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研究成果の概要： 
 本研究課題では、癌細胞への選択的な薬物送達を目指し、細胞膜のプロテオグリカンを認識

して高効率に細胞内へ移行する膜透過性アルギニンペプチドに、癌細胞膜に高発現しているト

ランスフェリン受容体に対して親和性が高いペプチド配列を組み込むことで、新しい薬物送達

ベクターを創製した。このベクターは受容体依存的に細胞内へ取り込まれ、サイトゾル及び核

内へ移行することが観察された。また、生理活性を有するタンパク質にベクターに組み込んだ

場合にも、受容体依存的な活性上昇が確認された。 
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  年度  
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：医薬品化学・ペプチド化学 
 
１．研究開始当初の背景 
 これまで、標的となる細胞に対して、如何
にして生理活性をもつタンパク質やペプチ
ド、核酸ならびに有機化合物を細胞選択的に
細胞内まで送達させるかに関して、活発な研
究が行われてきた。細胞表面に特異的過剰提
示されているレセプターに対するリガンド
タンパク質や、近年注目されているファージ
ディスプレー法などで見出された細胞選択
的ターゲティングペプチドなどについて、薬

物送達に応用できるか検討されている。しか
し、これらの手法を用いた場合、細胞膜にお
ける標的物への親和性が高いものの、細胞内
移行性が低いため、さらなる高効率な細胞膜
透過性を有する細胞選択的キャリアの開発
が強く望まれていた。 
 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、細胞内へ高効率に移行する



エイズウイルス由来の Tat ペプチドや、所属
研究室で見出されたアルギニン 8残基で構成
されたペプチド(R8)等の塩基性ペプチドに
ついて、細胞内移行メカニズムや、細胞内導
入キャリアとしての応用に関して検討を行
ってきた。これらのペプチドは、細胞毒性が
極めて低く、エンドサイトーシスやマクロピ
ノサイトーシス経路にて細胞内に取り込ま
れる。また、ペプチド配列中におけるアルギ
ニンクラスター密度によって、ペプチドが認
識する細胞表層上の糖鎖が異なることも明
らかされ、ペプチドの細胞内移行におけるマ
クロピノサイトーシス経路において、細胞膜
に存在するプロテオグリカンが重要な役割
をしていることが確認されている。 
 癌細胞において、細胞表面に syndecan-1
や glypican-1 などのヘパラン硫酸を糖鎖中
にもつプロテオグリカンが、正常細胞と比較
して発現量が非常に高いことが報告されて
いる(例えば、glypican-1 mRNA の発現量が胸
部癌細胞において、正常な胸部細胞の 6.4 倍
発現量が高いことが明らかとなっている)。
癌細胞は、これらの糖鎖を細胞表面に提示す
ることで、細胞増殖因子を効率よく受容体に
結合させることや、臓器組織への結合・転移
に重要な役割をしている。よって、塩基性ペ
プチドに生理活性物質をコンジュゲートす
ることで、細胞表面における糖鎖の提示の違
いによって、細胞内へ送達される生理活性物
質の量や、活性自体を制御できる可能性が大
いに期待できる。 
 本研究課題では、更なる高効率な癌細胞選
択的な薬物送達を目指し、細胞膜上の糖鎖を
認識する塩基性ペプチドに、さらに癌細胞に
高発現している受容体に親和性の高いペプ
チドを配列中に組み込むことで新しい薬物
送達ベクターを創出し、それらの選択的細胞
内移行能や移行メカニズムに関して詳細に
検討する。また、生理活性物質をこれらの送
達ベクターにコンジュゲートさせ、標的細胞
に対する生理活性の選択性に関しても評価
する。ファージディスプレイ法によって見出
された、癌細胞に高い発現が認められるトラ
ンスフェリン受容体に対して親和性の高い
ペプチド配列と、膜透過性アルギニンペプチ
ドとの結合体を調製し、この結合体の細胞内
移行性に関して、詳細な検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)糖鎖および癌細胞特異的な受容体を認識
する薬物送達ベクターの合成 
 癌細胞に高発現し、細胞増殖に必要な鉄イ
オンを細胞内に供給するトランスフェリン蛋
白質の受容体(TfR)に対して、高い親和性をも
つペプチド(TfRbp)(Lee, 2001)と、細胞膜の
プロテオグリカンを認識し、高効率に細胞内
へ移行するオクタアルギニンペプチド(R8)と

の融合ペプチド(TfRbp-R8)を合成した。ペプ
チドはFmoc式固相法で調製し、細胞内移行評
価を行うために、ペプチド配列中のC末端にシ
ス テ イ ン 残 基 を 配 置 し 、 Alexa488 C5 
maleimideにて蛍光ラベルした。 
 
(2)合成した薬物送達ベクターの細胞膜にお
ける糖鎖および受容体の認識と細胞内移行の
検討 
 上記の調製したペプチドの細胞膜表面にお
ける糖鎖および受容体の認識機能と細胞内移
行能に関して、共焦点顕微鏡ならびにフロー
サイトメーターを用いて、調製した薬物送達
ベクターの細胞内移行について評価した。標
的となる受容体への依存的な細胞内移行につ
いては、siRNAで受容体をノックダウンするこ
とで移行への影響を検討した。 
 
(3)TfR依存的な細胞毒性の誘発に関する検討 
 TfRbp-R8の細胞内導入ベクターとしての
応用性について、細胞毒性を誘発するタンパ
ク質の細胞内送達に関して検討した。リボソ
ーム不活化タンパク質であるsaporinをスト
レプトアビジン化したタンパク質(〜128 
kDa)と、ビオチン修飾したTfRbp-R8の複合体
について、ヒト子宮頸癌由来のHeLa細胞に対
する細胞毒性の評価をおこなった。また
siRNAでTfRをノックダウンしたHeLaに対す
る細胞毒性についても比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1)TfRbp-R8 ペプチドの細胞内移行に関する
検討 
 蛍光ラベルした TfRbp-R8の細胞内移行を、
共焦点顕微鏡を用いて検討した。血清含有培
地に合成したペプチドを溶解し、この培地を
用いて HeLa 細胞を培養した結果、TfRbp-R8 
(5 μM)は高効率に細胞膜を通過し、サイトゾ
ル及び核内へ短時間(10 分)で移行すること
が観察された。一方で、TfRbp 配列のみの場
合では、細胞内移行量が低く、しかもエンド
ソーム内にトラップされており、TfRbp-R8 の
場合と比較してサイトゾルへ移行したペプ
チド量が低い様子が観察された。R8 ペプチド
のみの場合においても、この実験条件におい
ては TfRbp 配列のみの場合と同様に、ほとん
どがエンドソーム内にとどまっていること
が確認された。 
 フローサイトメーターによって、細胞内移
行量を検討したところ、TfRbp-R8 は R8 及び
TfRbp のそれぞれ約 6倍、17 倍の移行量を示
した(ペプチド濃度 1 μM, 処理時間 10 分)。
よって、TfRbp と R8 をハイブリッド化させる
ことで、相乗的に細胞内へ高効率に移行する
ことが明らかとなった。 
 また、蛍光ラベルしていない高濃度の



TfRbp(100 μM)存在下における TfRbp-R8 の細
胞内移行に関して、競合実験を行った結果、
TfRbp を前処理及び同時投与することで 
TfRbp-R8 の移行量は顕著に減少した。一方で
は、コントロールとして TfRbp のアミノ酸配
列をスクランブル化した sTfRbp を用いた場
合では、TfRbp-R8 の細胞内移行は、ほとんど
阻害されなかった。これらの結果より、
TfRbp-R8 が細胞表面において、TfRbp 標的部
位に対して特異的に送達され、細胞内移行す
ることが確認された。 
 
(2)siRNA によるトランスフェリン受容体ノ
ックダウン細胞における TfRbp-R8 の細胞内
移行への影響 
 トランスフェリン受容体に対する標的化
について調べるために、トランスフェリン受
容体を siRNAでノックダウンした細胞におけ
る TfRbp-R8 の細胞内移行を検討した。その
結果、siRNA でトランスフェリン受容体をノ
ックダウンした細胞では、共焦点顕微鏡での
観察により、TfRbp-R8 の移行量は明らかに減
少することが確認された。また、フローサイ
トメーターによるペプチドの移行量に関す
る検討においても、トランスフェリン受容体
をノックダウンすることで細胞内移行量は
42％減少することが確認された。よって、
TfRbp-R8 のハイブリッドペプチドが、TfR 依
存的に細胞内へ移行することが確認された。 
 
(3)TfR 依存的な細胞毒性の誘発に関する検
討 
 トランスフェリン受容体依存的な細胞毒
性を誘発するために、ビオチン修飾した
TfRbp-R8 と、リボソーム不活化タンパク質で
ある saporinをストレプトアビジン化したタ
ンパク質(〜128 kDa)との複合体を調製し、
細胞毒性の誘発に関して検討した。結果とし
て、血清含有培地に調製した TfRbp-R8 と
saporin の複合体を溶解(50 nM)し、この培地
を用いて HeLa 細胞を 2 日間培養した結果、
細胞増殖が約 40%抑制された。また siRNA で
TfRをノックダウンしたHeLaに対する細胞毒
性を検討した結果、細胞増殖へはほとんど影
響が無いことが確認された。 
 本研究結果は、上記ハイブリッドペプチド
を用いることで、TfR を標的とする薬物送達
への応用が可能であることを示唆するもの
である。 
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