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研究成果の概要（和文）：これまでに我々は、トマトブッシースタントウイルス由来のβ-Annulusペプチドの自
己集合により、ペプチドナノカプセル（人工ウイルスキャプシド）を創製することに成功している。本研究で
は、核酸医薬を内包した細胞透過性を有する人工ウイルスキャプシドを創製した。細胞透過性ペプチドHis16をC
末端側に有するβ-Annulusペプチドを合成し、一本鎖核酸を内包することに成功した。His16修飾人工ウイルス
キャプシドは、未修飾のキャプシドよりもHT1080細胞に導入されやすことが明らかとなった。加えて、ジスルフ
ィド結合を介した人工ウイルスキャプシドへの一本鎖核酸の内包にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed peptide nanocapsules (artificial viral capsids) 
self-assembled from beta-annulus peptide from tomato bushy stunt virus. In this research project, we
 developed nucleic acids-encapsulated artificial viral capsids bearing cell-penetrating peptides. We
 succeeded in synthesizing beta-annulus peptide bearing cell-penetrating His16 peptide at 
C-terminal, and encapsulating ssDNA into the artificial viral capsids modified with His16. The 
His16-modified artificial viral capsids were internalized well into HT1080 cells, whereas unmodified
 capsids hardly internalized. In addition, we have developed encapsulation of ssDNA via disulfide 
bonds into artificial viral capsids.

研究分野：生体高分子化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 天然のウイルスは、タンパク質からなる
数十 nm サイズの殻（キャプシド）の内部に
核酸を内包した正十二面体対称性の構造を
有する生体超分子であり、60 の倍数個のタン
パク質サブユニットが規則的に自己集合す
ることで形成される。このようなウイルスキ
ャプシドを「ナノ材料」という観点から眺め
てみると、一義的なサイズ・空間・会合数を
有する大変魅力的な生体分子材料であるこ
とから、近年、天然のウイルスキャプシドを
ナノテクノロジーに応用する研究が盛んに
行われてきており、この分野の開拓者の一人
である T. Douglas らは，2006 年の Science 誌
の総説において，“Viruses: Making Friends with 

Old Foes”（宿敵と友達になる）というタイト
ルで、ウイルスキャプシドを利用したナノテ
クノロジーの魅力について解説している。例
えば、これまでに植物ウイルスキャプシドの
内部空間を利用して、無機微粒子の合成・内
包、合成高分子やタンパク質の内包、機能性
分子による表面修飾などが報告されている
（総説として、Francis et al., Acc. Chem. Res., 

2011, 44, 774 など）。 

 

(2) そのような背景のもと、研究代表者の松
浦らは世界に先駆けて、合成ペプチドからな
る人工ウイルスキャプシドの創製に成功し
ている（Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 9662, 

科研費 NEWS, 2013 年 Vol.1 など）。これは、
トマトブッシ―スタントウイルス(TBSV) の
正 12 面体骨格を形成する 24 残基 β-Annulus

ペプチドが自己集合して形成される 30-50 

nm 程度の中空ナノカプセルである。これま
でに、ζ 電位測定によるペプチド末端の配向
性の解明、カチオン性を有するカプセル内部
への DNA の内包(Polymer J., 2013, 45, 529) 、
蛍光性 ZnO ナノ粒子の内包（Nanomatrials, 

2014, 4, 778）、N 末端の Ni-NTA 修飾による
His-tag タンパク質の内包、C 末端側修飾によ
るカプセル表面へのタンパク質(HSA) や金
ナノ粒子の提示(Polymer J.,2015, 47, 146)など
に成功している。我々の人工ウイルスキャプ
シドは、完全に合成ペプチドのみから構築さ
れるので、合理的な分子設計を行うことによ
り、毒性・免疫原性の回避、細胞標的性、細
胞膜透過性、刺激応答性などの遺伝子・薬物
キャリヤーに必要な機能を装備することが
可能である。 

 

(3) 一方、癌治療は現在、外科的手術や放射
線・重粒子線療法が主であるが、癌の転移な
どによる再発や患者への負担が問題となっ
ている。また、従来からの抗癌剤治療では、
副作用も多く、根本的な治療とはならない。
近年、micro-RNA などの核酸医薬を用いた癌
治療が活発に研究されている。これまで、
microRNA のような核酸医薬を細胞内にデリ
バリーするためには、天然ウイルスのキャプ
シドが用いられてきたが、このような技術は、

体内に導入すると過剰な免疫反応や毒性を
引き起こす危険性を有しており、より安全な
核酸デリバリー材料の開発が望まれている。
近年、合成高分子による核酸デリバリーも検
討されているが、天然のウイルスと比較して、
細胞内導入効率・発現効率の低さが問題とな
っている。 

 

(4) 細胞膜透過ペプチドは、タンパク質や核
酸を細胞内へ導入するためのツールとして、
現在幅広く使用されている。研究分担者の岩
崎らは、ヒスチジンのみが 16 残基連続した
His16 が、既知の細胞膜透過性ペプチドであ
るオクタアルギニン(Arg8)よりも非常に高い
細胞膜透過能を有するという新知見を世界
に先駆けて見出している(特許第 6202707号)。
従来の細胞膜透過性ペプチドはポリカチオ
ン性であるために核酸のデリバリー材料に
は不向きであるが、この His16 は中性 pH で
無電荷であるため、核酸と非特異的な複合体
を形成しない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、癌治療のための高効率・低毒
性 の microRNA キ ャ リ ヤ ー と し て 、
microRNAを内包した細胞膜透過性His16搭
載人工ウイルス殻を開発し（図 1）、自己集合
特性・細胞膜透過性・癌細胞治療効果の検討
を目的とした。具体的には、①新規ペプチド
-Annulus-His16 の効率的合成法の確立、②
His16 搭 載 人 工 ウ イ ル ス 殻 の 構 築 と
microRNA の効率的内包の確立、③His16 搭載
人工ウイルス殻の効率的な細胞内導入の確
立、など を目標とした。 

図2.TAMRAラベル His16-β-Annulusペプチド
の自己集合による細胞膜透過性人工ウイルス
キャプシドの形成（A）、その DLS 粒径分布(B)、
および TEM 像(C)． 

図 1. His16 修飾β-Annulus ペプチドの自己集
合による核酸医薬を内包した細胞膜透過性人
工ウイルスキャプシドの創製． 



 

３．研究の方法 

-Annulus ペプチド、His16--Annulus ペプ
チドおよびその類縁ペプチドは、COMU を縮
合剤とした Fmoc-固相法により合成した。場
合に応じて、反応時間短縮のために、マイク
ロ波照射装置（バイオタージ社製）を用いた。
脱保護・脱樹脂後、逆相 HPLC（島津製作所
製）により精製、MALDI-TOF-MS（ブルカー
ダルトニクス製）により同定を行った。コイ
ルドコイルを有する-Annulus ペプチドは、C

末端が SBn 化された-Annulus ペプチドと、
N 末端に Cys を有するコイルドコイルペプチ
ドを Native Chemical Ligation 法により連結す
ることで合成した。 

人工ウイルスキャプシドの粒径・形態は、
動的光散乱(DLS、マルバーン社製)測定およ
び透過型電子顕微鏡(TEM、日本電子製)観察
により行った。TEM 観察の試料は、2%リン
タングステン酸水溶液で染色して観察した。 

人工ウイルスキャプシド内への核酸など
の蛍光ラベルゲスト分子の内包は、凍結乾燥
した-Annulus ペプチド粉末に、所定のペプ
チド濃度になるように蛍光ラベルゲスト分
子水溶液を加え、自己集合させることで行っ
た。蛍光相関分光(FCS)装置（浜松ホトニクス
社製）により、蛍光ラベルゲスト分子のブラ
ウン運動による自己相関関数を求め、理論式
とのカーブフィッティングにより、内包後の
拡散時間・内包率・複合体の粒径を算出した。 

人工ウイルスキャプシドの HT1080 細胞
内導入は、共焦点レーザー蛍光顕微鏡(CLSM、
オリンパス社製)観察およびフローサイトメ
ーター(FACS)測定により行った。 

 
４．研究成果 
(1) His16 ペプチド提示人工ウイルスキャプ

シドの創製と細胞内導入 
細胞透過性 His16 ペプチドを C 末端側に

有する-Annulus ペプチド（40 残基、配列: 

INHVGGTGGAIMAPVAVTRQLVGSHHHHH

HHHHHHHHHHH）を Fmoc-固相合成法によ
り合成し、逆相 HPLC で精製、MALDI- 

TOF-MS で確認した。この His16--annulus ペ
プチドは、水中で自己集合して 50-70 nm 程度
の球状集合体を形成することが動を動的光
散乱(DLS)および透過型電子顕微鏡(TEM)観
察からわかった。 

また、C 末端に細胞透過性 His16 ペプチド
を有し、N 末端に TAMRA 蛍光標識した
-Annulus ペプチドを合成し、その自己集合
により His16 を提示した 70~100 nm 程度の人
工ウイルスキャプシドを調製した（図 2）。こ
れを HT1080 細胞に添加し、共焦点レーザー
顕微鏡(CLSM)観察およびフローサイトメー
ター(FACS)測定したところ、His16 提示人工
ウイルスキャプシドは、未修飾の人工ウイル
スキャプシドものよりも約 3.5 倍多く細胞内
に取り込まれることがわかった（図 3）。 

 

さらに、植物細胞であるタバコ培養細胞
(BY-2)への His16 提示人工ウイルスキャプシ
ドの導入を検討したところ、CLSM により効
率的な導入が確認された。His16 単独では植
物細胞への導入は困難であるので、今後、
His16 提示人工ウイルスキャプシドを用いた
植物細胞への分子導入技術への応用が期待

できる。 

 

(2) 蛍光相関分光法による人工ウイルスキャ
プシドへのゲスト分子の内包挙動解析 
本研究では、核酸医薬を内包した人工ウイ

ルスキャプシドの創製を検討する。人工ウイ
ルスキャプシドへのゲスト分子の内包挙動
を定量的に評価するために、蛍光相関分光
(FCS)法により、様々な分子量の FITC 修飾デ
キストランの人工ウイルスキャプシドへの
内包挙動を解析した。その結果、70 kDa 以下
のデキストランでは殆ど内包されないが、そ
れ以上の分子量では、分子量が大きくなるほ
ど効果的に内包されるという分子量依存性
を示すことを見出した。 

図 3.TAMRA ラベル人工ウイルスキャプシドの
HT1080 細胞内導入に対する His16 ペプチド修
飾の効果.（A）CLSM 観察（赤蛍光：TAMRA，水
色蛍光：細胞核），(B)FACS による取り込み量
の比較． 

図 4. FITC ラベルデキストランの人工ウイル
スキャプシドへの内包率の分子量依存性． 



また、二重鎖特異的蛍光色素である SYBR 

Green 用いて、を 200 bp および 2000 bp のサ
ケ精子由来二本鎖 DNA の人工ウイルスキャ
プシドへの内包の FCS 解析を検討したとこ
ろ、-Annulus ペプチド濃度 50 M 以上で内
包されることが明らかとなった（図 5A）。2000 

bp DNA の場合は、内包に伴う核酸の凝縮と
思われる粒径の減少も観測された（図 5B）。
人工ウイルスキャプシドと複合化した DNA

は、ヌクレアーゼ DNase I に耐性を有するこ
とから、DNA が内包されていることが確認さ
れた。 

 

(3) His16 ペプチド提示人工ウイルスキャプ
シドへの核酸の内包と細胞内導入 

His16 を有する-Annulus ペプチドを、
TAMRA で蛍光ラベルした 23 nt 一本鎖 DNA

（核酸医薬の microRNA モデルとして）と複
合化したところ、DLS および TEM から 100 

nm 程度の球状複合体が観察された。また、
FCS 法により、ペプチド濃度 100 M 以上で
人工ウイルスキャプシドとの複合体を形成
することがわかった。 

この複合体をヒト線維肉腫細胞(HT1080)

細胞に導入し、CLSM 観察したところ、DNA

単体や His16 を有さない DNA-人工ウイルス

キャプシド複合体と比べて、取り込み効率が
向上することが示唆された（図 6）。また、細
胞内に取り込まれた複合体の細胞内局在を
解析したところ、複合体の大部分は細胞質に
は移行せずエンドソーム内に局在すること
が示唆された。 

人工ウイルスキャプシドへの核酸の複合
化効率を向上させるために、N 末端にカチオ
ン性のLys残基を有するHis16--Annulusペプ
チドを合成し、その自己集合挙動および核酸
との複合化を検討したが、数百 nm 程度の大
きな集合体しか形成しなかった。また、エン
ドソーム崩壊ペプチドである GALA ペプチ
ドを C 末端に有する-Annulus ペプチドを調
製し、His16 ペプチドに加えて GALA ペプチ
ドを表出した人工ウイルスキャプシドを作
出し、細胞膜透過ならびにエンドソーム脱出
を評価した。しかし、His16 と GALA ペプチ
ドを表出した人工ウイルスキャプシドは、細
胞膜透過は示したものの、エンドソーム脱出
を示すまでは至らなかった。 

 

(4) ジスルフィド結合を介した人工ウイルス
キャプシドへの核酸の内包 
上記(3)において、静電相互作用により人

工ウイルスキャプシドに一本鎖 DNA を内包
し、HT1080 細胞にある程度導入できること
を明らかにしてきたが、複合体形成効率に問
題があった。そこで、N 末端にジスルフィド
結合を介して一本鎖 DNA(23 nt)を連結した
-Annulus ペプチドを合成した（図 7A）。コ
ンジュゲートは、リン酸バッファー中で 40 

nm 程度の球状の人工ウイルスキャプシドを
形成することが DLS 測定、TEM 観察により
明らかとなった図 7B, C）。また、この核酸内
包キャプシドに還元剤 DTT を作用させると、
キャプシド構造をある程度保持したまま一
本鎖核酸を放出することが確認された。 

(5) 突起を有する人工ウイルスキャプシドの
創製 
天然に存在する突起を有するウイルスを

図 6. TAMRA-DNAを内包した His16修飾人工ウ
イルスキャプシドの HT1080 細胞内導入にお
ける CLSM 像．赤蛍光：TAMRA, 水色蛍光：細
胞核 

図5. 人工ウイルスキャプシドへのdsDNAの内
包に伴う SYBR Green の拡散時間および見かけ
の粒径のペプチド濃度依存性．(A) 200 bp DNA, 
(B) 2000 bp DNA. 

図 7. (A)ジスルフィド結合で DNA を連結した
人工ウイルスキャプシドの創製と還元による
DNA 放出の模式図．(B) DLS 粒径分布，(C)TEM
像． 



模倣して、ヘテロ二重鎖コイルドコイルの突
起を有する人工ウイルスキャプシドの創製
を検討した。-Annulus ペプチドの C 末端に
Native Chemical Ligation によりコイルドコイ
ル形成ペプチドを連結した。それに相補的な
コイルドコイル形成ペプチドを 0.25 等量添
加することで、突起を有する人工ウイルスキ
ャプシドが TEM により確認できた（図 8）。
一方、相補的なコイルドコイル形成ペプチド
を 1 等量添加すると-シート形成によるナノ
ファイバーに形態変化することがわかった。
今後、リガンドを有するコイルドコイルペプ
チドとの複合化により、細胞標的性を有する
突起をもつ人工ウイルスキャプシドの創製
が期待される。 
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