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略語表 

 

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

α-MEM   α-minimum essential medium 

CDI   1,1'-carbonyldiimidazole 

CLSM   confocal laser scanning microscope 

CPP   cell-penetrating peptide  

Cys   cysteine 

CytD   cytochalasin D 

DBCO   dibenzocyclooctyne 

DCM   dichloromethane  

DIEA   N,N-diisopropylethylamine 

DLS   dynamic light scattering 

DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMF   dimethylformamide 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

DPX   p-xylene-bis(pyridinium)bromide 

EDT   1,2-ethanedithiol  

Fmoc   9-fluorenylmethyloxycarbonyl 

Gly   glycine 

HBTU 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide 

hexafluorophosphate 

HOBt   1-hydroxybenzotriazole  

IgG(AF488)  Alexa Fluor 488-labeled human immunoglobulin G  
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LLPS   liquid－liquid phase separation 

LUV   large unilamellar vesicle 

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

MβCD   methyl-β-cyclodextrin 

MLTX   M-lycotoxin 

MWCO   molecular weight cut off 

NMM   N-methylmorpholine 

NMR   nuclear magnetic resonance 

NPC   nuclear pore complex  

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

RP-HPLC  reverse phase high performance liquid chromatography 

TFA   trifluoroacetic acid   
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序論 

 

一般にコアセルベートは、液－液相分離 (LLPS) を介して相反する電荷を持つ 2 種

類の高分子が自己集合することで形成される[1,2]。これを利用することで、混合する

だけで一種または複数種の高分子を非共有結合的に一つの複合体にできる。このよ

うに、コアセルベートは形成が容易である利点を持つ。コアセルベートの効率的な

生成や、治療分子の放出タイミングを制御する技術の設計、開発も行われている[3,4]。

また、コアセルベートは生体高分子薬物 (siRNAや mRNAなど) を、脂質やポリマー

からなるナノ粒子などの他のキャリアに封入する際にも利用される[5,6]など、バイオ

高分子のサイトゾル送達手法としても注目されており、盛んに研究が進められてい

る[7-10]。このように、コアセルベートはサイトゾル送達キャリアとして大きな可能性

を秘めている一方で、高塩濃度や低濃度等の条件では不安定であり、実用化におけ

る課題となり得る。 

siRNA や mRNA などの核酸のサイトゾル送達については複数の手法が報告[11,12]さ

れている一方で、タンパク質のサイトゾル送達についての報告は比較的少なく、そ

のサイトゾル送達は大きな課題の一つである。例えば、免疫グロブリン G (IgG) は究

極の分子標的薬であり、抗体医薬として盛んに開発、利用されている[13]。しかし、

IgG は生体膜を通過することができないため、現状では抗体医薬の標的は細胞外また

は細胞膜上に存在するものに限られている[14-19]。効率の良い抗体のサイトゾル送達

手法の開発は、細胞内の因子を直接標的とする新たな抗体医薬の開発につながり得

る。これまでに、膜傷害性ペプチド[20-31]、膜透過性ペプチドと抗体のコンジュゲー

トまたはその他複合体[32,33]や、脂質、ポリマー等からなるナノ粒子[34-39]を用いた抗

体のサイトゾル送達手法が開発されている (Fig. 1A) が、効率の向上や、送達を担う

分子と抗体を共に標的臓器や細胞へ送達する手法の確立など、未だ課題は残ってい

る。そのため、より有用なサイトゾルへの抗体送達手法の開発が望まれる。 

このような背景から、所属研究室では、カチオン性アミノ酸と疎水性アミノ酸に

富み、抗体  (IgG) をサイトゾルへ送達する機能を持つペプチドである L17E 

(IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-amide) が開発されている。L17Eはクモ毒由来

の膜傷害性ペプチドであるM-Lycotoxin (MLTX) の 17位のロイシンをグルタミン酸に
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置換したペプチドで、顕著な細胞毒性を示さずに細胞膜の透過性を一時的に向上さ

せ、細胞外 IgG のサイトゾル内移行を可能にする[20] [Fig. 1A(i)]。さらに、送達効率

を向上させるため、Fc領域結合配列を持つ L17Eの 3量体 [FcB(L17E)3] も開発されて

いる[40] [Fig. 1B, C]。FcB(L17E)3は、負電荷をもつ蛍光色素 Alexa Fluor 488 (AF488) を

修飾した IgG [IgG(AF488)] とコアセルベートを形成することが分かっている。

FcB(L17E)3 を用いた抗体のサイトゾル送達では、コアセルベートが細胞に付着して

から 1 分以内に IgG の急速なサイトゾル内移行が見られた。コアセルベートからの

IgG のサイトゾル内移行は、細胞膜から直接またはエンドサイトーシスの非常に早い

段階で起こっており、細胞膜構造の動的変化を伴う独特な送達様式であることが示

唆された。その他、Sun らのグループは、pH および酸化還元感受性修飾を施したヒ

スチジンに富むペプチドを用いたコアセルベートの形成と、それを用いたタンパク

質のサイトゾル送達について報告している[41]。 

このように、IgG やその他タンパク質のサイトゾル送達におけるコアセルベートの

有用性が示されつつある。そのため、本研究ではこのような手法について更なる知

見を得るため、FcB(L17E)3 とは異なるデザインのペプチド多量体をデザインし、同

様にコアセルベートの形成や IgG(AF488) の送達が可能であるか、および送達効率等

について改善が見られるか検討した。例えば、コアセルベートの不安定性は臨床応

用においては課題になると考えられ、FcB(L17E)3 を用いたものより安定かつ同等以

上の活性を示すコアセルベートが得られれば、治療への応用がより現実的になり得

る。そのため、新たなペプチド多量体のデザインにおいては、L17E と IgG 間の相互

作用を増加させることを考慮した。また、バイオ高分子のサイトゾル送達手法をデ

ザインする際の課題の一つとして、血清存在下での送達効率の低下が挙げられる[42]。

コアセルベートを使ったサイトゾル送達に関する既報では、上述した Sun らの報告

を含め、血清による送達効率への影響を明確に言及していないものが多い[9,41,43]。し

か し 、 将 来 的 な 応 用 を 想 定 す る と 、 新 た な デ ザ イ ン に お い て も 、

FcB(L17E)3/IgG(AF488) コアセルベートの場合と同様に血清含有培地中で機能するこ

とが望ましい。本研究の第一章では、このような条件を満たすツールとしてペプチ

ド修飾プルランを開発し、形成されたコアセルベートの性質、送達様式、および応

用可能性に関する検討を行った。第二章では、修飾するペプチドの改良により、低

濃度の抗体を高い効率でサイトゾルに送達できるペプチド修飾プルランを開発した。 
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  Figure 1. (A) Illustrations of cytosolic IgG delivery using (i) membrane-disruptive peptides, (ii) CPP-

IgG conjugates and (iii) functional-polymer/IgG nanocomplex. (i) shows the delivery of IgG by L17E 

as the example of membrane-disruptive peptides. (ii) shows the scheme of CPP-IgG conjugate like 

IgG/LK-domain Z reported by Chong and coworkers[33]. (iii) shows the scheme of nanocomplex like 

A2-B3-C2-S2-P2 reported by Liu and coworkers[39]. (B) Illustrations of cytosolic IgG delivery using 

FcB(L17E)3/ IgG(AF488) coacervate. (C) Sequences or structures of M-Lycotoxin (MLTX), L17E 

and FcB(L17E)3. 
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第一章 

膜傷害性ペプチド修飾プルラン―抗体複合コアセルベート 

による抗体のサイトゾル送達 

 

安定なコアセルベートを形成し得るペプチド多量体として、本研究では多糖の一

種であるプルランと L17E のような膜傷害性ペプチドとのコンジュゲートをデザイン

した。本研究ではこれを合成し、IgGとのコアセルベート形成および IgGのサイトゾ

ル送達への応用の可能性を調べた (Fig. 2A)。1 分子あたり 4～12 分子程度の L17E を

修飾したプルラン (PL-L17E) について、IgG(AF488) と混合することで直径約 2 µmの

コアセルベートが形成された。この PL-L17E/IgG(AF488) コアセルベートは、高塩濃

度条件下での安定性が非常に高く、コアセルベート中の IgG(AF488) の流動性が低か

った。また、PL-L17E/IgG(AF488) コアセルベートは、FcB(L17E)3/IgG(AF488) コアセ

ルベートと同様に、 IgG をサイトゾルに迅速に送達する能力を示した。PL-

L17E/IgG(AF488) コアセルベートについては、血清存在下で IgG送達活性に大幅な低

下が見られたが、L17E の代わりにより膜傷害性の高いペプチドである M-lycotoxin 

(MLTX) [44]を用いることで、血清存在下でも高い効率で IgG送達が可能であった。こ

のように、プルランを用いたペプチド多量体によるコアセルベートは、高い安定性

と送達活性を持ち、コアセルベートを用いたサイトゾル送達手法の開発におけるこ

れまでの課題を克服している。さらに、初代肝細胞、未分化人工多能性幹細胞 (iPS

細胞)、および iPS細胞由来の腸上皮細胞への IgG送達が可能であることも確認した。 
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Figure 2. (A) Schematic representation of cytosolic IgG infusion from coacervate microgel. (B) 

Preparation of pullulan-L17E conjugates (PL-L17Es). Coacervate microgels, which achieve a marked 

cytosolic delivery of IgGs decorated with the negatively charged fluorophore Alexa Fluor 488 

[IgG(AF488)], were typically formed by mixing with pullulan (~100 kDa consisting of ~550 glucose 

units) conjugated with ~66 molecules of L17E (PL-L17E12/100). IgGs modified with 7—9 molecules of 

Alexa Fluor 488 were employed. 
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第一節 プルラン-L17Eコンジュゲート (PL-L17E) の設計と調製 

プルランは、α-1,4 グリコシド結合で連結した 3 つのグルコースからなるユニット

が、α-1,6 グリコシド結合で連結された構造の繰り返しからなる、生体適合性の高い

多糖である。秋吉らは、コレステロールを修飾したプルラン (CHP) が、コレステロ

ール同士の疎水性相互作用によって架橋され、ナノゲルを形成することを報告して

いる[45-46]。CHP ナノゲルはタンパク質やその他バイオ高分子のキャリアとして、が

ん免疫療法や経鼻ワクチンへの適用可能性が既に検証されている[47,48]。そこで私は、

プルランにコレステロールの代わりに L17E を修飾することで、IgG とともに生体適

合性の高い粒子またはコアセルベートを形成し、IgG のサイトゾル送達に応用できる

可能性があると考えた。カチオン性と疎水性のアミノ酸残基を多く含む L17E との相

互作用を増強しつつ、細胞への取り込みを可視化するために、2 つのスルホ基を持つ

蛍光色素である Alexa Fluor 488 [IgG(AF488)] で修飾した IgGを使用した。先行研究[40]

においても、コアセルベートの形成とサイトゾル内 IgG流入において IgGへの負電荷

修飾が重要であったため、同様にこのような修飾が重要であると考えられる。 

合成について、まず、既報[49]の方法に従って、プルラン (約 550単糖、約 100 kDa) 

へアジド基を導入し、プルランアジドを合成した。これにより、100 単糖あたり 12.6

個のアジド基を持つプルランアジドを得た (Fig. 3)。次に、C 末端側に Gly-Gly-Cys-

amideを持つ L17E (L17E-GGC-amide) を Fmoc固相法により合成した後、ジベンゾシ

クロオクチン (DBCO) -マレイミドで修飾して L17E(DBCO)を得た。プルランアジド

と L17E(DBCO) の結合は銅フリークリック反応によって行った (Fig. 2B, C)。 

L17E 修飾量の重要性を調べるため、L17E 修飾量の異なる 5 種類のプルラン (PL-

L17E： PL-L17E1/100、PL-L17E4/100、PL-L17E8/100、PL-L17E12/100、PL-L17E14/100) を合

成した。PL-L17Eに続く数字は、クリック反応に用いた、プルラン 100単糖に対する

L17E の当量を表す。PL-L17E1/100、PL-L17E4/100、PL-L17E8/100、PL-L17E12/100、PL-

L17E14/100について実際の修飾量を 1H NMR により測定したところ、それぞれ 0.66、

3.53、7.39、11.41、12.21 であり (Fig. 4)、クリック反応はほぼ定量的に進行したと言

える。PL-L17E14/100と PL-L17E12/100の修飾量の違いがわずかである理由は、アジドの

修飾量 (12.6個/100単糖) に対して過剰量の L17Eを反応させたためだと考えられる。 
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Figure 3. (A) Structures of (i) pullulan (R = -H) and pullulan azide (R = -H or -CONH-(CH2)3-N3), 

(ii) the tryptophan side chain and (iii) Alexa Fluor 488 (AF488). Pullulan is composed of three 

repeating glucose units linked by an α-1,4-glycosidic, an α-1,4-glycosidic and an α-1,6-glycosidic 

linkage, respectively.  600 MHz 1H NMR of (B) pullulan azide and (C) L17E-DBCO. (D) 

Superimposed 1H NMR of DBCO maleimide, histidine, phenylalanine, tryptophan and L17E-DBCO. 

The modification ratio of the azide moiety to 100 glucose units was determined by the integration ratio 

of the protons at the 3-position of the 3-azidopropylcarbamate moiety (1.62 ppm—1.79 ppm) to α 

anomeric protons (4.60 ppm—5.30 ppm) in (B). The ratio of the signal intensities of the α anomeric 

protons at 4.60 ppm—4.85 ppm and at 4.85 ppm—5.30 ppm was almost 1:2, suggesting that they 

originated from protons involved in the α-1,6- and α-1,4-glycosidic linkages, respectively. 
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Figure 4. 1H NMR of PL-L17Es. L17E modification ratios of PL-L17E1/100, PL-L17E4/100, PL-

L17E8/100, PL-L17E12/100, and PL-L17E14/100 to 100 glucose units were 0.66, 3.53, 7.39, 11.41, and 

12.21, respectively. L17E-DBCO had a proton peak at 5.00 ppm-5.30 ppm (derived from a proton 

adjacent to the nitrogen in the 8-membered ring of DBCO) that overlapped with those of α anomeric 

protons (Figure S1, B and C). The modification ratio of L17E to 100 glucose units was determined by 

the integration ratio of protons at the 6-position of tryptophan (7.03 ppm—7.10 ppm) to α anomeric 

protons involved in α-1,4-glycosidic linkages (4.85 ppm—5.30 ppm). Due to overlap with signals 

derived from the L17E peptide, the α anomeric proton peaks (4.60 ppm—4.85 ppm) were not used to 

determine the L17E modification ratio. 
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第二節 PL-L17E/IgG(AF488) 粒子形成、および IgG(AF488) のサイトゾル送達 

 PL-L17Eと IgG(AF488) を L17E:IgGのモル比が 8:1 (L17E濃度、約 40 µM) になる

ように混合し、23℃で 10分間インキュベートした後、L17Eの終濃度が 3 µMになる

ように希釈した。これを共焦点レーザー走査型顕微鏡 (CLSM) を用いて観察したとこ

ろ、PL-L17E1/100を除くすべての PL-L17Eについて、IgG(AF488) との混合液中に直径

約 1-3 µmの粒子が見られた (Fig. 5A)。粒子は AF488の蛍光シグナルを示しており、

IgG(AF488) が粒子内に含まれていることが分かる。正電荷を持つ PL-L17E と負電荷

を持つ IgG(AF488) の混合により粒子が形成されているため、FcB(L17E)3/IgG(AF488) 

の場合[40]と同様、これらはコアセルベートであると考えられる。また、動的光散乱 

(DLS) の粒度分布によっても粒子の分析を行い、PL-L17E12/100と IgG(AF488) との混合

により、中央値 2 µmで 1～4 µmの粒度分布を持つ粒子の存在が示唆された (Fig. 6)。

一方で、FcB(L17E)3/IgG(AF488) の場合[40]と同様、AF488 標識の無い IgG を用いた場

合もしくは IgG非存在下では、このようなサイズの粒子は検出されなかった。 

次に、これらコアセルベートにより IgG をサイトゾルに送達することが可能か調

べるため、送達試験を行った (Fig. 5B)。送達試験では、まず HeLa 細胞に、PL-

L17E4/100、PL-L17E8/100、PL-L17E12/100、または PL-L17E14/100と IgG(AF488) の混合によ

り形成された各コアセルベートを含む無血清培地を加え、1 時間インキュベートした。

その後、CLSM 観察によって IgG(AF488) をサイトゾル内に含む細胞の数を調べるこ

とで送達能を評価した。PL-L17E1/100 は粒子を形成しなかったため、送達試験には使

用しなかった。また、送達試験に用いた各 PL-L17E の使用濃度は、ミトコンドリア

の代謝活性を評価する WST-8 アッセイを各 PL-L17E について行った結果より、顕著

な細胞毒性が見られない最大の濃度に決定した (Fig. 7)。PL-L17E12/100 および PL-

L17E14/100 では、3 µM (L17E 濃度) まで顕著な細胞毒性が見られなかった。PL-

L17E12/100、PL-L17E14/100の終濃度が 3 µM となる条件で送達試験を行ったところ、細

胞全体に広がる IgG(AF488)シグナルが約 70%の細胞で観察され  (Fig. 5C)、

IgG(AF488) の高効率なサイトゾル送達が示唆された。一方、PL-L17E4/100 および PL-

L17E8/100 では、3 µM (L17E 濃度として) で若干の細胞毒性が見られたため、L17E の

終濃度が 1 µMになるようにして送達試験を行った。修飾量によって細胞毒性が異な

る原因は不明であるが、ペプチド濃度が同じ場合に修飾量が少ないもの程 PL-L17E

分子の濃度が高いことや、修飾量が少ないもの程 PL-L17E 分子のコンフォメーショ
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ンの自由度が高いことが、膜とペプチドの相互作用しやすく毒性が現れやすい理由

として推測される。PL-L17E4/100、PL-L17E8/100では、IgG(AF488) シグナルを持つ細胞

の割合とその蛍光強度の両方について、より修飾量の多い PL-L17E より低く、サイ

トゾルに拡散したシグナルを示す細胞の割合は、それぞれ約 10％、約 25％であった 

(Fig. 5B、C)。また、40 μMの L17Eモノマーと 770 μg/mLの IgG(AF488) の混合液で

処理したところ、IgG(AF488) シグナルが見られる細胞の割合は約 40% であった。

L17E モノマーは抗体と複合体を形成せず、一時的な細胞膜傷害により溶液中の抗体

が受動的にサイトゾルへ移行するというメカニズムで抗体を送達している[20]。その

ため、送達効率が低く、比較的高濃度の IgG(AF488) を用いても送達できる割合は

40%程度にとどまるものと考えられる。使用できる濃度範囲や送達効率から、PL-

L17E12/100 および PL-L17E14/100 を用いた本手法の有用性が示された。PL-L17E12/100 と

PL-L17E14/100は同程度の結果を示したため、以降の実験では PL-L17E12/100を使用した。  

Figure 5. (A) Particle-like complex formation between PL-L17Es and IgG(AF488). Scale bars, 10 µm. 

(B) Confocal microscopic observation of HeLa cells after incubation with the particles formed by PL-

L17Es in the presence of IgG(AF488) for 1 h. Scale bars, 50 µm. (C) Cells with cytosolic diffuse 

IgG(AF488) signals in (B). Results are presented as mean ± standard error (SE) (n=4). 
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Figure 7. Cytotoxicity of PL-L17Es. HeLa cells were treated with the indicated concentration of PL-

L17Es at 37°C for 1 hour. Results are presented as mean ± standard error (SE) (n=3). 
 

Figure 6. DLS analysis of particle size distribution of PL-L17E12/100 complexed with IgG(AF488), 

PL-L17E12/100 in the presence of non-AF488 labeled IgG, and PL-L17E12/100 alone. 
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次に、送達におけるペプチドの機能の重要性を調べた。L17E は、クモ毒由来の両

親媒性ペプチド M-Lycotoxin (MLTX) [44] の疎水面になり得る 17 位のロイシン残基を

グルタミン酸に置換することで、膜傷害活性を低下させたペプチドである。この Glu

置換の位置は送達活性に大きく影響を与えることが分かっており、MLTXの 6位また

は 9位を Glu置換した L6Eや L9Eは、L17Eと同じアミノ酸組成であるもののほとん

ど送達活性を示さない[20] (Fig. 8A)。PL-L17E12/100 と同様に L6E-GGC-amide または

L9E-GGC-amide を修飾したプルラン (PL-L6E12/100 および PL-L9E12/100、修飾量は 100

単糖あたりそれぞれ 11.27および 11.12) を調製し、IgG(AF488) と混合したところ、コ

アセルベート様の構造を形成した。一方、送達試験では IgG(AF488) のサイトゾル拡

散シグナルが見られる細胞は少なかった (Fig. 8B)。コアセルベート様構造の形成は

PL-L17E12/100による IgG のサイトゾル送達に重要であると考えられるが、コアセルベ

ート形成のみでは必ずしも送達が可能になるとは限らず、ペプチドの機能も重要で

あることが示唆された。 

  

Figure 8. (A) The sequences of L17E-GGC-amide, L6A-GGC-amide and L9A-GGC-amide. (B) 
Distribution of IgG(AF488) signals in the cells treated with the IgG(AF488) complexes formed with 
PL-L17E12/100, PL-L6E12/100, and PL-L9E12/100 at 37°C for 1 h. Scale bars, 50 µm. 
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第三節 PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子の物理化学的性質 

観察されたコアセルベートの性質について検討を行った。まず、コアセルベート

を形成する相互作用について知見を得るため、塩濃度に対する安定性を調べた。

NaCl濃度による PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートの数や大きさに関する違い

を確かめるため、濁度測定を行った  (Fig. 9A)。NaCl 濃度が高い程、 PL-

L17E12/100/IgG(AF488) 粒子を含む溶液の 650 nm における吸光度が低かったものの、

250 mMおよび 2 Mという高い NaCl濃度中でも、650 nmの吸光度は、それぞれ 124 

mM NaCl条件での吸光度の 77％および 48％程度にとどまった (Fig. 9A)。これは、高

NaCl濃度中でも粒子が残っていることを示唆しており、200 mM 以上の NaCl濃度で

粒子のほとんどが崩壊する FcB(L17E)3/IgG(AF488) [40] と比較して塩濃度に対して安定

であると言える。また、CLSM 観察によっても 2 M NaCl 溶液中での粒子の存在を確

認した (Fig. 9B)。 

次に、この粒子中の IgG(AF488) の流動の様子について調べるため、光退色後蛍光

回復 (FRAP) 分析を行った。FRAP は、相分離した液滴中の蛍光分子の流動性を測定

するためによく用いられており[25]、一般的に液滴中の蛍光回復は数分以内に起こる

ことが多い。しかし、L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートでは、光刺激後 30 分経

過しても蛍光の回復はほとんど見られなかった (Fig. 9C)。これは、IgG(AF488) が粒

子中で固定された状態であることを示唆しており、L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベ

ートは一般的な液滴に比べ、よりゲルに近い性質を持っている可能性がある。同様

の傾向は、PL-L17E4/100、PL-L17E8/100、および PL-L17E14/100でも観察された (Fig. 10A)。 

次に、PL-L17E および IgG(AF488) の粒子への内封率を調べた。粒子を含む溶液を

遠心分離した後、上清の L17E と IgG(AF488) の濃度を測定することで内封率を評価

した。PL-L17E12/100は用いた量の約 50％、IgG(AF488) は約 35％が粒子内に存在して

いることが分かった (Fig. 10B)。AF488の実効電荷が-2、L17Eの実効電荷が+5である

ことから、コアセルベート内の負電荷と正電荷の比は約 1:30 程度であると考えられ

る。また、コアセルベート内と抗体のみの溶液について蛍光強度の比較を行ったと

ころ、コアセルベート内の蛍光強度の方が 10～15 倍高いことから、コアセルベート

への抗体の濃縮率も 10～15 倍程度であることが推測される。上記のような内封率の

傾向は、PL-L17E8/100/IgG(AF488) および PL-L17E14/100/IgG(AF488) コアセルベートで

も同様であった。一方、PL-L17E4/100 を用いた場合では、いずれの内封率についても、
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他と比較して少なかった。コアセルベート形成のしやすさや PL-L17E の内封量が送

達効率に影響する可能性があると考えられる。 

  

Figure 9. (A) Effect of NaCl concentration on the stability of the particle-like complex of PL-L17Es 

with IgG(AF488). Results are presented as mean ± SE (n=3).  (B) DIC images of the samples at 124 

and 2000 mM NaCl concentration. (C) FRAP analysis of IgG(AF488) in the particle-like complex of 

PL-L17E12/100 with IgG(AF488). 
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Figure 10. (A) FRAP analysis of IgG(AF488) in the particle-like complex of PL-L17E with 

IgG(AF488). The same images were used for PL-L17E12/100 as in Figure 3C. (B) Inclusion (%) of (i) 

PL-L17E and (ii) IgG(AF488) in the complex structures. These were calculated from the ratios of free, 

uncomplexed L17E and IgG(AF488) in the supernatant after centrifugation to the original amounts 

used for the assay, respectively. Results are presented as mean ± SE (n=3). 
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第四節 PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子による IgG(AF488) サイトゾル送達の様式 

FcB(L17E)3/IgG(AF488) 液滴を用いた IgG(AF488)のサイトゾル導入では、液滴が細

胞膜へ付着した後、IgG(AF488) がサイトゾルへ瞬時に流入する様子が見られた[40]。

このとき、細胞膜と F-アクチン構造の動きも見られ、4℃では送達が起こらなかった

ことから、単なる細胞膜の傷害ではなく、細胞の機能も流入に関わっていることが

示唆された。そこで、PL-L17E12/100/IgG(AF488) においても同様の様式で送達が行わ

れるか検討するため、タイムラプス観察を行った。 

PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートを含む培地を細胞に添加してタイムラプ

ス観察を行ったところ、20〜30分後に粒子が細胞上に付着 (Fig. 11A、28分の画像中

で指された粒子) し、その後細胞全体に IgG(AF488) シグナルが拡散した (Fig. 11A、

31〜37分)。さらに、粒子が細胞膜に付着した後 IgG(AF488) が流入するまでの間に、

周囲の膜が粒子を包むような動きをする様子も観察された (Fig. 11A、DIC拡大図)。 

この様子をより詳しく観察するため、コアセルベートを含む溶液で処理した細胞

を走査型電子顕微鏡 (SEM) を用いて観察した (Fig. 11B(i))。細胞膜上に、輪郭が明瞭

な粒子状構造 (黄色の鏃) と、輪郭があまり明瞭でないものが観察された (白色の鏃)。

高解像度の拡大画像では、黄色で指された粒子状構造の周囲には微細な膜突起が付

着していることが分かった (Fig. 11B(ii)、黄色の鏃、Fig. 12、中央段も参照)。一方、

白色で指された粒子状の構造体は継ぎ目のない膜構造に覆われており、この粒子状

構造体が何らかの細胞内取り込み経路で細胞内に取り込まれている可能性が示唆さ

れた (Fig. 11B(ii)、白色の鏃)。 

次に、このような細胞膜の動きが粒子の取り込みであるか確かめるため、送達試

験後の粒子の位置を調べた。ここでは、Lyn11-mCherry を発現する HeLa 細胞を用い

て、上記同様に送達試験を行った (Fig. 11C)。Lyn11 はミリストイル化される配列 

(GCIKSKGKDSA) を持つため、Lyn11-mCherryは細胞膜に局在する[52]。送達後の細胞

について、Fig. 11C(i) の線の位置で Z-stack撮影を行ったところ、IgG(AF488) のシグ

ナルが細胞内に存在することが分かった (Fig. 11C(ii)、AF488)。また、mCherry のシ

グナルが AF488 シグナルを取り囲むように観察されたことから、粒子が大きなエン

ドソーム様の小胞に包まれていることが示唆された (Fig. 11C(ii)、mCherry, merge)。

これらの結果より、細胞膜に付着した粒子は膜に包まれ、粒子構造を維持したまま

細胞に取り込まれていると考えられる。この取り込み様式と似た現象に関する報告
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も存在している[53]。この報告では HeLa 細胞に 3 µm プラスチックビーズを添加した

際、ビーズが膜に補足されて小胞に包まれた状態で細胞内に取り込まれる様子を観

察している。本研究で見られた PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子の取り込み機構は、こ

の報告で見られる取り込みと一部類似していると言える。ただし、HeLa 細胞は貪食

細胞ではなく、直径が数 µm の粒子をエンドサイトーシスで取り込むとは考えにくい。

そのため、PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子の細胞内取り込みには、非典型的な機構が

関与している可能性が示唆される。また、PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子と、

FcB(L17E)3/IgG(AF488) による IgG(AF488) の送達様式には類似点だけでなく、違いも

見られる。FcB(L17E)3/IgG(AF488) においても同様の細胞膜の運動が誘起されたが、

IgG(AF488) のサイトゾル流入は細胞表面、またはエンドサイトーシスの非常に早い

段階で起こっており、サイトゾル内で粒子構造を保つ様子は観察されなかった。こ

のような違いが生じる理由として、粒子内部における L17E と IgG(AF488) の間の相

互作用の強さが考えられる。 
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Figure 11. (A) Time-lapse imaging of cells treated with a mixture of PL-L17E12/100 and IgG(AF488). 

Arrowheads indicate a particle-like structure that interacts with the periphery of a cell, resulting in the 

distribution of IgG(AF488) signals within the cells (the cell boundary is highlighted with a dotted line). The 

enlarged DIC images corresponding to the position indicated by the red square are shown at the bottom. Note 

that the membrane structures surrounding the particle (28 min, arrowhead) became less visible with the 

infusion of IgG(AF488) into the cells. Scale bars, 20 µm (top and middle images) and 10 µm (bottom images) 

(B) (i) SEM analysis (×1,500) of cells treated with the PL-L17E12/100/IgG(AF488) complex. Yellow 

arrowheads represent the typical particle-like structures on the cell membranes with fine membrane 

protrusions attached around the particles. White arrowheads represent the particle-like structures covered by 
smooth membranes. Scale bar, 30 µm. (ii) Magnified image (×8,000) of the area highlighted by the magenta 

box in (i). Scale bar, 5 µm. (C) (i) Confocal microscopy image of Lyn11-mCherry-expressing HeLa cells 

treated with the L17E12/100/IgG(AF488) complex. (ii) Z-stack image of the HeLa cells along the line in (i). 
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Figure 12. (Left) SEM analysis of untreated cells, cells treated with PL-L17E12/100/IgG(AF488) 

complexes, and cells treated with PL-L9E12/100/IgG(AF488) complexes. Magnification at ×1,000. 

Scale bar, 50 µm.  (Right) Enlarged images of the boxed area in the left panels.  Magnification at 

×8,000. Scale bar, 5 µm.   
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次に、エンドサイトーシスおよびマクロピノサイトーシス阻害剤を用いた送達試

験により、送達に関わる因子の推定を行った。F-アクチンに結合し、アクチンの再

編成を阻害する作用を持つサイトカラシン D (CytD) の存在下で送達試験を行ったと

ころ、IgG(AF488) が送達された細胞の割合が大幅に低下した。これより、送達に F-

アクチンの再構築が関わっていることが示唆された (Fig. 13)。また、細胞膜からコレ

ステロールを除去する作用を持つメチル-β-シクロデキストリン (MβCD) で処理した

場合にも、送達が見られた細胞の数が約 35% まで減少した (Fig. 13)。これより、膜

にコレステロールが存在していることが PL-L17E12/100/IgG(AF488) の働きに重要であ

ることが示唆された。 

また、PL-L17E12/100/IgG(AF488) による IgG(AF488) の送達は、HeLa (ヒト子宮頸が

ん由来) だけでなく、HT1080 (ヒト線維肉腫由来)、T24 (ヒト膀胱がん由来)、A431 

(ヒト類表皮がん由来)、Raw264.7 (マウスマクロファージ由来)、および HEK293T (ヒ

ト胎児腎由来) でも見られた (Fig. 14)。送達された細胞の割合はそれぞれ、HeLa: 67%、

HT1080: 87%、T24: 72%、A431: 43%、Raw264.7: 45%、HEK293T: 97% であった。こ

れより、この粒子を用いた IgG 送達がさまざまな細胞に適用できる可能性が示唆さ

れた。 

また、高効率なサイトゾル送達が見られなかった PL-L9E12/100/IgG(AF488) 粒子につ

いても、細胞表面で細胞膜に捕捉されている様子が観察された (Fig. 12、下段)。これ

より、PL-L9E12/100/IgG(AF488) の送達効率が低い理由は、エンドサイトーシス様経路

を誘起できないことではなく、エンドソーム様小胞の膜傷害ができないことである

可能性が示唆された。 
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Figure 13. (A) Effect of cytochalasin D (CytD) and methyl-β-cyclodextrin (MβCD) on the cytosolic 

infusion of IgG(AF488) from the PL-L17E12/100/IgG(AF488) complex analyzed by CLSM. Scale 

bars, 50 µm. (B) The percentage of cells with diffuse cytosolic IgG(AF488) signals after the 

treatments. Results are presented as mean ± SE (n=3). ***; p<0.001, ****; p<0.0001 by Tukey-

Kramer’s honestly significant difference test. 

Figure 14. Cytosolic IgG(AF488) distribution in different cell lines treated with PL-
L17E12/100/IgG(AF488). The percentages of cells with diffused cytosolic IgG(AF488) signals after 
treatments are shown on the images. Scale bars, 50 µm. 
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第五節 血清含有条件での IgG(AF488) 送達とペプチドの最適化 

これまでの検討は、無血清培地中で行ったものであるが、生体での応用を考慮す

ると、血清存在下で送達能を発揮できることが望ましい。しかし、血清含有培地を

用いた送達試験では、 PL-L17E12/100/IgG(AF488) による IgG 送達効率は大幅に低下す

ることが分かった。PL-L17E12/100/IgG(AF488) を無血清培地中で処理した場合、約

70% の細胞で IgG(AF488) のサイトゾル拡散シグナルが見られていたが、血清含有培

地を用いた場合では約 20% の細胞にしかそのようなシグナルは見られなかった (Fig. 

15B (i) および (ii)、PL-L17E12/100)。生体膜と相互作用するペプチドの膜傷害性は、一

般的に血清存在下では低下することが多く[42]、PL-L17E12/100/IgG(AF488) 粒子につい

てもペプチドの膜傷害性が不足しているために送達効率が低下したのではないかと

考えられる。そこで、L17E の代わりに、より膜傷害性の高いペプチドを利用するこ

とにした。このようなペプチドとして、M-ライコトキシン (MLTX) と Q21E を用い

た。MLTXは L17Eの設計において元となったペプチドで、Q21EはMLTXの 21位の

グルタミンをグルタミン酸に置換したペプチドであり、いずれも L17E より強い膜傷

害性を示す[20]。C末端に GGCリンカーを持つ Q21Eペプチドまたは MLTX (Fig. 15A) 

を Fig. 1Bと同様にプルランに修飾した、PL-Q21E12/100および PL-MLTX12/100を合成し 

(修飾量はそれぞれ 100 単糖あたり 11.11 および 11.42)、上記同様の送達試験により

IgG(AF488) の送達効率を評価、比較した。まず、血清の無い条件で PL-L17E12/100 よ

り高い送達効率を示すか調べたところ、PL-Q21E12/100、PL-MLTX12/100 のいずれにつ

いても、より多くの細胞に IgG(AF488) を送達できることが分かった (Fig. 15B(i)、PL-

Q21E12/100: 85%、PL-MLTX12/100: 92%)。血清含有培地中での送達試験についても、

PL-Q21E12/100 および  PL-MLTX12/100 の両方で、PL-L17E12/100 よりも多くの細胞に 

IgG(AF488) を送達できた (Fig. 15B(ii)、それぞれ 41% および 82%)。Q21E および

MLTX 自体には強い細胞毒性があり (50%細胞死濃度: それぞれ 3.54 µM、1.36 µM)、

モノマーとして IgG の細胞移行促進に使用することは難しく、L17E が最も有用であ

ると考えられていた[20]。しかしプルランに修飾した場合、使用した条件 (ペプチド濃

度 3 µM) では、PL-Q21E12/100 および PL-MLTX12/100 は顕著な細胞毒性を示さなかった 

(Fig. 16)。また、血清含有培地中での PL-MLTX12/100/IgG(AF488) による送達について

タイムラプス観察を行ったところ、無血清培地中でPL-L17E12/100を使用した場合と同

様の IgG(AF488) のサイトゾル拡散が観察された (Fig. 17)。特に PL-MLTX12/100 は最も
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高効率で、血清存在下でも 80% の細胞へ送達できるほど活性を維持したため、以降

の実験では PL-MLTX12/100を使用した。 

  

Figure 15. (A) The sequences of L17E-GGC-amide, Q21E-GGC-amide, and MLTX-GGC-amide. 

(B) Distribution of IgG(AF488) signals in the cells treated with the IgG(AF488) complexes formed 

with PL-L17E12/100, PL-Q21E12/100, and PL- MLTX12/100 in the absence (i) and presence (ii) of serum 

at 37°C for 1 h. Scale bars, 50 µm. The percentages of cells with diffuse cytosolic IgG(AF488) 

signals are given on the IgG(AF488) images. Results are presented as mean ± SE (n=3). *; p<0.05, 

**; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001, n.s.; not significantly different by Tukey-Kramer’s 

honestly significant difference test. 

 



 

29 

 

  

Figure 16. Cytotoxicity induced by treatment with PL-L17E12/100, PL-Q21E12/100, PL-MLTX12/100 in the 
presence and absence of serum, analyzed by the WST-8 assay. The concentrations of each peptide-
pullulan conjugate were shown as peptide concentration.  

 

Figure 17. Time-lapse imaging of HeLa cells treated with PL-MLTX12/100/IgG(AF488) complexes in 
serum-containing α-MEM. 
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第六節 送達された IgGの標的認識能 

送達された IgGが標的に結合する能力を保持しているか確認するため、AF488標識

抗核膜孔複合体 mouse-IgG [anti-NPC IgG(AF488)、IgG 1分子あたり 6.6個の AF488を

標識 ] を用いた送達試験を行なった。血清含有培地中、PL-MLTX12/100/anti-NPC 

IgG(AF488) で細胞を処理したところ、核周囲にサイトゾルに比べて輝度の高い蛍光

シグナルが見られた (Fig. 18)。サイトゾルにもシグナルは見られるため、IgG の部分

的な分解または変性等はあると考えられるものの、細胞に送達された IgG の一部は

細胞内の標的タンパク質に対する特異的な結合力を保持していることが示唆され、

本手法の妥当性が裏付けされたと言える。  また、無血清培地中でも、PL-

MLTX12/100/anti-NPC IgG(AF488) および PL-L17E12/100/anti-NPC IgG(AF488) の処理によ

り、核周囲に anti-NPC IgG(AF488) シグナルの集積が見られた。以上より、本手法を

用いて機能を維持した抗体を送達できると考えられる (Fig. 19)。 

 

  

Figure 18. (A) Nuclear membrane accumulation of anti-nuclear pore complex (NPC) IgG(AF488) from 

the PL-MLTX12/100/anti-NPC-IgG(AF488) complex after incubation in serum-containing α-MEM for 1 

h. Concentrations of PL-MLTX12/100 and anti-NPC-IgG(AF488) used for complex formation: 3µM (as 

concentration of MLTX) and 56 μg/mL, respectively. 
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Figure 19. Nuclear membrane accumulation of anti-nuclear pore complex (NPC)-IgG(AF488) 
released from (A) the PL-MLTX12/100/anti NPC-IgG(AF488) or (B) the PL-L17E12/100/anti-NPC-
IgG(AF488) complexes after incubation in serum-containing α-MEM for 1 h. 
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第七節 初代培養肝細胞および人工多能性幹 (iPS) 細胞への IgG(AF488) 送達 

これまでに、L17E および MLTX などの膜障害性ペプチドを修飾したプルランと

IgG(AF488)から形成されるコアセルベートによる IgG(AF488)のサイトゾル送達が可

能であること、またアクチン再構築を伴う細胞膜の構造変化が送達に重要な役割を

担うことや、細胞内タンパク質の標的化の可能性が示唆されてきた。また、本手法

がさまざまな細胞株へ適用できる可能性も示唆されている (Fig. 14)。そこで、in vivo

での送達実現に向けた第一歩として、本手法を用いた初代培養肝細胞への IgG 送達

が可能か調べた。肝臓は血中の薬物が最もアクセスしやすい臓器である。肝臓は、

肝細胞、マクロファージ (クッパー細胞)、星状細胞など、さまざまな種類の細胞で

構成されているが、特に肝細胞は肝臓における主要な薬物標的である[54]。そこで、

PL-MLTX12/100 を用いたコアセルベートによる初代培養肝細胞への IgG(AF488) 送達の

可能性を調べた。 

C57BL/6 マウスの肝臓から単離した初代肝細胞を、PL-MLTX12/100/IgG(AF488) コア

セルベートまたは IgG(AF488) で 1時間処理した後、CLSM観察を行なった (Fig. 20)。

IgG(AF488) のみを処理した場合にはサイトゾル拡散シグナルが見られなかったのに

対し、 PL-MLTX12/100/IgG(AF488) コアセルベートで処理した場合、多くの細胞で

IgG(AF488) のサイトゾル拡散シグナルが観察された。このことから、PL-MLTX12/100

は肝臓での IgG のサイトゾル送達手法として適用可能であることが示唆された。ま

た、IgG(AF488)の画像内の線における Z-stack 画像からは、Fig. 11 と同様に粒子が細

胞内部に存在していることを示唆され、初代培養肝細胞においても類似の経路で細

胞内に取り込まれている可能性が考えられる。 

次に、PL-MLTX12/100/IgG(AF488) コアセルベートによる人工多能性幹 (iPS) 細胞へ

の IgG(AF488) 送達の可能性を評価した。ヒト iPS細胞由来の体細胞およびオルガノ

イドは、疾患メカニズムの解明、薬物候補化合物の探索、薬物の有効性の評価、毒

性の予測など、創薬に広く貢献し得ることが示されている[55-56]。 iPS細胞の細胞内

取り込み機構は分化細胞とは異なる可能性があるため、コアセルベートを使用して

これら細胞へのサイトゾル送達が可能であるか確認することは有益であると考えら

れる。未分化 iPS細胞への一過的な IgG送達が可能となれば、細胞内の分子相互作

用を制御し、特定の細胞分化を誘発するための方法となり得る。また、 iPS細胞由
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来の体細胞で効率的な IgGのサイトゾル送達が可能になれば、新たな薬物の創出や

評価に利用できる可能性がある。 

未分化 iPS細胞を PL-MLTX12/100/IgG(AF488) コアセルベートを含む培地で 1時間処

理し、CLSM観察により IgG(AF488) の送達を評価した (Fig. 21A)。効率は十分とは言

えないが、主にコロニーの周辺部の細胞において細胞全体に広がる IgG(AF488) シグ

ナルが観察された。一方、PL-MLTX12/100 がない場合にはそのようなシグナルは観察

されなかった。同様に、iPS 細胞由来の腸管上皮細胞でも PL-MLTX12/100/IgG(AF488) 

による IgG(AF488) のサイトゾル送達が観察された (Fig. 21B)。現段階では、効率に改

善の余地が非常に大きいものの、この結果は、将来的にコアセルベートを用いた送

達手法の改良によって iPS細胞サイトゾルに IgGを送達し、細胞内タンパク質の機能

制御ができる可能性を示唆している。 

 

  

Figure 20. Primary hepatocytes treated with the PL-MLTX12/100/IgG(AF488) complexes or IgG(AF488) 

alone (control) in serum-free Williams’ Medium E for 1 h. Concentrations of PL-MLTX12/100 and 

IgG(AF488) used for complex formation: 3µM (as concentration of MLTX) and 56 μg/mL, respectively. 

The Z-stack cross section image along with the line in the image of PL-MLTX12/100 and IgG(AF488) is 

also shown. Scale bars, 50 µm. 
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Figure 21. Treatment of (A) undifferentiated iPS cells and (B) iPS cell-derived intestinal epithelial 

cells with IgG(AF488) and PL-MLTX12/100/IgG(AF488) complexes for 1 h. Enlarged images of the 

cells corresponding to the boxed area in the left panels are shown in the right panels. Arrowheads 

indicate the cells with cytosolic IgG(AF488) signals. Since the nuclear pore generally does not allow 

for translocation of macromolecules of > ~30 kDa, [57] this indicates that the majority of IgG(AF488) 

was delivered to the cytosol while being modified with IgGs, thus retaining IgG structures without 

suffering from proteolytic degradation. Due to the difficulty of culturing undifferentiated iPS cells 

on glass dishes and the tendency of these cells tend to form stacked colonies, the images were taken 

from the cells on plastic dishes, which may make it difficult to obtain high-resolution images. Scale 

bars, 50 µm.  
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第一章の考察 

本章では、多糖の一種であるプルランに L17EやMLTXなどのペプチドを修飾する

ことで、IgG(AF488) とコアセルベートを形成する新たなツールの開発を行った。先

行研究により、Fc領域結合ペプチドを持つL17Eの三量体 [FcB(L17E)3] を IgG(AF488) 

と混合すると、液-液相分離により粒子状の液滴が形成され、さらに IgG をサイトゾ

ルに移行させることが報告されている[40]。本章では新たなペプチド多量体としてプ

ルランと L17E のコンジュゲートである PL-L17E をデザイン・合成した。また、PL-

L17E を用いた場合でも、IgG(AF488) とのコアセルベート形成および IgG(AF488) 高

効率なサイトゾル送達を達成できることが分かった。多糖に膜傷害性ペプチドを修

飾するデザインは他の報告[58]でも用いられているものの、コアセルベート形成およ

び抗体の送達にはこれまで応用されていなかった。 

第二節の結果から、PL-L17E を IgG(AF488) と混合すると、コアセルベートの形成

が確認され、細胞への添加により IgG(AF488) がサイトゾルに送達されることを確認

した。中でも、100 単糖あたり約 12 分子の L17E を含む PL-L17E12/100が IgG(AF488) 

の送達に最も効果的であることが分かった。またコアセルベート形成には AF488 標

識により IgG に負電荷を付与することが必要であり、IgG(AF488) の送達には修飾す

るペプチドの膜傷害性や送達活性も重要であることが分かった。 

  第三節の結果から、PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートは、高塩濃度条件下

で非常に高い安定性を持ち、2 M NaCl の存在下でもコアセルベートが存在すること

が確認された。また、FRAP により、コアセルベート内の IgG(AF488) の流動性が低

いことも示唆された。このような結果より、FcB(L17E)3/IgG(AF488)[40] や他のコアセ

ルベート[9,59,60]と比較して、PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートではその形成に

疎水性相互作用がより大きく関わっており、ゲルに近い性質を持つことが示唆され

る。PL-L17E12/100 は 1分子中に含まれる L17Eの数が多く、IgG(AF488) との静電相互

作用および疎水性相互作用が多点で働くため、より高密度の相互作用ネットワーク

を作っている可能性がある。液滴やコアセルベートの薬物送達への応用において粒

子の不安定性は課題の 1 つであるが、PL-L17E/IgG(AF488) コアセルベートは安定性

が高くかつ凝集はしていないため、将来的な応用において有望なツールであると期

待される。 
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また、ゲル様の安定性のために、細胞への取り込み過程を捉えることも可能であ

った。第四節では、CLSM および SEM 観察により、PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセ

ルベートが細胞に取り込まれる様子を捉えることができ、送達の過程で細胞膜の動

的な構造変化が起こることが分かった。サイトゾルへの IgG(AF488) の拡散が、膜の

動きが見られた後に起こる様子も観察された。さらに、サイトゾル内で瞬時に崩壊

することなく、膜に包まれた状態で細胞内部に存在する様子も捉えることができた。

この細胞内取り込みは、ファゴサイトーシスと類似しているように思える。しかし、

HeLa は食細胞ではないことから、非食細胞における微粒子の非典型的なエンドサイ

トーシス様経路の存在が示唆される。また、これに類似した取り込みは他のコアセ

ルベート[61]やプラスチックビーズ[53]でも見られることが報告されており、コアセル

ベート等のマイクロ粒子の取り込みに共通する特徴である可能性も示唆される。 

第五節では、PL-L17E12/100/IgG(AF488) コアセルベートによる IgG(AF488) サイトゾ

ル送達の効率が血清含有培地では低下する課題を、MLTX や Q21E などの膜傷害性が

より高いペプチドを使用することで解決した。コアセルベートを用いた送達手法に

ついては FcB(L17E)3
[40]を除きほとんどが無血清条件での結果のみを報告している[9,41]。

そのため、Fig. 15B(i) で見られるように、血清を含む条件で効率よく IgG(AF488) を

送達できることは、PL-MLTX12/100/IgG(AF488) コアセルベートの利点であると言える。 

また、第六節では PL-MLTX12/100 と anti-NPC IgG(AF488) からなるコアセルベート

が認識能を保った抗体をサイトゾルへ送達し得ることも明らかにした。さらに第七

節では、PL-MLTX12/100 を用いることで、初代培養肝細胞および iPS 細胞サイトゾル

へ IgG(AF488) を送達することが可能であることも示した。特に iPS 細胞について、

mRNAの送達については報告があるが[62]、IgGのサイトゾル送達を達成した報告は他

に見られない。本手法の更なる改良によって iPS細胞への IgG送達効率が大きく改善

されれば、抗体の特異的な結合を利用した新しい iPS細胞制御技術の開発につながる

と期待される。 

上記の通り、本章の結果は膜傷害性ペプチドを含むコアセルベートを用いた送達

手法が、分子細胞生物学研究や薬物送達に有望かつ有効であることを示唆している。 
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第二章 

高効率なサイトゾル送達に必要な抗体量の低減 

 

第一章では、プルランに膜傷害性ペプチドを修飾したPL-L17E12/100や、さらに活性

の高い PL-MLTX12/100 を用いた IgG(AF488) とのコアセルベート形成、およびそのコ

アセルベートによる高効率な IgG(AF488) のサイトゾル送達を達成した。一方、PL-

MLTX12/100 を用いた場合でも抗体を送達するために必要な IgG(AF488) 濃度は 56 

µg/mL であり、依然として多くの抗体を消費する。同程度の割合の細胞への送達を

達成するのに必要な抗体量を低減できれば、基礎研究での利用や臨床応用等を見据

えた際に、より使いやすいツールとなる。そこで、第二章では、抗体の必要量を低

減することを目指した。 

PL-MLTX12/100を用いた第一章の手法において、単純に抗体と PL-MLTX12/100の量を

下げた場合、送達される細胞の割合は減少する。そこで、ペプチドと膜の相互作用

をさらに高めるため、MLTX にアルギニン残基を導入した新たなペプチドを修飾し

たプルランを合成し、高効率なサイトゾル送達に必要な抗体量の低減が可能か検討

した。膜傷害性ペプチド L17E にアルギニン 4 残基を導入した L17ER4 をタンパク質

とコンジュゲートすることで、より効率的なタンパク質のサイトゾル送達が可能で

あることが報告されている[63-65]。ペプチドやデザインが異なっていても、膜傷害性

ペプチドへのアルギニン残基の導入が送達効率の改善に効果的である可能性がある

と考えた。また、正電荷を持つアルギニン残基を導入することで、負電荷を持つ

IgG(AF488)との相互作用が強くなることも期待した。アルギニン残基がペプチドの

液－液相分離やコアセルベート形成を促進するという報告もある[66,67]。高濃度の条

件と比較すると、低濃度条件ではペプチド修飾プルランと IgG(AF488) との相互作用

が弱まることが予想される。そこで、IgG(AF488) との相互作用を強く保ちコアセル

ベート形成能を高めるデザインとして、アルギニン残基導入が有効であると考えた。 

本章では、MLTX に 2～8 残基のアルギニンを導入したペプチドを合成し、これら

をプルランに修飾した。このようにして得られた PL-MLTXRn12/100 (n=2, 4, 6, 8) の内、

特に PL-MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、および PL-MLTXR812/100において高いコア

セルベート形成能と、効率的な IgG(AF488) のサイトゾル送達活性が見られた。また、
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PL-MLTXR412/100は、血清含有培地中において、PL-L17E12/100 (無血清条件) または PL-

MLTX12/100 (血清含有条件) と同程度の細胞へサイトゾル送達するのに必要な抗体量を、

それぞれ 1/5 程度および 1/3 程度まで低減できることが分かった。また、PL-

MLTXR412/100を用いた場合の送達様式が PL-MLTX12/100を用いた場合と同様であるこ

とが示唆された。PL-MLTXR412/100/anti-NPC IgG(AF488) コアセルベートが認識能を保

った抗体をサイトゾル送達できることも確かめた。 
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第一節 アルギニン残基導入 MLTX修飾プルランの合成と物性の評価 

合成について、まず、既報[49]に従ってプルラン (約 550単糖、約 100 kDa) へアジド

基を導入し、プルランアジドを合成した (100単糖あたり 13.6個のアジド基)。次に、

C末端側にアルギニン残基と Gly-Gly-Cys-amideを持つ MLTX (MLTX-Rn-GGC-amide, 

n=2, 4, 6, 8) および MLTX-GGCを Fmoc固相法により合成した (Fig. 22A)。その後、そ

れぞれ DBCO-マレイミドで修飾した後、プルランアジドと銅フリークリック反応に

より結合させることで、PL-MLTXRn12/100 (n=2, 4, 6, 8) および PL-MLTX12/100とした。

プルランと反応させるペプチドは、前章で最も効果的であった 100 単糖あたり 12 当

量とした。PL-MLTX12/100、PL-MLTXR212/100、PL-MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、

および PL-MLTXR812/100について、1H NMRにより決定した修飾量はそれぞれ 11.37、

11.89、11.80、11.56、および 11.84であった。 

第一章では、L17E より膜傷害性の高いペプチドである Q21E や MLTX を利用する

ことで送達活性の向上が見られた。また、先行研究において、L17E への R4 の導入

によって、細胞毒性が上昇する傾向があることが分かっている[63]。この毒性の上昇

は膜傷害性の高さと関係している可能性がある。そこで、合成した PL-MLTXRn12/100

の膜傷害性の評価により、アルギニン導入の妥当性について検討した。ANTS/DPX

内封リポソームを用いた漏出試験を行った。POPC 100%の LUV から漏出した ANTS

の蛍光強度とペプチド/脂質比の関係から、PL-MLTXRn12/100 では PL-MLTX12/100 と比

べて小さいペプチド/脂質比で漏出が起こることが分かった (Fig. 22B)。これは、PL-

MLTXRn12/100 の膜傷害性が PL-MLTX12/100 より高いことを示唆している。特に、PL-

MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、PL-MLTXR812/100 は比較的高い膜傷害性を示してい

る。これより、アルギニン残基の導入が MLTX 修飾プルランの膜傷害性向上に繋が

ることが示唆された。 

次に、アルギニン残基の導入により、IgG(AF488) とのコアセルベート形成能が向

上しているか確かめた。正電荷を持つアルギニンは、静電相互作用の他に、カチオ

ン-π相互作用も形成しやすい[68]。Alexa Fluor 488は負電荷と芳香環の両方を持つこと

から、アルギニンの導入がコアセルベート形成に有利に働くのではないかと考えた。

血清含有培地中での使用を想定し、各ペプチド修飾プルランと IgG(AF488) の混合に

より調製したコアセルベートに血清含有培地を加えた液について、濁度測定および

粒子数測定を行った。濁度測定は 650 nm の吸光度を基に測定し、粒子数は蛍光顕微
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鏡 BZ-X810 により画像解析することで測定した。アルギニン残基を導入したものの

方が高い濁度を示し、粒子数も多い傾向であるため、アルギニン残基導入の狙いの

一つであるコアセルベート形成の促進が達成できていると言える (Fig. 22C)。 

  

Figure 22. (A) The sequences of MLTX-GGC, MLTXR2-GGC, MLTXR4-GGC, MLTXR6-GGC, and 

MLTXR8-GGC. (B) Liposomal dye leakage by the treatment with each peptide-pullulan conjugate. 

Filled black circle, PL-MLTX12/100; filled red square, PL-MLTXR212/100; filled blue diamond, PL-

MLTXR412/100; open green triangle, PL-MLTXR612/100; open purple square, PL-MLTXR812/100. Lipid 

composition of LUV; POPC 100%. lipid concentration; 100 M. Temperature; 25°C, pH 7.4. Results 

are presented as mean ± SE (n=3). (C) Turbidity or the number of particles in the mixture of each peptide-

pullulan conjugate and IgG(AF488). Turbidity was measured as the absorbance at 650 nm and the 

number of particles was counted using fluorescence microscopy BZ-X810. Peptide-pullulan conjugate 

concentration (as peptide concentration); 2.5 µM. IgG(AF488) concentration; 50 µg/mL.  Results are 

presented as mean ± SE (n=3). **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 by Tukey-Kramer’s honestly 

significant difference test. 



 

41 

 

第二節 アルギニン残基導入MLTX修飾プルランによる IgG(AF488) のサイトゾル送達 

新たに合成したペプチド修飾プルランについて、送達活性の検討を行った。まず、

PL-MLTXR212/100、PL-MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、および PL-MLTXR812/100の細

胞毒性を調べたところ、いずれも 1 µM 程度までは顕著な細胞毒性を示さなかった 

(Fig. 23A)。この結果をもとに、以降の細胞実験ではペプチド修飾プルランの終濃度

は 0.5 µM、IgG(AF488) の終濃度は 10 µg/mLで用いることとした。次に、これらペプ

チド修飾プルランおよび PL-MLTX12/100について、細胞へ添加する条件で IgG(AF488) 

とのコアセルベート形成が見られるか確かめた。各ペプチド修飾プルランと抗体を

混合後、25 mM HEPESを含む α-MEM(+) (pH 7.4) で希釈した液中に、直径数 µmのコ

アセルベートが形成していることを共焦点顕微鏡により確認した (Fig. 24A)。次に、

これらを HeLa 細胞に添加して 1 時間処理後、CLSM 観察を行ったところ、PL-

MLTXR212/100、PL-MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、PL-MLTXR812/100のいずれも PL-

MLTX12/100 より高効率に IgG(AF488) をサイトゾルへ送達している様子が見られた 

(Fig. 24B)。送達効率は、自動撮影および画像解析機能を持つ蛍光顕微鏡 BZ-X810 に

より撮影、計数することで定量した (Fig. 24C)。PL-MLTX12/100では 30%程度の細胞で

しかサイトゾル送達が見られなかったのに対し、PL-MLTXR212/100 では 50%程度、

PL-MLTXR412/100、PL-MLTXR612/100、および PL-MLTXR812/100では 70%程度の細胞で

送達が見られた。これより、4～8 残基程度のアルギニンの導入が、低濃度の

IgG(AF488) 送達における効率の改善に有効であることが示唆された。4残基以上の導

入では同程度の活性が見られたことから、以降の実験では最もペプチド鎖が短い PL-

MLTXR412/100を用いた。 

PL-MLTXR412/100の活性についてさらに詳しく調べるため、IgG(AF488) が送達され

る細胞の割合が、使用濃度の違いによってどのように変化するか確かめた。PL-

MLTXR412/100 と IgG(AF488) を用いて形成したコアセルベートに、異なる量の α-

MEM(+) (25 mM HEPES含有、pH 7.4) を加えて IgG(AF488) の最終濃度を 20, 10, 5, ま

たは 2.5 µg/mLとした (PL-MLTXR412/100濃度はそれぞれ 1, 0.5, 0.25, または 0.13 µM)。

これをHeLa細胞に添加して上記同様に処理後、蛍光顕微鏡 BZ-X810により観察およ

び計数を行った (Fig. 24D)。その結果、濃度依存的に送達できる細胞の割合が変化し、

5 µg/mLまでであれば比較的高い送達効率 (50%程度) を達成できることが分かった。

また、IgG(AF488) が 20 µg/mLの条件で約 80%、10 µg/mLの条件で約 70%の細胞に送
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達できているが、これはそれぞれ 56 µg/mLの IgG(AF488) を、PL-L17E12/100 (無血清条

件) または PL-MLTX12/100 (血清含有条件) と共に処理した場合と同程度の割合である。

これより、PL-MLTXR412/100は、血清含有条件において、PL-L17E12/100 (無血清)、およ

び PL-MLTX12/100 (血清含有) と比べ、同程度の送達割合を得るのに必要な抗体量を、

それぞれ 1/5および 1/3程度に低減したと言える。 

また、導入するアルギニン残基の位置によって活性に違いが見られるか検討した。

N 末端側にアルギニンを 4 残基導入した R4MLTX-GGC-amide を合成し、同様にプル

ランへ修飾して PL-R4MLTX12/100とした [修飾量は 11.77、使用濃度で顕著な毒性なし 

(Fig. 23B)]。これを用いて上記同様にコアセルベート形成および HeLa 細胞への

IgG(AF488) 送達活性を調べた。その結果、PL-R4MLTX12/100 は IgG(AF488) とコアセ

ルベート様の粒子を形成できるものの、サイトゾル送達活性は低いことが分かった 

(Fig. 25)。これより、MLTXの C末端へのアルギニン残基の導入が活性向上に効果的

であることが示唆された。また、R8 のみを修飾したプルランである PL-R8 を同様に

用いた場合サイトゾル送達はほとんど見られない (Fig. 25B)。CPP としての機能を持

つR8を修飾したプルランでも本条件では送達が見られないため、機能を持たないR4

のみを修飾したプルランも同様であると推測され、R4 を導入した MLTX をプルラン

へ修飾することが重要であると考えられる。 

  

Figure 23. Cytotoxicity induced by treatment with (A) PL-MLTXR212/100, PL-MLTXR412/100, PL-

MLTXR612/100, or PL-MLTXR812/100, and (B) PL-R4MLTX12/100 or PL-MLTXR412/100 in the presence 

of serum, analyzed by the WST-8 assay. The concentrations of each peptide-pullulan conjugate were 

shown as peptide concentration.  
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  Figure 24. (A) Particle formation by each peptide-pullulan conjugate (PL-peptides) and IgG(AF488). Scale bars, 10 

µm. (B) CLSM observation of HeLa cells after treated with each PL-peptides/IgG(AF488) for 1 h. Scale bars, 50 µm. 

(C) Cells with cytosolic diffused IgG(AF488) signals counted using fluorescence microscopy BZ-X810. Results are 

presented as mean ± standard error (SE) (n=3). **; p<0.01, ****; p<0.0001, n.s.; not significantly different by Tukey-

Kramer’s honestly significant difference test. Final concentrations of peptide-pullulan conjugates and IgG(AF488) 

used for (A), (B) and (C): 0.5 µM (as peptide concentration) and 10 μg/mL, respectively. (D) Cytosolic IgG(AF488) 

distribution in HeLa cells treated with PL-MLTXR412/100/IgG(AF488) at different concentration. Scale bars, 50 µm. 

The percentages of cells with diffused signals are shown as the bar graph. Results are presented as mean ± SE (n=3).  
 

Figure 25. (A) Particle formation between PL-R4MLTX12/100 and IgG(AF488). Scale bars, 10 µm. (B) Confocal 

microscopic observation of HeLa cells after incubation with each peptide-pullulan conjugate and IgG(AF488) 

for 1 h. Scale bars, 50 µm. (C) Percentages of the cells with cytosolic diffuse IgG(AF488) signals counted using 

BZ-X810. Results are presented as mean ± standard error (SE) (n=3). Final concentrations of peptide-pullulan 

conjugates and IgG(AF488): 0.5 µM (as peptide concentration) and 10 μg/mL, respectively. 
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第三節 PL-MLTXR412/100/IgG(AF488) を用いたサイトゾル送達の様式 

最も送達効率が高い傾向にあった PL-MLTXR412/100について、送達がコアセルベー

トから起こっているか確かめた。タイムラプス観察を行ったところ、コアセルベー

トから IgG(AF488) の拡散が始まる様子が見られた (Fig. 26A)。これより、コアセルベ

ートが IgG(AF488) 送達を担っていることが示唆された。この送達様式は PL-

L17E12/100や PL-MLTX12/100と類似しており、活性向上による送達様式の大きな変化は

ないと考えられる。 

また、PL-MLTXR412/100 について他の細胞種における送達効率を確かめた。

IgG(AF488) と PL-MLTXR412/100の混合液を 25 mM HEPES含有 DMEM(+) で希釈 (それ

ぞれ終濃度 10 μg/mL、0.5 μM) して、HT1080 (ヒト線維肉腫細胞株)、A549 (ヒト肺癌

細胞株)、および MIA PaCa-2 (ヒト膵臓腺癌細胞株) に添加後 1時間インキュベートし

た。また、HeLa細胞を第二節同様に処理した。これを蛍光顕微鏡 BZ-X810で撮影、

およびサイトゾル送達された細胞の割合を計数により求めた。いずれの細胞株につ

いても PL-MLTXR412/100 において PL-MLTX12/100より高い割合を示した (Fig. 26B)。一

方、細胞種による送達のしやすさについて変化は見られず、細胞選択性の傾向は同

様であった。このことからも、PL-MLTXR412/100 は送達の様式を大きく変えずに活性

を向上させていることが推測される。 
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Figure 26. (A) Time-lapse imaging of cells treated with a mixture of PL-MLTXR412/100 and 

IgG(AF488). Arrowheads indicate a particle-like structure that interacts with the periphery of a cell, 

resulting in the distribution of IgG(AF488) signals within the cells (the cell boundary is highlighted 

with a dotted line). PL-MLTXR412/100 concentration; 0.5 µM (as peptide concentration). IgG(AF488) 

concentration; 10 µg/mL. Scale bars; 20 µm. (B) Cytosolic IgG(AF488) distribution in different cell 

lines treated with PL-MLTX12/100 or PL-MLTXR412/100 and IgG(AF488). Concentrations of peptide-

pullulan conjugates and IgG(AF488) used for complex formation: 0.5 µM (as peptide concentration) 

and 10 μg/mL, respectively. Scale bars, 50 µm. The percentages of cells with diffuse cytosolic 

IgG(AF488) signals are shown as the bar graph. Results are presented as mean ± SE (n=3). 
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第四節 送達された IgGの標的認識能 

PL-MLTXR412/100 によって送達された抗体についても認識能を保っているか確かめ

た。AF488標識した anti-NPC mouse IgG [anti-NPC(AF488)] と PL-MLTXR412/100を混合

後、25 mM HEPESを含む α-MEM(+) (pH 7.4) を加えて、HeLa細胞に添加した。1時

間のインキュベートの後、CLSM 観察を行った。PL-MLTXR412/100 による送達でも、

核周囲に輝度の高いリング状の領域が確認されたことから、PL-MLTXR412/100 は認識

能を保った抗体をサイトゾル内に送達可能であると言える (Fig. 27)。 

  

Figure 27. (A) Nuclear membrane accumulation of anti-nuclear pore complex (NPC) IgG(AF488) 

from the PL-MLTXR412/100/anti-NPC-IgG(AF488) complex after incubation in serum-containing α-

MEM for 1 h. Concentrations of PL-MLTXR412/100 and anti-NPC IgG(AF488) used for complex 

formation: 0.5 µM (as peptide concentration) and 10 μg/mL, respectively. 
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第二章の考察 

本章では、サイトゾル送達に必要な抗体量を低減することを目指し、MLTX にア

ルギニン残基を導入した新たなペプチドを合成し、プルランへ修飾することで、よ

り高活性なペプチド修飾プルラン PL-MLTXRn12/100 (n=2, 4, 6, 8) を得た。PL-

MLTXRn12/100 のデザインにおいては、正電荷を持つアルギニンと負電荷をもつ

IgG(AF488) との相互作用の増強によるコアセルベート形成能の向上を期待した。ま

た、サイトゾル送達ペプチドへのアルギニン残基の導入によって送達活性が向上す

ることは、タンパク質とのコンジュゲートにおいては既に報告されている[63-65]。異

なる送達コンセプトである、コアセルベートによるサイトゾル送達においても同様

の送達効率向上が見られることを期待した。 

第二節では、血清含有条件において、PL-MLTXRn12/100 (n=2, 4, 6, 8) を用いること

で、PL-MLTX12/100より多くの細胞へ低濃度 (10 µg/mL) の IgG(AF488) をサイトゾル送

達できることが分かった。特に、 PL-MLTXR412/100 、 PL-MLTXR612/100 、 PL-

MLTXR812/100 を用いた場合では約 70% もの細胞に送達することができた。この割合

は、第一章において Fig. 5B, C に示した、無血清条件で IgG(AF488) 56 µg/mL と PL-

L17E12/100 3 µM を用いた場合と同程度である。そのため、PL-L17E12/100と比較すると、

PL-MLTXRn12/100 (n = 4, 6, 8) の活性は大きく向上しており、約 1/5への抗体量の低減

を、血清を含む条件で達成したと言える。また、導入するアルギニンは 2残基では不

十分で、4～8 残基程度の導入が活性向上により効果的であり、送達効率の高さは、

PL-MLTX12/100 < PL-MLTXR212/100 < PL-MLTXR412/100 ≒  PL-MLTXR612/100 ≒  PL-

MLTXR812/100 となることが分かった。この傾向は、Fig. 22B に示す膜傷害性や、Fig. 

22Cに示す濁度および粒子数でも同様である。そのため、アルギニン導入によって膜

傷害性が高くかつ粒子数が多くなったことが、送達割合の向上につながったと推測

される。また、アルギニン 2 残基の導入が十分な活性向上に繋がらないという結果

は、L17E とタンパク質とのコンジュゲートにおいても見られている[63]。このように、

タンパク質—L17Eコンジュゲートと、ペプチドおよびデザインの異なる PL-MLTXコ

アセルベートで共通の傾向が見られたことから、アルギニン残基導入が幅広くサイ

トゾル送達効率の向上に有効である可能性があると考えられる。 

また、PL-MLTXR412/100を用いた IgG(AF488) のサイトゾル送達では、送達できる細

胞の割合が使用濃度に依存して変化することが分かった。特に、IgG(AF488) 20 
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µg/mL および PL-MLTXR412/100 1 µM の条件では約 80%の細胞でサイトゾル送達が見

られた。第一章において Fig. 15B(ii) に示すように、血清含有条件で IgG(AF488) 56 

µg/mLと PL-MLTX12/100 3 µMを用いた場合にも約 80%の細胞で送達が見られていた。

そのため、PL-MLTXR412/100を用いることで、PL-MLTX12/100と比べて約 1/3 まで必要

抗体量を低減できたと言える。 

第三節では PL-MLTXR412/100 を用いた IgG(AF488) のサイトゾル送達の様式につい

て検討した。タイムラプス観察では、PL-L17E や PL-MLTXの場合と同様に、コアセ

ルベートから IgG(AF488) の流入が起こっていることを確認した。また、異なる細胞

種を用いた送達試験では、細胞種に関わらず R4 導入による活性向上が見られること

が分かった。このことから、アルギニン残基の導入による活性向上の普遍性が示唆

される。一方で、細胞株間での送達効率の違いについては、PL-MLTX12/100 と同様の

傾向を示し、細胞選択性に変化はなかった。さらに第四節において、 PL-

MLTXR412/100を用いた場合でも機能を保持した anti-NPC IgG(AF488) をサイトゾルへ

送達できることを示した。これらより、PL-MLTXR412/100 は PL-MLTX12/100 と同様の

様式で、より高効率なサイトゾルへの IgG(AF488) 送達を達成すると考えられる。 

10 µg/mL程度の低濃度の抗体をサイトゾルへ送達できる手法についての報告[9,33]は

存在するものの、その数は非常に少なく、いずれも血清の無い条件でしか検討を行

っていない。そのため、PL-MLTXR412/100は血清を含む条件で 10 µg/mLの抗体をサイ

トゾルへ送達できている点で、有用性が示せたと言える。 

一方で、本手法により送達された抗体による細胞機能の制御や、in vivoでの抗体送

達は達成できていない。また、抗体への蛍光標識が必要である点は、生体での利用

において大きな課題である。他のグループによる報告[35,37,69]では、抗体のサイトゾル

送達による機能制御や in vivo 応用を達成したものも存在しているが、その先の応用

を目指す上では必要抗体量の多さは依然として課題である。本手法のさらなる改良

により、低濃度かつ標識の無い抗体を効率良くサイトゾルへ送達する手法が開発で

きれば、医療への応用等もより現実的になるものと期待される。 

抗体医薬はその特異性の高さから分子標的薬として高い効果を発揮できるものの、

一般に高価であるため、その使用量の低減は本手法の幅広い適用において重要であ

る。本章の結果は、コアセルベートを用いた抗体のサイトゾル送達技術のさらなる

発展や、新たな利用法の開発につながると期待される。 
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総括 

 

 本研究では、多糖の一種であるプルランに膜傷害性ペプチドを修飾したペプチド

修飾プルランを開発し、それを用いた抗体とのコアセルベート形成および効率的な

抗体のサイトゾル送達を達成した。また、修飾するペプチドを変えることで、活性

の向上と抗体の必要量低減を達成した。 

 一方、本研究では in vivo におけるサイトゾル送達は達成できていない。in vivo で

は、コアセルベートの組織浸潤能の低さや、細胞の状態の違い等の理由から、送達

が難しいものと考えられる。今後のさらなる研究により、コアセルベートのサイズ

や物性の検討と改善、および送達様式への更なる理解が進むことで、本技術の in vivo

応用が可能になることが期待される。 

 また、親水性および生体適合性が高く、既報の方法で簡単にコンジュゲートが合

成できることから、本研究ではプルランをモデルポリマーとして用いた[45-46]。しか

し、これら条件を満たすものであれば、他の多糖やポリマーであっても、同様に用

いることができ得る。また、本研究では修飾するペプチドを変えることで送達効率

を改善しているが、同様に、送達効率を維持しつつ別の機能を追加するようなペプ

チド改変も可能かもしれない。例えば、外部の刺激によってスイッチする機能を持

つポリマーやペプチドの使用によって、刺激駆動型の放出制御が可能な粒子を作る

ことなどが可能かもしれない。様々な多糖やポリマー、および膜傷害性ペプチドを

用いた検討によって、物理化学的性質と粒子径の制御が可能になれば、より有用な

バイオ高分子のサイトゾル送達ツールの開発につながることが期待される。 
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実験の部 

 

第一章の実験 

 

ペプチド合成 

 ペプチド鎖は、ペプチド合成機 Syro I (Biotag) を使い、カップリングに 1-

[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide hexafluorophosphate (HBTU)、

1-hydroxybenzotriazole (HOBt)、N,N-diisopropylethylamine (DIEA) を用いて、Rink アミド樹

脂 (TGS-RAM、島津製作所) 上に構築した。Fmoc アミノ酸誘導体は、ペプチド研究

所または渡辺化学工業で購入した。その後、TFA/EDT (95:5 (v:v)) で 23°C 、 3 時間処

理して樹脂からのペプチド鎖の切り出しおよび脱保護を行い、RP-HPLC で精製した。

また、MALDI-TOF MS により、得られたペプチドの質量が正しいことを確認した。  

 

Table 1. ペプチド配列と MALDI TOF MSの結果 

 配列 
[M+H]+ 

(calc.) 
実測値 

L17E-GGC-amide IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-GGC-amide 3075.74 3075.79 

L6E-GGC-amide IWLTAEKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC-amide 3075.74 3076.04 

L9E-GGC-amide IWLTALKFEGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC-amide 3075.74 3076.03 

Q21E-GGC-amide IWLTALKFLGKHAAKHLAKQELSKL-GGC-amide 3060.77 3060.99 

MLTX-GGC-amide IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC-amide 3059.78 3059.99 

 

 

プルラン-L17E (PL-L17E) および他のペプチドとの複合体の合成 

(i) L17E(DBCO)およびその他 DBCO修飾ペプチドの合成 

 L17E-GGC-amideを、DMF/メタノール (1：1) 中で 1.2 eqの DBCO-マレイミド(東京

化成工業)と NMM (10 eq) 存在下で 30 分間反応させ、L17E(DBCO)を合成した後、

HPLC で精製した。その他のペプチドも同様に反応させ、L6E(DBCO)、L9E(DBCO)、

Q21E(DBCO)、MLTX(DBCO) を得た。また、MALDI-TOF MS により、得られた

DBCO-マレイミド修飾ペプチドの質量が正しいことを確認した。 
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Table 2. ペプチド配列と MALDI TOF MSの結果 

 
配列 

[M+H]+ 

(calc.) 
実測値 

L17E(DBCO) IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-GGC(DBCO)-amide 3502.89 3503.00 

L6E(DBCO) IWLTAEKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC(DBCO)-amide 3502.89 3503.10 

L9E(DBCO) IWLTALKFEGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC(DBCO)-amide 3502.89 3502.99 

Q21E(DBCO) IWLTALKFLGKHAAKHLAKQELSKL-GGC(DBCO)-amide 3487.92 3488.43 

MLTX(DBCO) IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC(DBCO)-amide 3486.94 3487.42 

 

 

(ii) プルランアジドの調製 

 プルランアジドの合成法は既報に従った[49]。まず、プルランを超脱水 DMSO (富士

フイルム和光純薬) に溶解して約 20 mg/mL とし、1,1'-カルボニルジイミダゾール 

(CDI、東京化成工業) (100単糖に対して 20 eq) を加えた後、約 23℃で 16時間撹拌し

た。3-アジドプロピルアミン (東京化成工業) (100単糖に対して 40 当量) を加えて 24

時間撹拌した後、純水に対して 3 回透析し、凍結乾燥した。100 単糖に対するアジド

基の修飾量は、アノマー水素 (4.60 ppm-5.30 ppm) と N3 の隣の炭素上のプロトン (3-

アジドプロピルカルバメート基の 3 位: 1.62 ppm-1.79 ppm) 間の 1H NMR 積分比から

決定した (Fig. 3)。DMSO-d6 (Eurisotop) (600 μL) と D2O (東京化成工業) (30 μL) で溶解

したプルランアジドを、  NMR チューブ  (NES-600、OPTIMA) に移し、ECA600 

(JEOL) (600 MHz、90°C、緩和時間 15 秒) を用いて NMR測定を行った。 

 

(iii) PL-L17Eおよびプルランと他のペプチドとの複合体の調製 

 上記により得たプルランアジドに L17E(DBCO) (1~14 eq/100 単糖 ) を加え、 

H2O/DMSO 中、約 23°Cで一晩撹拌した。Amicon Ultra-0.5 (MWCO: 30,000、Merck)を

用いた限外濾過によって、未反応の L17E(DBCO) と DMSO を除去しつつ溶媒を 

MilliQ 水へ交換した後、得られた PL-L17E 溶液を凍結乾燥した。 

 L17Eのプルランへの修飾量は、アノマー水素 (プルラン由来の 4.85 ppm-5.30 ppm) 

とトリプトファンの 6位のプロトン (L17E由来の 7.03 ppm-7.10 ppm) 間の 1H NMR積

分比を測定することによって決定した (Fig. 4)。L17E(DBCO) も 5.00 ppm-5.30 ppmに
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DBCOの 8員環の窒素に隣接するプロトン由来のシグナルを持つため (Fig. 3C)、これ

らのシグナルが重なることを考慮して (Fig. 3B)、L17E の修飾量は、プルランの 100

単糖における L17Eの修飾量 (m) として次のように求めた: 

1) mは、L17E のトリプトファンの 6 位のプロトン由来の 7.03 ppm-7.10 ppmのシグナ

ルの積分値 (I7.03 ppm-7.10 ppm) に対応する。 

2) 4.85 ppm-5.30 ppm のシグナルの積分値 (I4.85 ppm-5.30 ppm) は、DBCO の 8 員環の窒素に

隣接するプロトンと、α-1,4-グリコシド結合に関与するアノマー水素に由来するシ

グナルの合計となる。 

3) DBCO の 8 員環の窒素に隣接するプロトンと、L17E のトリプトファンの 6 位プロ

トンはいずれも一つであることから、これらに由来するシグナルの積分値は同じ

である。 

4) mと 100 グルコース単位中の α-1,4-グリコシド結合に関与するグルコース単位の数 

(nα-1,4) の間には、次の関係が成り立つ: 

𝐼4.85 𝑝𝑝𝑚−5.30 𝑝𝑝𝑚

𝐼7.03 𝑝𝑝𝑚−7.10 𝑝𝑝𝑚
=

𝑚 + 𝑛𝛼−1,4

𝑚
 (式 1) 

𝑚 =
𝑛𝛼−1,4

𝐼4.85 𝑝𝑝𝑚−5.30 𝑝𝑝𝑚

𝐼7.03 𝑝𝑝𝑚−7.10 𝑝𝑝𝑚
− 1

 (式 2) 

5) nα-1,4 は、図 S1B から 

𝐼4.85 𝑝𝑝𝑚−5.30 𝑝𝑝𝑚

𝐼4.60 𝑝𝑝𝑚−4.85 𝑝𝑝𝑚 + 𝐼4.85 𝑝𝑝𝑚−5.30 𝑝𝑝𝑚
× 100 = 69.11 

となる。ここで、I4.85 ppm-5.30 ppm と I4.60 ppm-4.85 ppm は、それぞれ α-1,4 と α-1,6 グリコ

シド結合に関与するプロトンに由来するシグナルの積分値を表す。 

 

 プルランと他のペプチドのコンジュゲート  (PL-L6E12/100、PL-L9E12/100、PL-

Q21E12/100、および PL-MLTX12/100)も同様に合成し、修飾量の決定を行った。 

 

(iv) PL-L17Eの吸光係数 

 PL-L17E の濃度を決定するため、L17E 1 分子あたりの PL-L17E の吸光係数を求め

た。まず、L17E(DBCO)の 280 nm におけるモル吸光係数 (ε) は、L17E 中のトリプト

ファンのモル吸光係数 (ε = 5,500 [70]) および DBCOのモル吸光係数 (ε = 11,000 cm-1 M-
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1 [71]) の和である 16,500 cm-1 M-1とした。次に、Methyl-PEG12-azideをモデル化合物と

して使用し、L17E(DBCO) の 280 nmでの吸光度 (𝐴280
𝐿17𝐸(𝐷𝐵𝐶𝑂)

) と、Methyl-PEG12-azide

と反応した後の分子の吸光度 (𝐴280
𝐿17𝐸(𝐷𝐵𝐶𝑂)+𝑎𝑧𝑖𝑑𝑒

) を比較することにより、以下の式か

ら L17E 1分子あたりの PL-L17Eの吸光係数は 7,300 cm-1 M-1 であると推定された。 

𝜀 = 16,500 ×
𝐴280

𝐿17𝐸(𝐷𝐵𝐶𝑂)+𝑎𝑧𝑖𝑑𝑒 × 𝑎

𝐴280
𝐿17𝐸(𝐷𝐵𝐶𝑂)

≈ 7,300 

ここで 𝑎 は、Methyl-PEG12-azide の DMSO 溶液を添加したことによる溶液量の増加

を補正するための係数 (~1.03) である。 

 

IgG(AF488) 

 IgG への AF488 の標識は、正常ヒト IgG (FUJIFILM Wako Chemicals、143-09501、

10 mg/mL、150 mM NaCl、0.05 w/v%アジ化ナトリウムを含む 10 mMリン酸ナトリウ

ム (pH 7.2) に溶解) (100 μL)、PBS(–) (340 μL)、1 M NaHCO3水溶液 (50 μL)、および 

Alexa Fluor 488 5-SDPエステル (Thermo Fisher Scientific) (10 mg/mL in DMSO、10 μL) 

を混合し、穏やかに転倒混和しながら室温 (約 23°C) で 1 時間反応させることで行っ

た。IgG(AF488) は PD-10 カラム (Cytiva) でゲル濾過後、Amicon Ultra-4 (MWCO: 

50,000) で限外濾過して精製した。 IgG の濃度は 280nm における吸光係数  𝜀 =

2.1 × 105 cm-1M-1, [72]を用いて決定し、AF488 修飾量は 495nm における吸光係数 𝜀 =

7.1 × 104 cm-1M-1, [73]を用い、AF488濃度と IgG濃度の比から決定した。本研究では 7

～9 個の AF488分子で修飾した IgGを使用した。抗核膜孔複合体抗体 (anti-NPC IgG) 

の修飾には、anti-NPC IgG溶液 (1 mg/mL、BioLegend、カタログ番号 902902) (200 μL)、

PBS(–) (66 μL)、1 M NaHCO3水溶液 (30 μL)、および Alexa Fluor 488 5-SDPエステル 

(10 mg/mL in DMSO、4 μL)を用い、上記同様に修飾した。 

 

PL-L17Eと IgG(AF488)の複合体形成の観察 

 150 mM NaClを含む pH 5.0の 10 mM MES緩衝液 (MBS) 中の各 PL-L17E (45 µM、

6.7 μL) を IgG(AF488) の PBS(–)溶液 (5.6 mg/mL、1 μL) に加えた。これを約 23°Cで 10

分間静置した後、150 mM NaClを含む pH 7.4の 25 mM HEPES緩衝液 (HBS) を加えて

100 μLとした。混合液を 35 mmガラスボトムディッシュ (Iwaki) に載せ、粒子形成を

共焦点顕微鏡 FV1000 (オリンパス) で観察した。 
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液－液相分離の評価 

 濁度測定と DIC 観察により、PL-L17E12/100と IgG(AF488) によって形成された粒子

が液－液相分離の性質を示すかどうか確かめた。PL-L17E12/100 (45 μM) の MBS (pH 

5.0) 溶液 6.7 μLと IgG(AF488) (5.6 mg/mL) の PBS(–) 溶液 1 μLの混合液を 約 23°C で

10分間静置した後、異なる濃度の NaCl含む 25 mM HEPES緩衝液 (pH 7.4) を、NaCl

終濃度が 124、250、500、1000、または 2000 mMとなるように加え、60 μLとした。

これら溶液を 96 well アッセイプレート (Iwaki) に移し、650 nmにおける吸光度を濁

度として測定した。また、NaCl終濃度が 124 mMおよび 2000 mMとなる混合液につ

いては、同様に調製して DIC 観察も行った。 

 

PL-L17E との複合体における IgG(AF488) の流動性 (FRAP 分析) 

 上記同様にコアセルベートを含む混合液を調製し、glass base dish に添加して共焦

点顕微鏡 FV3000 (オリンパス) を用いて観察を行った。5 秒間隔で合計 380 フレーム

撮影した。ブリーチは、はじめの 10 フレーム目の撮影後に、10% のレーザー強度で

行った。 

 

PL-L17Eとの複合体における IgG(AF488) の封入の評価 

 各 PL-L17E (45 μM) の MBS (pH 5.0) 溶液 10μLと、IgG(AF488) (5.6 mg/mL) の PBS(–)

溶液 1.5μLを混合して約 23℃ で 10分間インキュベートした後、HBS (pH 7.4) を加え

て全量を 25 μLとした。これを 12,000×gで 10分間遠心し、上清の吸光度を測定した。

コアセルベートに内封された IgG(AF488) の割合は、495 nmにおける上清の吸光度と、

使用した IgG(AF488) 全量の吸光度を用いて算出した。プルラン上のL17Eの割合は、

280 nmにおける吸光度から IgGの寄与を差し引いた値を用いて算出した。 

 

細胞培養 

 HeLa 細胞 (ヒト子宮頚部癌細胞株) は、European Collection of Authenticated Cell 

Cultures (ECACC)、A431 細胞  (ヒト類表皮癌細胞株 ) は、American Type Culture 

Collection (ATCC)、HT1080細胞 (ヒト線維肉腫細胞株)、T24細胞 (ヒト膀胱癌細胞株)、

および HEK293細胞 (ヒト胎児腎細胞株) は、JCRB細胞バンクから入手したものを使

用した。いずれの細胞も、5％ CO2 雰囲気下、37°C で培養し、2～3 日ごとに継代を
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行った。HeLa 細胞の培養には、10％ (v/v) 不活化ウシ血清(BS、Gibco)を含む α 最小

必須培地 (α-MEM、FUJIFILM Wako Chemicals) を使用した。 HT1080、T24、A431、

および Raw264.7 細胞の培養には、10% (v/v) 不活化ウシ胎児血清 (FBS、Gibco) を含

むダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM) (高グルコース) (FUJIFILM Wako Chemicals) 

を使用した。HEK293T細胞の培養には、10% (v/v) 不活化 FBS を含む DMEM (低グル

コース) (FUJIFILM Wako Chemicals) を使用した。 

 

細胞毒性アッセイ 

 PL-L17E の細胞毒性は、Cell Counting Kit-8 (Dojindo) を用いて測定した。PL-L17E

は MBS (pH 5.0) 溶液であるため、これを加えた際の pH変化を低減すべく、アッセイ

では 25 mM HEPESを含む無血清 α-MEM [α-MEM(–)] (pH 7.4) を用いることで、培地

pHのさらなる安定化を図った。 

 HeLa細胞 (1.0 × 104 cells/well) を 96 well プレートに播種し、上記培養条件で一晩イ

ンキュベートした。PL-L17E (45 μM) 31μLを 25 mM HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) で

450 μL (PL-L17E終濃度: 10 μM) となるよう希釈した。また、この一部をさらに 25 mM 

HEPES 含有 α-MEM(–) (pH 7.4)で希釈することで、8、5、3、1、0.8、および 0.5 μM 

の PL-L17E 溶液各 160 μL を調製した。細胞を PBS(–)で洗浄した後、上記サンプル 

(各 50 μL/well) を加え、細胞を培養条件で 1時間インキュベートした。細胞を PBS(–)

で洗浄した後、25 mM HEPESを含む 10% BS含有 α-MEM [α-MEM(+)] (pH 7.4) (91 μL) 

と WST-8溶液 (9 μL) の混合物を加えた。細胞を 37°Cで 1時間インキュベート後、ホ

ルマザンの吸光度 (A450nm-A600nm) を測定した。PL-Q21E12/100および PL-MLTX12/100の細

胞毒性も同様に評価した。また、血清含有条件での細胞毒性評価では、サンプル調

製時に α-MEM(–) の代わりに α-MEM(+) を用いて同様の操作を行った。 

 

IgGのサイトゾル送達試験 

 HeLa細胞 (1.8×105 cells/dish) を 35mm glass base dishに播種し、80～90%コンフルエ

ンスに達するまで上記同様インキュベートした。 

 PL-L17Eサンプルは、以下の通り調製した。 

PL-L17E4/100および PL-L17E8/100: PL-L17E4/100 (または PL-L17E8/100) の MBS (pH 5.0) 溶

液 (15 μM) 10 μLを、IgG(AF488) の PBS(–) 溶液 (1.9 mg/mL) 1.5 μLと混合し、約 23°C 
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で 10分間インキュベートした。その後、25 mM HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) を加

えて全量を 150 μLとした。 

PL-L17E12/100および PL-L17E14/100: PL-L17E12/100 (または PL-L17E14/100) の MBS (pH 5.0) 

溶液 (45 μM) 10 μLを、 IgG(AF488) の PBS(–) 溶液 (5.6 mg/mL) 1.5 μLと混合し、上記

同様に処理した。 

 細胞を PBS(–) で 2 回洗浄した後、上記の混合液を加えて培養条件 で 1 時間インキ

ュベートした。その後サンプル溶液を除去し、細胞を 0.5 mg/mL ヘパリンを含む 

PBS(–) で 2 回洗浄した。Hoechst 33342 (25 mM HEPES含有 α-MEM(+) (pH 7.4) 中、5 

μg/mL) を細胞に加えて 5 分間インキュベートし、核を染色した。細胞を洗浄後、25 

mM HEPES含有 α-MEM(+) (pH 7.4) を加えて共焦点顕微鏡 FV3000 (オリンパス) で観

察した。他の細胞株での送達試験は、適切な培地を使用して同様に行った。PL-

Q21E12/100 および PL-MLTX12/100 での送達試験も同様に実施した。また、コントロー

ルとして 4 mM L17E の DMSO 溶液 1.5 μL、25 mM HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) 135 

μL、および 8.6 mg/mL IgG(AF488) PBS(–)溶液 13.4 μL の混合液 (L17E: 40 µM、

IgG(AF488): 770 μg/mL) も用いた。 

 また、阻害剤による活性の変化については、5 µM サイトカラシン Dまたは 10 mM 

メチル-β-シクロデキストリンの 25 mM HEPESおよび 0.67％ DMSOを含む α-MEM(–) 

(pH 7.4) 溶液で細胞を 30 分間処理した後、上記同様の操作によって、IgG(AF488)の

送達試験を行うことで検討した。コアセルベート内に阻害剤が濃縮される可能性が

あるため、阻害剤の処理はサンプル添加前の 30 分間のみとし、 PL-

L17E12/100/IgG(AF488) による細胞処理は阻害剤を含まない 25 mM HEPES 含有 α-

MEM(–) (pH 7.4) 中で行った。 

 送達された IgG の標的認識能の評価では、anti-NPC IgG(AF488) を用いて上記同様

の操作を行った。 

 

タイムラプスイメージング 

 HeLa細胞を 35mm glass base dishに播種しし、5% CO2雰囲気下、37°Cで一晩培養

し、80～90%コンフルエンスとした。細胞をPBS(–)で 2回洗浄した後、25 mM HEPES

含有 α-MEM(–) (pH 7.4) で添加し、FV3000に取り付けられた STXステージトップイ

ンキュベーター (TOKAI HIT) (37°C、5% CO2)にセットした。タイムラプスイメージ
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ング (20 秒間隔) を開始し、3 分間撮影した後、培地を IgG(AF488) (56 µg/mL)と PL-

L17E12/100 (3 µM) を含む 25 mM HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) に交換し、さらに撮影

を続けた。 

 

Zスタックイメージング 

 Z スタックイメージングでは、まず、HeLa 細胞に Lyn11-mCherry プラスミド (500 

ng/dish) と Lipofectamine LTX with PLUS試薬を添加した。これを培養条件で 4時間処

理した後、細胞を洗浄し、α-MEM(+) で 37°C で一晩インキュベートした。この細胞

を PBS(–)で 2 回洗浄し、IgG(AF488) (56 µg/mL) と PL-L17E12/100 (3 µM) の 25 mM 

HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) 溶液で培養条件で 1時間処理した。細胞を PBS(–)で洗

浄して PL-L17E12/100/IgG(AF488)コアセルベート溶液を除去し、25 mM HEPES含有 α-

MEM(+) (pH 7.4)を加えた後、FV3000でイメージングした。 

 

走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察 

 SEM画像は、既報のとおりに撮影した[74]。HeLa細胞を、IgG(AF488) (56 μg/mL)と

PL-L17E12/100 (3 μM) の 25 mM HEPES含有 α-MEM(–) (pH 7.4) 溶液で 1時間処理後、

PBSで 3回洗浄し、2% PFAおよび 2.5% グルタルアルデヒドを含む 0.1% カコジル酸

緩衝液を用いて室温で 2時間静置して固定し、その後 4°Cで保存した。次に、細胞を

エタノール/水 (20、50、70、90、および 100%) の勾配でそれぞれ 10分間脱水し、そ

の後 t-ブタノールに浸漬して-20°C で 30 分間保存した。凍結サンプルは、FDU-1200

凍結乾燥機 (EYELA) で 24 時間脱水した。次に、パラジウムでスパッタリングした

後、サンプルを 5kV 加速電圧で SEM (SU8000、日立ハイテクノロジーズ) で観察し

た。 

 

一次培養肝細胞への IgG(AF488)送達 

 肝細胞は、既報の通り収集した [75]。まず、門脈からのコラーゲナーゼ灌流で

C57BL/6マウスの肝臓を消化し、50 ×gで 1 分間遠心して肝細胞を分離した。肝細胞

は、10% FBS (Cytiva) とペニシリン-ストレプトマイシン (Thermo Fisher Scientific) を

含むウィリアム培地 E (Thermo Fisher Scientific) を使い、コラーゲンコーティングした

dish 上で培養後、無血清培地中で一晩培養した。肝細胞は、IgG(AF488) (5.6 mg/mL) 
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1.5 µL と  PL-MLTX12/100 (45 µM) 10 µL の混合液、またはコントロールとして 

IgG(AF488) (5.6 mg/mL) 1.5 µLのみを含むウィリアム培地 E 中で 1 時間処理した。そ

の後、PBS(–) で洗浄し、4% PFA (ナカライテスク) で固定し、 FV3000により観察を

行った。 

 

IgG(AF488) の未分化および分化 iPS細胞への IgG(AF488) 送達 

 PL-MLTX12/100 の MBS (pH5.0) 溶液 (45μM) 70μL を、IgG(AF488) の PBS(–) 溶液 

(5.6mg/mL) 10.5μL と混合し、約 23℃ で 10 分間静置した。これに、各培養培地を加

えて全量を 1050μL とした。PBS(–) で 2 回洗浄した細胞に、上記サンプルまたは

IgG(AF488) のみを含む、AK02N培地 (味の素) または腸管分化培地[76]を加え、細胞を

37℃で 1 時間インキュベートした。サンプル溶液を除去し、細胞を PBS(–) で 2 回洗

浄した。Hoechst 33342の PBS(–) 溶液 (5 μg/mL) を細胞に加え、5分間インキュベート

して核を染色した。細胞を洗浄して培地を添加し、FV3000で観察した。 
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第二章の実験 

 

ペプチド合成 

 ペプチド鎖は、ペプチド合成機 Syro I (Biotag) を使い、カップリングに HBTU、

HOBt、DIEA を用いて、Rink アミド樹脂 (TGS-RAM、島津製作所) 上に構築した。

Fmoc アミノ酸誘導体は、ペプチド研究所または渡辺化学工業で購入した。その後、

TFA/EDT (95:5 (v:v)) で 23°C 、 3 時間処理して樹脂からのペプチド鎖の切り出しおよ

び脱保護を行い、RP-HPLCで精製した。また、MALDI-TOF MS により、得られたペ

プチドの分子量が正しいことを確認した。 また、これらに前章同様 DBCO-マレイミ

ドを付加、精製した後、MALDI-TOF MS により得られた質量がペプチドの分子量と

一致することを確認した。 

 

Table 3 ペプチド配列と MALDI TOF MSの結果 

 配列 
[M+H]+ 

(calc.) 
実測値 

MLTX-GGC  IWLTALKFLGKHAAKHEAKQQLSKL-GGC-amide 3059.78 3059.99 

MLTXR2-GGC  IWLTALKFEGKHAAKHLAKQQLSKLRR-GGC-amide 3371.98 3372.28 

MLTXR4-GGC  IWLTALKFLGKHAAKHLAKQELSKLRRRR-GGC-amide 3684.19 3683.29 

MLTXR6-GGC  IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKLRRRRRR-GGC-amide 3996.39 3996.58 

MLTXR8-GGC  IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKLRRRRRRRR-GGC-amide 4308.59 4308.90 

R4MLTX-GGC  RRRRIWLTAEKFLGKHAAKHLAKQQLSKL-GGC-amide 3684.19 3683.23 

R8-GGC RRRRRRRRGGC 1483.90 1483.99 

    

MLTX(DBCO)  MLTX-GGC(DBCO)-amide 3486.94 3487.42 

MLTXR2(DBCO)  MLTXR2-GGC(DBCO)-amide 3799.14 3799.31 

MLTXR4(DBCO)  MLTXR4-GGC(DBCO)-amide 4111.34 4111.94 

MLTXR6(DBCO)  MLTXR6-GGC(DBCO)-amide 4423.54 4422.91 

MLTXR8(DBCO)  MLTXR8-GGC(DBCO)-amide 4735.74 4735.37 

R4MLTX(DBCO)  R4MLTX-GGC(DBCO)-amide 4111.34 4112.03 

R8(DBCO) R8-GGC(DBCO) 1911.05 1911.15 
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ペプチド修飾プルランの合成 

 前章同様の方法で合成したプルランアジド  (13.6 N3/100 単糖 ) に、それぞれ

MLTX(DBCO) 、 R4MLTX(DBCO) 、 MLTXR2(DBCO) 、 MLTXR4(DBCO) 、

MLTXR6(DBCO)、および MLTXR8(DBCO) (12 eq/100 単糖) を加え、 H2O/DMSO 中、

約 23°Cで一晩撹拌した。Amicon Ultra-0.5 (MWCO: 30,000、Merck)を用いた限外濾過

によって、未反応のペプチドと DMSO を除去しつつ溶媒を MilliQ 水へ交換した後、

得られた溶液を凍結乾燥した。修飾量は、前章同様に式 2より決定した。ただし、本

章で用いたプルランアジドでは、nα-1,4 = 69.41 であった。 

 

リポソーム調製 

 リン脂質として 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) (NOF) を用

い、100% POPC large unilamellar vesicle (LUV) を調製した。ナス型フラスコに POPC 

10 mgのクロロホルム溶液 (800 µL) を加え、ロータリーエバポレーターを用いてフラ

スコ底面に脂質薄膜を形成した。脂質薄膜を真空乾燥した後、蛍光色素 8-

aminonaphtalene-1,2,3-trisulfonic acid (ANTS, 12.5 mM) と そ の 消 光 剤 p-xylene-

bis(pyridinium)bromide (DPX, 45.0 mM) を含む 10 mM MBS (pH 7.4) で水和させた。凍

結融解を 5 回繰り返した後、LiposoFast extruder system (Avestin) を用い、Nucleopore 

Track-Etch Membrane 0.1 µm (Cytiva) 2枚を 11回通過させることで粒径を均一 (100 nm) 

にした LUVを調製した。これを、PD-10脱塩カラム (GE Healthcare) を用いたサイズ

排除クロマトグラフィーにより ANTS/DPX内包 LUVを遊離色素から分離精製した。

精製後の LUV濃度は LabAssay Phospholipid Kit (富士フイルム和光純薬) を用いてリン

脂質の濃度として求めた。 

 

ANTS/DPX漏出試験 

 ペプチド修飾プルランのリポソーム不安定化活性は ANTS/DPX内包 LUVから漏出

した ANTSの蛍光強度により評価した。各ペプチド修飾プルランを 100 µM LUVと共

に、10 mM MBS (pH 7.4) 中、37°C で 1 時間インキュベートした。蛍光は Nivo 

(PerkinElmer) にて励起波長 355 nm、蛍光波長 530 nm で測定した。界面活性剤 

(TritonX-100, 最終濃度 0.1% (v/v)) を加えたときの蛍光強度 (Fmax) を 100%として以下
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の式で求められる leakage (%) からペプチド修飾プルランの膜不安定化活性を評価し

た (Fblank, ペプチド修飾プルランがないときの蛍光強度)。 

𝑙𝑒𝑎𝑘𝑎𝑔𝑒 (%) =
𝐹𝑜𝑏𝑠 − 𝐹𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘

𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
× 100 

 

コアセルベート形成能の評価 

 濁度測定と蛍光顕微鏡による観察から、各ペプチド修飾プルランと IgG(AF488) の

コアセルベート形成能を評価した。 PL-MLTX12/100または PL-MLTXRn12/100 (n=2, 4, 6, 

8) (75 μM) の MBS (pH 5.0) 溶液 1.7 μL と IgG(AF488) (1.5 mg/mL) の MBS (pH 5.0)  溶

液 1.7 μLの混合液を 約 23°C で 10 分間静置した後、25 mM HEPES含有 α-MEM(+) (pH 

7.4) をそれぞれ 47 µL加え、50 μLとした。これら溶液を half area 96 well アッセイプ

レート (Corning) に移し (各 3 well)、650 nm における吸光度を濁度として測定した。

測定後、プレートを約 23°C で 30 分間静置した後、BZ-X810 を用いて撮影および粒

子の計数を行った。 

 

細胞培養 

 HeLa細胞および HT1080細胞 は前章同様に培養を行った。A549細胞 (ヒト肺癌細

胞株)、MIA PaCa-2細胞 (ヒト膵臓腺癌細胞株) は理化学研究所バイオリソース研究セ

ンター (RIKEN BRC) から入手した。いずれの細胞も、5％ CO2雰囲気下、37°Cで培

養し、2～3日ごとに継代を行った。A549、および MIA PaCa-2細胞の培養には、10% 

(v/v) 不活化ウシ胎児血清 (FBS、Gibco) を含むダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM) 

(高グルコース) (FUJIFILM Wako Chemicals) を使用した。 

 

細胞毒性アッセイ 

 各ペプチド修飾プルランの細胞毒性は、Cell Counting Kit-8 (Dojindo) を用いて測定

した。HeLa細胞 (1.0 × 104 cells/well) を 96 well プレートに播種し、上記培養条件で一

晩インキュベートした。各ペプチド修飾プルラン (750 μM) 11 μLを 25 mM HEPES含

有 α-MEM(+) (pH 7.4) で 270 μL (終濃度: 10 μM) となるよう希釈した。また、この一

部をさらに 25mM HEPES (pH7.4) 含有 α-MEM(+) で希釈することで、5、3、1、0.5、

および 0.3 μM の各ペプチド修飾プルラン溶液 160 μLずつを調製した。細胞を PBS(–)

で洗浄した後、上記サンプル (各 50 μL/well) を加え、細胞を培養条件で 1時間インキ
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ュベートした。細胞を PBS(–)で洗浄した後、25mM HEPES 含有 α-MEM(+) (pH 7.4) 

(91 μL) と WST-8溶液 (9 μL) の混合物を加えた。細胞を 37°Cで 1時間インキュベー

ト後、ホルマザンの吸光度 (A450nm-A600nm) を測定した。 

 

IgGのサイトゾル送達試験 

 HeLa細胞 (2.0×105 cells/dish) を 35mm glass base dishに播種し、80～90%コンフルエ

ンスに達するまで上記同様インキュベートした。各ペプチド修飾プルランの MBS 

(pH 5.0) 溶液 (75 μM) 1 μLを、IgG(AF488) の MBS (pH 5.0) 溶液 (1.5 mg/mL) 1 μLと混

合し、約 23°C で 10分間インキュベートした。その後、25 mM HEPES含有 α-MEM(+) 

(pH 7.4) を加えて全量を 150 μLとした。細胞を PBS(–) で 2 回洗浄した後、上記の混

合液を加えて培養条件 で 1 時間インキュベートした。その後サンプル溶液を除去し、

細胞を 0.5 mg/mL ヘパリンを含む PBS(–) で 2 回洗浄した後、25 mM HEPES含有 α-

MEM(+) (pH 7.4) を加えて共焦点顕微鏡 FV3000 (オリンパス) で観察した。送達され

た IgG の標的認識能の評価では、anti-NPC IgG(AF488) を用いて上記同様の操作を行

った。他の細胞株での送達試験は、適切な培地を使用して同様に行った。 

 

IgG送達割合の定量 

 HeLa細胞 (8.0×104 cells/well) を 24 well plate (Thermo Fisher Scientific) に播種し、80

～90%コンフルエンスに達するまで上記同様インキュベートした。各ペプチド修飾

プルランの MBS (pH 5.0) 溶液 (75 μM) 5.2 μLを、IgG(AF488) の MBS (pH 5.0) 溶液 (1.5 

mg/mL) 5.2 μL と混合し、約 23°C で 10 分間インキュベートした。その後、25 mM 

HEPES含有 α-MEM(+) (pH 7.4) を加えて全量を 780 μLとした。細胞を PBS(–) で 2 回

洗浄した後、上記の混合液を加えて培養条件 で 1 時間インキュベートした。その後

サンプル溶液を除去し、細胞を 0.5 mg/mL ヘパリンを含む PBS(–) で 2 回洗浄した。

Hoechst 33342 (PBS(–) 中、5 μg/mL) を細胞に加えて 5 分間インキュベートし、核を染

色した。細胞を洗浄後、4% パラホルムアルデヒド PBS(–) 溶液を細胞に加えて 10分

間インキュベートし、細胞を固定した。PFA を除いた後、PBS(–) を加えて BZ-X810 

(キーエンス) で撮影を行った。撮影後、画像解析によりサイトゾルに IgG(AF488) が

送達された細胞を計数し、その割合を算出した。他の細胞株での送達試験は、適切

な培地を使用して同様に行った。 



 

64 

 

 

タイムラプスイメージング 

 HeLa細胞を 35mm glass base dishに播種し、5% CO2雰囲気下、37°Cで一晩培養し、

80～90%コンフルエンスとした。細胞を PBS(–) で 2回洗浄した後、25 mM HEPES含

有 α-MEM(+) (pH 7.4) を添加し、FV3000に取り付けられた STXステージトップイン

キュベーター (TOKAI HIT) (37°C、5% CO2) にセットした。タイムラプスイメージン

グ (20 秒間隔) を開始し、3 分間撮影した後、培地を IgG(AF488) (10 µg/mL) と PL-

MLTXR412/100 (0.5 µM) を含む 25 mM HEPES含有 α-MEM(+) (pH 7.4) に交換し、さら

に撮影を続けた。 
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