C、5 分）した。上清を廃棄した後、細胞を PBS で洗浄し、400 μL の PBS に再懸濁し、
Attune NxT flow cytometer を⽤いてフローサイトメトリー分析を⾏った。分析はサンプルあたり
10,000個の細胞に対して実施した。 

阻害剤処理では、HeLa 細胞を PBS で洗浄し、α-MEM(+) 中において 80 μM の EIPA および 

500 nM の wortmannin でそれぞれ 30 分間前処理した。培地を除去し、5 μM stearyl-oxP4A、0.5 

mg/mL TMR-Dex70、およびそれぞれの阻害剤を含む新しい培地を添加した。30 分間のインキュベ
ーション後、前述の⽅法でデキストランの取り込みを分析した。 

 
⾎清安定性アッセイ 

各ペプチド（DMSO 中 5 mM、1μL）を α-MEM(+)（99 μL）に加え、37 °C でインキュベートし
た。各時間点（0、5、15、30 分）において、内部標準として 100 μM のデキサメタゾンを含むア
セトニトリル 200 μL を混合液に添加し、タンパク質を沈殿させた。沈殿したタンパク質は遠⼼分
離（15,000×g、4℃、5 分）により分離した。各サンプルの上清を回収し、0.1% TFA を含む等量
の H₂O と混合した。サンプルは、電気噴霧イオン化（ESI）源を備えた Impact HDUHR-Q-TOF-MS

（Bruker）に接続した島津 LC-20AD HPLC システムを⽤いた液体クロマトグラフィー質量分析
（LC-MS）により定量分析した。クロマトグラフィー分離は、oxP4A については Cosmosil 5C18-

AR-II（4.6 × 150 mm）、stearyl-oxP4A については Cosmosil 5C4-AR-300（4.6 × 150 mm）を⽤いて実
施した。カラムオーブンは 40℃に維持した。oxP4A の分析条件は以下の通り：流速 0.2mL/min、
溶媒 A：0.1% TFA 含有⽔ H2O、溶媒 B：0.1% TFA 含有 CH3CN、グラジエント：A 中に B を 5-95% 

20 分。stearyl-oxP4A の分析条件は以下の通り：流速 0.2 mL/min；溶媒 A、0.1% TFA 含有 H2O；溶
媒 B、0.1% TFA 含有 CH3CN；グラジエント、A 中に B 50-95%；20 分。 oxP4A および stearyl-oxP4A

の[M +2H]2+イオンである m/z 531.7 および m/z 664.9、ならびにデキサメタゾン（内部標準）の[M 

+ H]+イオンである m/z 393.2 の抽出イオンクロマトグラムのピーク⾯積を Compass Data Analysis

ソフトウェア（Bruker）を⽤いてそれぞれ算出した。各ペプチドの量は内部標準のピーク⾯積に対
して正規化した。 

 

Native-PAGE 
TAMRA-oxP4A または steraryl-oxP4A-TAMRA を、⾎清含有 PBS、⾎清フリー PBS、または BSA 

（60 μM）で 5 μM に希釈し、室温で 5 分間インキュベートした後、5−20%ポリアクリルアミド
ゲル （富⼠フィルム和光純薬）を⽤いて Native-PAGE による分析を⾏った。対照としてウシ⾎清
アルブミン（60 μM）および 10%ウシ⾎清を⽤いた。TAMRA標識ペプチドは Typhoon scanner RGB

システム（Cytiva）で検出後、タンパク質をクマルシンブルー（CBB）で染⾊した。 

 
ペプチドの⾎清結合評価 
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 各ペプチド（DMSO 中に 2 mM）2 µL を BS 198 µL に添加し、37 °C で 5 分間インキュベートし
た。その後、サンプルを卓上遠⼼機 OptimaL100XP（Beckmann Coultar）を⽤いて 61,000 rpm（224,400

×g）、20 °C で 4時間 30 分遠⼼し、3層に分離した。リポプロテインを含む上清を除去し、中間
層 50 µL をタンパク質フリー画分として回収した。内部標準として 100 µM のデキサメタゾンを
含むアセトニトリル 100 µL をサンプルに添加し、4 °C、15,000×g で 5 分間遠⼼した。各サンプ
ルの上清を回収して、0.1% TFA を含む H2O を等量加えて混合し、上述の⽅法と同様にして LC-

MS でサンプルを解析した。 

 
EV の精製 

EV の精製は MagCaptureビーズ（富⼠フィルム和光純薬）を使⽤し、メーカー推奨のプロトコ
ルに従って実施した。HeLa 細胞を 100 mm dish に 1.2×106 cells/dish で播種し⼀晩培養した。細胞
は、メーカー推奨のプロトコルに従い、Lipofectamine LTX（Invitrogen）を⽤いて pEGFP-CD63 C2

または pCD63-L7A と pNluc-C/D box をトランスフェクションした。細胞を PBS で 3 回洗浄し、
10% の EV除去 FBS（Exosome-depleted FBS Media Supplement Heat Inactivated, System Biosciences）
を含む α-MEM（10 mL）中で 48時間培養した。培養液を 4℃で 300×g、5 分間遠⼼した。上清を
回収し、4℃で 1200×g、20 分間遠⼼した後、さらに 4℃で 10,000×g、30 分間遠⼼分離した。最
終上清を 0.22 µm シリンジフィルター（KURABO）でろ過し、Amicon Ultra-15 100K（Merck）に
よる限外ろ過で 1 mL以下に濃縮後、MagCaptureビーズに添加し、4℃で⼀晩インキュベートした。
ビーズに捕捉した EV は洗浄し、メーカーの仕様に従って溶出させた。タンパク質濃度は、Pierce 

BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を⽤いた enhanced BCA アッセイにより測定した。 

 
EV の特性評価 

EV のサイズ分布は、NanoSight NS300 および Nanoparticles Tracking Analysis（NTA）ソフトウェ
ア（Malvern Panalytical）により測定した。EV マーカーおよび EGFP はウエスタンブロット解析に
より確認した。細胞は、1× cOmplete プロテアーゼ阻害剤カクテル（Roche）を含む radio-

immunoprecipitation assay（RIPA）バッファー（50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1% 

Triton X-100、0.1% SDS、0.1% sodium deoxycholate、pH 7.6）で溶解した。細胞溶解液と EV サンプ
ルに SDS-PAGE ローディングバッファーを加え、5 分間沸騰させた後、SDS-PAGE ゲル（5–20% 

SuperSep Ace、富⼠フィルム和光純薬）にロードした。25 mA で 60 分間電気泳動した後、分離し
たタンパク質を Trans-Blot Turbo Transfer System（BioRad）を⽤いて Transblot Turbo Mini PVDF 

Membrane に転写した。転写後のメンブレンを 0.05% Tween 20 含有 Tris 緩衝⽣理⾷塩⽔（TBST、
pH 7.6）で洗浄後、5% BSA（w/v）を溶解した TBST（5% BSA-TBST）を⽤いて、室温で 1 時間
ブロッキングを⾏った。ブロッキング後のメンブレンに、5％ BSA-TBST で希釈した⼀次抗体を
加え、 4℃で⼀晩振盪した。使⽤した⼀次抗体は以下の通りである。抗 CD63 モノクローナル抗
体（3-13）（富⼠フィルム和光純薬、1:500）、抗 CD9モノクローナル抗体（Ts9）（Invitrogen、1:500）、
抗 GFP ポリクローナル抗体（Invitrogen、1:1000）。その後メンブレンを TBST で 10 分間ずつ 3回
洗浄し、5％ BSA-TBST で希釈した⼆次抗体を添加して室温で 1時間浸透した［抗マウス IgGホ
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スファターゼ結合（GE Healthcare、1:5000）；抗ウサギ IgG、HRP結合抗体（Cell Signaling Technology、
1:2000）］。検出は ECL Primeウエスタンブロッティング検出試薬（Amersham）を⽤いて⾏い、LAS-

3000 Mini（GE Healthcare）で化学発酵を検出した。検出後、メンブレンは Restore PLUS Western 

Blotting Stripping Buffer を⽤いてストリッピングし、必要に応じて再プローブした。 

 
EGFP-CD63-EV の細胞内送達 

 HeLa 細胞を 24-well plate に 6.0 × 10⁴ cells/well で播種し、37℃で⼀晩培養した。細胞を PBS で 3

回洗浄し、10% の EV除去 FBS を含む α-MEM 中で、5 μM stearyl-oxP4A を含むまたは含まない条
件で、単離した EGFP-CD63-EV（総タンパク質、1.3 μg/mL）を添加し 37°C で 24時間処理した。
インキュベーション後、細胞を PBS で 3 回洗浄し、0.01%トリプシン処理後、マイクロ遠⼼チュ
ーブに回収し、フローサイトメトリー解析を⾏った。 

 
ルシフェラーゼ mRNA を内包した EV の細胞内送達 

pCD63-L7Ae および pNluc-C/D box を⼀過性にトランスフェクションした HeLa 細胞を、10%

の EV 除去 FBS を含む α-MEM で 48 時間インキュベートした後、培養液を遠⼼分離および限
外濾過し、前述と同様に MagCaptureビーズを⽤いて Nluc-C/D box mRNA を封⼊した EV（Nluc-

mRNA-EV）を回収した。HeLa 細胞を 12-well plate に 1.0 × 105 cells/well で播種し、37℃で⼀晩培
養した。細胞を PBS で 3回洗浄し、10% EV除去 FBS を含む α-MEM 中で、2.5 μM stearyl-oxP4A

を添加または⾮添加の条件で、分離した Nluc-mRNA-EV（総タンパク質 1.3 μg/mL）を添加し、37℃
で 24時間処理した。処理後、細胞を PBS で 3回洗浄し、0.01%トリプシン処理後、マイクロ遠⼼
チューブに回収した。細胞懸濁液を 4℃で 800×g、5 分間遠⼼分離し、上清を除去した。細胞を 30 

μL の Opti-MEM に懸濁し、そのうち 25 µL を NanoGlo live-cell assay試薬（NanoGlo LCS dilution 

buffer：NanoGlo live-cell substrate＝19:1、Promega）25 μL と混合した。混合液を 384-well white plate

（15 μL/well）に添加し、25℃で 5 分間インキュベートした後、Nivoプレートリーダーで発光を測
定した。 

 
共焦点レーザー⾛査顕微鏡（CLSM） 

HeLa 細胞を 35 mm glass-bottomed dish（IWAKI）に 2 × 10⁵ cells/dish で播種し、37℃で⼀晩培養
した。細胞を PBS で洗浄後、α-MEM(+)に 5 μM のペプチドおよび 0.5 mg/mL の FL-Dex70 を加え
1時間処理した。インキュベーション後、PBS で洗浄し、リソソーム染⾊のため Lysotracker Deep 

Red で 2 時間処理した。その後 PBS で洗浄し、Olympus FV3000 CLSM システムを⽤いて観察し
た。 

繊維状アクチン（F-アクチン）構造の観察には、lifeact-mCherry を安定発現する HeLa 細胞を 35 

mm glass-bottomed dish に 1.5×10⁵ cells/dish で播種し、37℃で⼀晩培養した。細胞を PBS で洗浄後、
α-MEM(+)を 150 μL添加した。35 mm glass-bottomed dish を FV3000 CLSM システム上のステージ
トップインキュベーター（Tokai Hit）に設置し、5 分間静置した後、1 分間隔でタイムラプス画像
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を撮影した。5 分後、stearyl-oxP4A を含む α-MEM(+)（50 μL）を最終ペプチド濃度が 10 μM とな
るように添加し、その後さらに 20 分間（合計 25 分間）撮影を継続した。 

Alexa fluor 488 で C末端標識した R8（R8-Alexa488）（10 μM）の細胞質移⾏を観察するため、
CLSM解析前に α-MEM(+)中で stearyl-oxP4A（5 μM）存在下および⾮存在下で R8-Alexa488 を 30

分間処理した。R8-Alexa488 の細胞質分布は、100個以上の細胞の CLSM画像から解析した。 

EGFP-CD63-EV の細胞内取り込みの解析では、HeLa 細胞を 35 mm glass-bottomed dish に播種し、
37℃で⼀晩培養した。細胞を PBS で洗浄し、10% の EV 除去 FBS を含む α-MEM 中で、5 μM 

stearyl-oxP4A の存在下または⾮存在下で、精製した EGFP-CD63-EV（総タンパク質量 1.3 μg/mL）
を添加して 37 °C で 24 時間処理した。細胞を PBS で洗浄し、Olympus FV3000 CLSM システム
を⽤いて観察した。 
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第２章の実験 
試薬 

特に記載のない限り、すべての化学物質、材料、細胞培養培地は Sigma-Aldrich、Thermo Fisher 

Scientific、富⼠フィルム和光純薬から購⼊した。DNAプライマーは Eurofins から購⼊した。 

 
プラスミド構築 

 CD63-L7Ae と Nluc-C/D box は第１章と同様に Martin Fussenenner教授（チューリッヒ⼯科⼤学）
から提供された。 

HSP70-HiBiT-C/D boxプラスミドは In-Fusion Snap Assembly Master Mix（TaKaRa Bio）と DNA 

Ligation Kit（TaKaRa Bio）を⽤いてメーカー推奨のプロトコルに従って構築した。まず、HSP70-

HiBiT プ ラ ス ミ ド を 以 下 の よ う に 作 製 し た 。 ２ つ の プ ラ イ マ ー ペ ア （ 5ʹ-

cgctaccggtcgccaccatggttagtggatggagactattcaagaagatctcgggtggtggatcaggaggaggtagtatggccaaagccgcggcgat-3ʹ 
と 5ʹ- atcgccgcggctttggccatactacctcctcctgatccaccacccgagatcttcttgaatagtctccatccactaaccatggtggcgaccggtagcg-

3ʹ）をアニーリングすることで HiBiTペプチドをコードする DNAフラグメントを得た。In-Fusion 

Snap Assembly Master Mix を⽤いて、得られたフラグメントを heat shock protein 70（HSP70）と緑
⾊蛍光タンパク質（EGFP）の融合タンパク質をコードするプラスミド（Addgene, 15215 [149]）に
挿⼊した。次に、HSP70-HiBiTプラスミドと、Nluc-C/D boxプラスミドから増幅した C/D box を
コードする DNA断⽚（SacI サイトを含む forwardプライマー：5ʹ-ggcgagctctgcaaaatagactttagagggtacc-

3ʹと SalI サイトを含む reverse プライマー：5ʹ -ggcgtcgacaccggtctcgagttcg-3ʹを⽤いて増幅。）を、
SacI/SalI で切断し、DNA Ligation Kit を⽤いて連結することで HSP70-HiBiT-C/D boxプラスミドを
作製した。 

HAI-2-FLAG-C/D boxプラスミドの構築には、まず GeneArt（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて
HA タグ付き肝細胞増殖因⼦活性化因⼦阻害剤 2（HAI-2）をコードするプラスミドを設計・購⼊
した。次に、HAI-2-HAプラスミドの HA タグを、KOD-Plus-Mutagenesis Kit（TOYOBO）を⽤いて
逆ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）により FLAG タグに置換した （forward プライマー：5ʹ-

tgagaattcacgcgtggtacc-3ʹ、reverse プライマー：5ʹ-cttgtcgtcgtcgtccttgtagtcgcccaggacatatgtgttc-3ʹ）。Nluc-

C/D box か ら増幅し た C/D box を コ ードす る DNA 断⽚を 、 forward プライ マ ー： 5ʹ-

ggcgaattctgcaaaatagactttagagggtacc-3ʹおよび reverse プライマー：5ʹ -ggcgtcgacaccggtctcgagttcg-3ʹを⽤
いて増幅し、得られた DNA断⽚を EcoRI/SalI で切断し、DNA Ligation Kit を⽤いて HAI-2-FLAG

プラスミドの対応する部位（EcoRI/SalI）にクローニングした。 

pcDNA5/FRT-CD63-HiBiTプラスミドは、CD63-HiBiTプラスミド[32]から CD63-HiBiT をコード
する DNA断⽚を、NheI/ApaI で切断した pcDNA5/FRTプラスミド（Invitrogen）に挿⼊することで
得た。 

SARS-CoV-2祖先株（MN908947）の S タンパク質発現⽤プラスミド（pS protein）は、EcoRI/XhoI

で切断したスパイクタンパク質をコードする DNA 断⽚と pCA7 ベクター[150]を連結させること
で構築した。 
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CD63-HiBiT を安定発現する HEK293 細胞の構築 

 CD63-HiBiT 安定発現 HEK293 細胞は、メーカー推奨のプロトコルに従い Flp-In-293 細胞
（Invitrogen）から作製した。Flp-In-293 細胞を 100 mm dish に播種し、⼀晩培養した。その後、
Lipofectamine LTX（33 μL）および PLUS reagent （11 μL）（Invitrogen）を⽤いてトランスフェクシ
ョンを⾏い、10 %（v/v）の熱不活化 FBS（Gibco）を含む⾼グルコース DMEM（DMEM-HG）[DMEM-

HG(+)]中で 3時間培養した後、PBS で洗浄し、2⽇間培養した。培養液を 400 μg/mL の hygromycin 

B を含有する DMEM-HG(+)に交換し、3週間の抗⽣物質選択後、CD63-HiBiT 細胞を安定発現する
クローン（HEK293-CD63-HiBiT 細胞）を得た。 

 
TMPRSS2 を安定発現する Vero E6 細胞および ACE2 を安定発現する HEK293T 細胞の樹⽴ 

Vero E6 細胞および HEK293T 細胞は、それぞれ ATCC および理化学研究所細胞バンクより⼊⼿
した。TMPRSS2 または ACE2 コード領域を CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd（RIKEN BRC）または 

pLVSIN-CMV Pur（TaKaRa Bio）にサブクローニングし、CSII-CMV-TMPRSS2-IRES2-Bsd または 

pLVSIN-ACE2-Pur を構築した。⾃⼰不活性化型レンチウイルスベクターは、CSII-CMV-TMPRSS2-

IRES2-Bsd または pLVSIN-ACE2-Pur と、Lentiviral High Titer Packaging Mix（TaKaRa Bio）を、メ
ーカーのプロトコルに従ってトランスフェクションすることにより調製した。TMPRSS2 を安定発
現する Vero E6 細胞および ACE2 を安定発現する HEK293T 細胞は、それぞれのレンチウイルスベ
クターを処理し、blasticidin（20 μg/mL）または puromycin（10 μg/mL）存在下で培養することによ
り樹⽴した。 

 
LgBiT を安定発現する細胞株の樹⽴ 

既報[32]と同様に、LgBiT を安定発現する細胞株をレシピエント細胞として樹⽴した。pBiT1.1-

C[TK/LgBiT]（Promega）から LgBiT をコードする領域を CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd（RIKEN BRC）
または pLVSIN-CMV Pur（TaKaRa Bio）にサブクローニングし、CSII-CMV-LgBiT-IRES2-Bsd また
は pLVSIN-LgBiT-Pur を構築した。⾃⼰不活性化型レンチウイルスベクターは、メーカーのプロト
コルに従い、CSII-CMV-LgBiT-IRES2-Bsd および Lentiviral High Titer Packaging Mix（TaKaRa Bio）
をトランスフェクションすることで調製した。LgBiT を安定的に発現する細胞株は、レンチウイ
ルスベクターを処理し、blasticidin（20 μg/mL）または puromycin（10 μg/mL）の存在下で培養する
ことにより確⽴した。 

 
細胞培養およびトランスフェクション 

Flp-In-293 細胞（HEK293 細胞）は、Thermo Fisher Scientific から購⼊した。HEK293 細胞およ
び HEK293-CD63-HiBiT 細胞は、DMEM-HG(+)で培養した。Vero E6 細胞、VeroE6-TMPRSS2 細胞、
VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞、VeroE6-LgBiT 細胞、HEK293T-ACE2-LgBiT 細胞、および HEK293T-

LgBiT 細胞は、10％（v/v）FBS を含む低グルコース DMEM [DMEM-LG(+)]で培養した。全ての細
胞は、5% CO2、37℃のインキュベーター内で培養し、2〜4⽇ごとに継代した。 

プラスミドのトランスフェクションは、PEI MAX（Polysciences）を⽤いて実施した。HEK293 ま
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たは HEK293-CD63-HiBiT 細胞を、poly-L-lysine でコーティングした 100 mm dish（IWAKI）に 3.0 

×106 cells/dish で播種し、⼀晩培養した。PEI MAX（60 μg）およびプラスミド（12 μg）をそれぞれ 

687.5 μL の Opti-MEM で希釈し、これらの試薬を混合した。室温で 15 分間インキュベートして
DNA/PEI 複合体を形成させた後、DMEM-HG(+)中の細胞に添加した。4 時間インキュベート後、
細胞を PBS で洗浄した後、10 %（v/v）の熱処理による⾮働化処理を施した EV除去 FBS（System 

Biosciences）を含む DMEM-HG で 2⽇間培養し、EV を産⽣させた。 

 

 
EV 精製 

100 mm dish で培養したトランスフェクション後の HEK293 細胞または HEK293-CD63-HiBiT 細
胞を、10 %（v/v）⾮働化処理済み EV除去 FBS を含む DMEM-HG で 2⽇間培養した。その後回
収した培養液を 4℃で 300×g、5 分間遠⼼分離し、さらに上清を回収し、4℃で 1,200×g、20 分間遠
⼼分離した後、4℃で 10,000×g、30 分間遠⼼分離した。EV10K の分離では、ペレットを 500 μL の
PBS で洗浄し、再度 10,000×g で遠⼼分離した後、100 μL の PBS に再懸濁した。10,000×g 上清か
らエクソソームを多く含む EV（EVMag）を分離するため、MagCapture Exosome Isolation Kit PS Ver. 

2（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）をメーカーのプロトコルに従って⽤いた。上清は、
上清の体積が 1 mL 未満になるまで、Amicon Ultra-15 100K デバイス（Merck）を⽤いて 4 ℃
（4,000×g）で限外ろ過により濃縮した後、Tim4固定化磁気ビーズと混合し、 4 ℃で⼀晩インキ
ュベートした。磁気ビーズを洗浄バッファーで 3回洗浄した後、EVMag を溶出バッファー50 μL で
2回溶出した。 

 
EV の特性評価 

EV の粒⼦数および粒径は、NanoSight NS300 および NTA ソフトウェア（Malvern Panalytical）を
⽤いて測定した。 

精製した EV および EV 産⽣細胞における EV マーカーおよび S タンパク質の発現は、ウエスタ
ンブロッティングにより確認した。細胞は 1×cOmplete プロテアーゼ阻害カクテル（Roche）を含
有する RIPAバッファーで溶解し、細胞溶解液に SDS サンプルバッファーを添加した。EV は直
接 SDS サンプルバッファーと混合した。タンパク質濃度は、Pierce BCA タンパク質アッセイキッ
ト（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて BCA法により測定した。5 μg のタンパク質を含む細胞溶解
液または 0.5 μg のタンパク質を含む EV サンプルを 95°C で 5 分間加熱した後、ポリアクリルアミ
ドゲル（SuperSep Ace、5％–20％、13ウェル； 富⼠フィルム和光純薬）にロードし、SDS-PAGE

により分離した。分離したタンパク質は、Trans-Blot Turbo Transfer System（BioRad）を⽤いて
Transblot Turbo Mini PVDF Membrane（BioRad）に転写した。転写後のメンブレンを TBST で洗浄
後、20‒25 ℃で 1 時間、5％ BSA-TBST でブロッキングし、続いて 5% BSA-TBST で希釈した⼀
次抗体を添加して 4 ℃で⼀晩振盪した。本研究で使⽤した⼀次抗体とその希釈率は以下の通りで
ある：抗 S2モノクローナル抗体（GeneTex社、GTX632604、1:1000）、抗 CD63モノクローナル抗
体（富⼠フイルム和光純薬、012–27063、 1:1000）、抗 CD9モノクローナル抗体（富⼠フィルム和
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光純薬、014–27763、1:1000）、抗 CD81モノクローナル抗体（Thermo Fisher Scientific、10630D、 

1:1000）、抗アネキシン A1モノクローナル抗体（Abcam、ab214486、1:2000）、抗シンテニンモノ
クローナル抗体（abcam、ab133267、1:1000）、 抗カルネキシンモノクローナル抗体（Medical & 

Biological Laboratories、M178-3、1:1000）。メンブレンを TBST で 10 分間ずつ 3回洗浄し、5% BSA-

TBST で希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識⼆次抗体［抗マウス IgG HRP

標識 F(ab’)2 フラグメント（Cytiva 社、NA9310、 1:5000）、抗ウサギ IgG、HRP 標識抗体（Cell 

Signaling Technology 社、7074、1:2000）］を添加し、20−25℃で 1 時間振盪した。検出には ECL 

Prime ウエスタンブロッティング検出試薬（Cytiva）を⽤い、Amersham ImageQuant 800（Cytiva）
で化学発光を検出した。検出後、Restore PLUS Western Blotting Stripping Buffer（Thermo Fisher 

Scientific）でメンブレンから抗体を除去し、必要に応じて再度抗体反応を⾏った。 

透過型電⼦顕微鏡（TEM）画像については、EV懸濁液を各 2.5 μL、親⽔化処理したカーボンコ
ーティング銅グリッドに塗布し、0.5％酢酸ウラン溶液（等量）で 1 分間ずつ 2回染⾊した。TEM

画像は、加速電圧 120kV の JEM-1400（⽇本電⼦株式会社）を⽤いて取得した。 

 
EV の細胞内取り込みと膜融合の定量評価 

 EV の細胞内取り込みと膜融合は、以前の報告[32]と同様に Nano-Glo Lytic Detection System

（Promega）と Nano-Glo Live-Cell Assay System（Promega）を⽤いて定量した。レシピエント細胞
は 24-well plate に播種し（VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞、VeroE6-LgBiT 細胞：7.0×104 cells/well、
HEK293T-ACE2-LgBiT 細胞、HEK293T-LgBiT 細胞：1.5×105 cells/well）、⼀晩培養した。これらの
LgBiT 発現細胞を HEK293-CD63-HiBiT 細胞由来の EV10K（1.0×108 particles/well）で 24時間処理
した。PBS で 2 回洗浄した後、0.05%トリプシンを 37°C で 10 分間処理してウェルから細胞を剥
離し、マイクロチューブに回収した。回収した細胞懸濁液を 4°C で 800×g、5 分間遠⼼し、上清
を除去した。EV の細胞内取り込みを定量するために、回収した EV処理細胞を 50 µL の Opti-MEM

で懸濁し、また EV量と発光強度の検量線（x 軸：EV 粒⼦数、y 軸：発光強度）を作成するため
に、EV未処理細胞も同様に回収し、合計 50 µL となるように粒⼦数既知の EV と Opti-MEM で細
胞を懸濁した。次に、細胞を 50 μL の HiBiT lytic assay試薬（バッファー：基質＝50：1）と 96-well 

plate 内で 10 分間混合し、Nivoプレートリーダー（PerkinElmer）を⽤いて発光強度（count per second, 

cps）を測定した。EV の膜融合を定量するため、EV処理細胞を 80 μL の Opti-MEM に懸濁し、96-

well plate 内で基質を含む live-cell assay試薬 20 μL（バッファー：基質＝19：1）と混合し、Nivoプ
レートリーダーを⽤いて発光強度を測定した。 

エネルギー依存性経路を阻害するため、VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞を 4℃で 30 分間前処理し
た後、分離した S-EV10K（1.0×10⁸ particles/well）を添加して 4℃で 4時間インキュベートした。処
理後、EV の細胞内取り込みと膜融合の定量を実施した。 

抗受容体結合ドメイン（RBD）中和抗体（抗 RBD）（GeneTex社製 GTX635792）、対照抗体とし
て中和活性を有さない抗 S2抗体（GeneTex社製 GTX632604）、SARS-CoV-2 膜融合阻害ペプチド
1a および 3a [128]、ならびに HIV 膜融合阻害ペプチド SC34 [132]（ネガティブコントロール）（ペ
プチド配列は以下の Table 2 参照）による阻害効果を検討するために、分離した S-EV10K（1.0×10⁸ 
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particles）を、20 nM の抗体または 10 μM のペプチドと共に、10 %熱不活化 EV除去 FBS を含む
DMEM-HG 中で 37℃、1時間前処理を⾏い、その後混合物を VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞に加え
た。4時間インキュベーション後、定量実験を実施した。 

TMPRSS2 阻害剤（nafamostat）、カテプシン阻害剤（E-64d および Z-FA-FMK）、またはエンドソ
ーム酸性化阻害剤（CQ および ConcA）の場合、 VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞を、25 μM nafamostat、
25 μM E-64d、 50 μM Z-FA-FMK、20 μM CQ または 20 nM ConcA を含有する DMEM-HG(+)培地
で 37 ℃で 30 分間の前処理を⾏い、同様の濃度の阻害剤含有条件で 10 %⾮働化済み EV除去 FBS

を含む DMEM-HG 中で S-EV10K（1.0×10⁸ particles/well）を添加して、4 時間処理し、膜融合の定
量実験を実施した。 

 

 

 
細胞間融合アッセイ 

VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞を 6-well plate （IWAKI）に 2.0 ×10⁵ cells/well で播種し、⼀晩培養
した。細胞を、Lipofectamine 3000（7.5 μL）および P3000（4 μL）（Invitrogen）を⽤いて pEGFP（2 

μg）または pRFP（2 μg）でトランスフェクションし、EGFP または⾚⾊蛍光タンパク質（RFP）
を発現させた。6 時間インキュベート後、細胞を剥離し、混合（EGFP：RFP = 1：1）したものを、
35 mm glass-bottomed dish に 4.0 ×105 cells/dish で再播種した。⼀晩培養後、分離した Cont-EV10K 

または S-EV10K（2.0 ×108  particles/dish）で 24 時間処理した。細胞間融合のポジティブコントロ
ールとして、混合細胞に pS protein をトランスフェクションした。0.5 μg/mL Hoechst33342 で 10 分
間核染⾊後、FV1000 Olympus CLSM（Olympus）を⽤いて細胞を観察した。 

 
mRNA搭載 EV の送達評価 

HSP70-HiBiT mRNA 送達評価には、Nano-Glo Live Cell Assay System（Promega）を⽤いた。HEK293

細胞に pS protein または空ベクター（pCI Mammalian Expression Vector, Promega）、 pCD63-L7Ae お
よび pHiBiT-HSP70-C/D box（2:1:1）を先述の⽅法と同様に PEI を⽤いてトランスフェクションし、
EV除去 FBS 10%含有 DMEM-HG 中で 2⽇間培養した後、培養上清を遠⼼分離して EV を分離し
た。mRNA を搭載した EV10K（2.0 ×10⁸ particles/well）を、前⽇ 12-well plate に 1.0 ×10⁵ cells/well で
播種した VeroE6-TMPRSS2-LgBiT 細胞に添加し、24時間培養した。処理後、前項と同様に Nano-

Glo Live Cell Assay を実施した。 

HAI-2-mRNA を内包した EV10K（HAI-2-EV10K）で処理した VeroE6-TMPRSS2 細胞における HAI-

Table 2. List of fusion inhibitor peptides. 
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2 発現を確認するため、ウエスタンブロッティングを実施した。HAI-2-EV10K は、pS protein または
空ベクター、pCD63-L7Ae、pHAI-2-FLAG-C/D box（2:1:1）をトランスフェクションした HEK293

細胞の培養液から分離した。前⽇に 24-well plate に 7.0 ×104 cells/well で播種した VeroE6- TMPRSS2

細胞を、HAI-2-EV10K（1 ×109 particles/well）で 24時間処理した。次に、細胞を RIPAバッファー
で溶解し、SDS サンプルバッファーと混合した。SDS-PAGE、ブロッティング、抗体反応［Anti-

FLAG M2抗体（Sigma-Aldrich, F3165, 1:5000）および抗マウス IgG HRP標識 F(ab’)2フラグメント
（Cytiva, NA9310, 1:5000）］、化学発光検出は先述の⽅法と同様に実施した。 

 
リアルタイム定量 PCR 

分離した EV から NucleoSpin RNA Plus（TaKaRa Bio）を⽤いて EV の RNA を抽出し、PrimeScript 

RT Reagent Kit（TaKaRa Bio）を⽤いてメーカーの指⽰に従い cDNA へ逆転写した。リアルタイム
定量 PCR（RT-qPCR）は、PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）および以下
のプライマーを⽤いて実施した：HSP70 mRNA ⽤（forward, 5ʹ-cgacctgaacaagagcatca-3ʹ; reverse, 5ʹ-

aagatctgcgtctgcttggt-3ʹ ）、 HAI-2 mRNA ⽤  （ forward, 5ʹ-aacagctaccgctctgagga-3ʹ; reverse, 5ʹ-

ttcttcaccagctgctcctt-3ʹ）。蛍光シグナルは QuantStudio 3 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）
で測定した。濃度が既知の DNA溶液（10³、10⁴、 105、106、107 copies/μL）を⽤いた標準曲線法
により定量した。標準曲線の作成には、各プライマーペアを⽤いて標的配列をコードするプラス
ミドを増幅し、アガロースゲルから精製した溶液を⽤いた。RT-qPCR で定量した mRNA 分⼦数と
NTA で測定した EV 粒⼦数から、EV 1個あたりの mRNA コピー数を算出した。 

 
WST-8 アッセイ 

細胞⽣存率は、メーカー推奨のプロトコルに従い Cell Counting Kit-8（Dojindo）を⽤いて測定し
た。VeroE6-TMPRSS2 細胞を 96-well plate （IWAKI）に 1.0 ×10⁴ cells/well で播種し、⼀晩培養し
た。細胞を HAI-2/Cont-EV10K または HAI-2/S-EV10K（0、1.6 ×10⁶、8.0 ×10⁶、4.0 ×10⁷、または 2.0 

×10⁸ particles/well）で 24時間処理した。その後、細胞を PBS で 2回洗浄し、WST-8 を 10 μL 含む
DMEM-LG(+)を 100 μL を添加した。2時間インキュベート後、マイクロプレートリーダーを⽤い
て 450 nm における吸光度を測定（参照波⻑：650 nm）し、細胞⽣存率を算出した。 

 
SARS-CoV-2擬似ウイルス様粒⼦侵⼊阻害アッセイ 

ウイルス様粒⼦は既報の⽅法[135,136]に従い調製した。0⽇⽬に HEK293T 細胞を 100 mm dish

に 3.0×10⁶ cells播種し、DMEM-HG(+)中、37℃/5% CO₂条件下で 24時間培養した。1⽇⽬に HEK293T

細胞に 60 μL の Lipofectamine 2000 を⽤いて 3 つのプラスミド（pHLS-EF1α-DmrA-HIVgag-A: 11 

µg, pHLS-EF1α-DmrC-Luc-A: 11 µg, pCAGGS-SARS-CoV-2-Spike: 1.5 µg）をトランスフェクション
した。SARS-CoV-2 の S タンパク質の配列は武漢株に由来する配列をヒトコドンに最適化して⽤
いた。さらに、感染性を⾼めるため、スパイク配列には D614G変異と C末端における 19 アミノ
酸の⽋失を導⼊した。オミクロンスパイク配列（BA.2.75 および XBB.1.5）は GISAID データベー
スから取得した。2⽇⽬、培地を新たな DMEM-HG(+)に交換し、DmrA および DmrCドメインを
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⼆量体化させてルシフェラーゼをウイルス様粒⼦に封⼊するために、300 nM の AP21967（A/Cヘ
テロダイマー、TaKaRa、635055）を添加した。3⽇⽬に培養上清を回収し、0.45 μm シリンジフィ
ルター（PES 膜、GVS、J25BSCPS004AL01）でろ過した。ろ過した培地を 8,800×g で 16時間遠⼼
分離した。遠⼼分離後、上清を慎重に取り除き、ウイルス様粒⼦のペレットを冷却した 100 μL の
Hank's Balanced Salt Solution に 1時間浸し、穏やかに再懸濁した。 

VeroE6-TMPRSS2 細胞を 96-well plate （IWAKI）に 1.0 × 10⁴ cells/well で播種し、⼀晩培養した
後、HAI-2/Cont-EV10K または HAI-2/S-EV10K（2.0 × 10⁸ particles/well）で 1 ⽇間処理した。次に、
SARS-CoV-2ウイルス様粒⼦を細胞に添加した。SARS-CoV-2感染の対照阻害剤として、nafamostat

（10 μM）を⽤いた。16 時間インキュベート後、製造元のプロトコルに従い ONE-Glo Luciferase 

Assay System（Promega）を⽤いてルシフェラーゼアッセイを実施した。具体的には、各ウェルに
培養液と同量の ONE-Glo 試薬を添加し、室温で 10 分間インキュベートした後、発光を EnVision

（PerkinElmer）で測定した。 
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NPys-OMe をご供与いただきました、東京薬科⼤学薬学部 林 良雄 教授、LC‒MS 分析のご協
⼒、ご指導いただきました、国⽴研究開発法⼈産業技術総合研究所 上⽥ 善弘 主任研究員と、
超遠⼼装置をご使⽤させていただきました京都⼤学エネルギー理⼯学研究所 中⽥ 栄司 教授
に深く御礼申し上げます。 

第２章での研究を遂⾏するにあたり、数々のご助⾔をいただきました京都⼤学医⽣物学研究所 
橋⼝ 隆⽣ 教授に⼼より感謝申し上げます。また、ウイルス様粒⼦の感染阻害実験に関して、
多⼤なるご協⼒を賜りました京都⼤学 iPS 細胞研究所 堀⽥ 秋津 准教授、Joseph Lee ⽒に深
く感謝申し上げます。第２章において、貴重なご助⾔を賜り、また安定発現細胞株をご供与いた
だきました、北海道⼤学ワクチン研究開発拠点 澤 洋⽂ 教授、北海道⼤学⼈獣共通感染症国
際共同研究所 佐々⽊ 道仁 准教授に深く感謝申し上げます。第２章の EV の TEM観察にご協
⼒いただきました、京都⼤学化学研究所 川本 純 准教授に深く感謝申し上げます。SARS-CoV-

2 膜融合阻害ペプチドをご供与いただきました、東京科学⼤学⽣体材料⼯学研究所 ⽟村 啓和 
教授、辻 耕平 准教授に深く感謝申し上げます。 

研究の遂⾏のみならず、⽇々の研究⽣活をあらゆる⾯で⽀えていただきました、Jan Vincent V. 

Arafiles博⼠、⾳成 兼光 博⼠、同期の⽥中 和無爲 ⽒、⼯藤 南加 ⽒をはじめとする京都
⼤学化学研究所⽣体機能設計化学研究領域の卒業⽣並びに在学⽣の皆様に⼼より感謝申し上げま
す。 

本研究は、⽇本学術振興会DC1 の⽀援を受けて実施されたものであり、深く御礼申し上げます。 

最後に、研究活動を温かく⾒守り、⽀えてくださった家族、友⼈の皆様に⼼より感謝申し上げ
ます。 

 


