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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物細胞が持つ細胞壁や細胞膜、エンドソーム膜などの複数のバリアを
克服し得る種々の機能性ペプチドと、核酸を所望のオルガネラへ運搬するペプチド提示型ミセルを開発した。本
研究で開発した機能性ペプチドとミセルを組合わせることにより、ミトコンドリアを含む植物オルガネラを標的
として、従来よりも高効率な遺伝子導入が可能となった。本研究成果は、オルガネラ改変植物の作出に貢献する
と期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed functional peptides that can overcome 
multiple barriers in plant cells and peptide-displaying micelle complexes for DNA delivery to 
specific plant organelles including mitochondrion. The combination of our functional peptides and 
micelle complexes can enable efficient DNA delivery to plant mitochondria, contributing to plant 
bioengineering for various purposes.

研究分野：ナノバイオサイエンス

キーワード： 植物オルガネラ改変　膜透過ペプチド　双性イオン型ペプチド　エンドソーム不安定化ペプチド　ペプ
チド提示型ミセル　遺伝子導入

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、植物オルガネラへの高効率な遺伝子導入を通じて、食糧・環境・エネルギーの諸問題解決の鍵と
なるオルガネラ改変植物の作出に貢献すると期待される。また本研究で見出された植物細胞の各種バリアを克服
し得る機能性ペプチドは、遺伝子導入のみならず、広範な植物バイオテクノロジーに利用できる可能性があるた
め、今後の発展によって、植物を対象とする基礎・応用研究への波及効果が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
低炭素社会の実現に向け、植物を利用した物質生産技術の開発が望まれている。光合成を行
う植物は、CO2を原料に化成品・医薬品原料などの有用物質を生産できる利点を持つが、生産性
の低さが問題となる。生産性を高めるためには、独自のゲノムを持つオルガネラ（核・葉緑体・
ミトコンドリア）へ有用遺伝子を導入し、ゲノムを改変する必要がある。既存技術により、植物
の核と葉緑体への遺伝子導入は可能であったが、細胞のエネルギー生産を担うミトコンドリア
に対しては、有効な遺伝子導入法が確立されていない。我々は、融合ペプチドを用いる植物への
遺伝子導入法を開発してきた。融合ペプチドは、DNA 結合・細胞膜透過・オルガネラ移行を担
う複数のペプチド配列で構成され、DNA とイオン性複合体を形成することにより、核や葉緑体
のみならず、ミトコンドリアへ DNAを送達することができる。融合ペプチドはオルガネラ選択
性が高く、ミトコンドリアへの遺伝子導入が可能な点で既存の導入手法と一線を画している。し
かし、融合ペプチドには遺伝子導入効率が低いという解決するべき課題が残されていた。 

低効率の原因は、ペプチドを構成する細胞膜透過配列（CPP）やミトコンドリア移行配列
（MTS）の正電荷が DNAとの静電相互作用により消費されるためと予想された。CPPの正電荷
は負に帯電した細胞膜表面との相互作用、MTS の正電荷は負電荷を蓄積したミトコンドリア内
部への移行に重要である。また、ペプチドと DNAから成る複合体の細胞壁透過効率や細胞内へ
の取り込み効率、取り込み後の細胞質への移行効率が最終的な導入効率に大きく影響すること
が予想された。我々は、マレイミド基を有するテトラエチレングリコールとポリカチオンから成
るキャリアペプチドを開発した。キャリアペプチドは、ポリカチオンと DNAの静電相互作用に
より、表面にマレイミド基を提示した約 100 nmのミセルを形成する。ミセル表面は、チオール
-マレイミド付加反応により、CPP などの任意のペプチドを提示できる。申請者は、CPP 提示型
ミセルにおいて、CPPと DNAの静電相互作用が回避され、植物の核への遺伝子導入効率が従来
の約 2倍に向上することを明らかにしてきた。本研究では、ミセル表面に CPPとMTSを同時に
提示させ、DNAとの相互作用に起因するMTSの正電荷の消費を防ぐことにより、ミトコンドリ
アへの遺伝子導入効率の向上を目論んだ。さらに、細胞壁透過効率と細胞内取り込み効率、細胞
質への移行効率に寄与する機能性ペプチドを開発し、ミセルと組み合わせることで、従来よりも
高効率な植物への遺伝子導入が可能であるかを検証した。 

 
２．研究の目的 
本研究では、申請者が開発したペプチド提示型ミセルと、植物細胞の種々の障壁を克服する
機能性ペプチドを組合わせることにより、ミトコンドリアを含む植物オルガネラへの高効率な
遺伝子導入を目指した。 
 
３．研究の方法 
植物において、ミセルの高効率な細胞内取り込みを可能にする人工膜透過ペプチドと、細胞壁
の透過性向上を目論んだ双性イオン型ペプチドを開発し、各種ペプチドの機能評価と応用可能
性の検証を行った。また、CPPに加えて、エンドソームを不安定化するペプチドをミセル表面に
提示させることにより、ミセルの細胞質への移行を促し、遺伝子導入効率が向上できるかを調べ
た。そして、本研究で開発・最適化されたペプチドとMTSを同時に提示するミセルを用い、ミ
トコンドリアへの遺伝子導入効率を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）植物で高効率な細胞内取り込み機構を誘起する人工ペプチドの開発：植物細胞では、DNA
やタンパク質をはじめとする高分子や各種ナノ粒子が、クラスリン依存エンドサイトーシス
（CME）という機構で細胞内へ取り込まれると考えられる。一方、動物細胞では、マクロピノサ
イトーシスと呼ばれる高効率な細胞内取り込み機構が知られており、マクロピノサイトーシス
を誘起するある種の膜透過ペプチドが高効率な細胞内への物質送達に利用されている。植物細
胞ではマクロピノサイトーシスは未報告であったが、動物細胞のようにマクロピノサイトーシ
ス誘起ペプチドを開発・利用することができれば、細胞外の高分子やミセルを植物細胞内へ高効



率に取り込ませることができると予想された。本研究では、アミノ酸配列が異なる種々のペプチ
ドを合成し、植物細胞内への取り込み効率を調べた。その結果、複数のドメインから成る人工ペ
プチド（dTat-Sar-EED4）が高い効率で細胞外のタンパク質やナノ粒子を細胞内へ送達できるこ
とを見出した。さらに各種阻害剤を利用した取込み実験や、透過型電子顕微鏡による観察の結果、
dTat-Sar-EED4 がマクロピノサイトーシスに類似する機構を植物細胞において誘起できることが
明らかになった。また、dTat-Sar-EED4 とペプチド-核酸ミセルを併用すると、植物カルスへの
DNA導入効率が有意に向上することが確認された。この導入効率の向上は、dTat-Sar-EED4が誘
起するマクロピノサイトーシス様の機構によって、ミセルが高効率に植物細胞内へ取り込まれ
たためと推察され、dTat-Sar-EED4の遺伝子導入における有用性が示された。 

（2）細胞壁透過性を向上させる双性イオン型ペプチドの開発：植物細胞壁は、セルロース微繊
維を主成分とする網状の高次構造を取る。細胞壁は直径 50 nm 以上のナノ粒子を容易に透過さ
せないため、平均粒径が 100 nmであるペプチド提示型ミセルを利用した DNA 導入の障壁とな
る。我々は、細胞壁を構成するセルロース微繊維を溶解させるペプチドを新たに開発し、細胞壁
の透過性向上を試みた。このペプチドは、イミダゾール環が双性イオン型に変換された側鎖を持
ち、セルロースの分子間水素結合を乱す機能が期待される。高速原子間力顕微鏡による観察の結
果、双性イオン型ペプチドが細胞壁に局所的な小孔を形成させることが明らかになった。さらに、
双性イオン型ペプチドは植物に対する毒性が発現しない濃度域で細胞壁に作用できることが確
認された。双性イオン型ペプチドの開発と並行して、類似する機能を持った双性型イオン液体の
前処理による細胞壁透過性の向上を検討した。蛍光色素とクエンチャーを利用した評価系によ
り、双性型イオン液体を 400 mMで 3時間処理すると、シロイヌナズナ芽生えの表皮細胞におい
て、細胞壁透過性が有意に向上することを見出した。また、双性型イオン液体処理により、ミセ
ルによる葉緑体と核への DNA 導入効率が向上することが確認された。これらの結果に基づき、
今後、双性型イオン液体と双性イオン型ペプチドの比較や、ミトコンドリアを標的とした遺伝子
導入への適用を検討する。 

（3）エンドソーム脱出ペプチドの開発：ミセルは CME によってエンドソームという膜小胞に
内包された状態で細胞内へ取り込まれる。多くの場合、エンドソームは液胞へ運ばれて、その内
包物は液胞内に豊富に存在する酵素等により分解を受ける。このため、ミセルのエンドソームか
ら細胞質への移行効率が遺伝子導入効率に大きく影響する。我々は、エンドソームの脂質膜を不
安定化させるペプチド（EDP）を CPP とともにミセル表面に提示させ、共焦点レーザー顕微鏡
により、CPP/EDP 提示型ミセルの細胞内局在を詳細に調べた。その結果、ミセルのエンドソー
ムからの脱出を促すペプチド（EED4および LAH4-L1）を見出すことに成功した。また、CPP/EDP
提示型ミセルが高い効率で細胞質へ移行するために、遺伝子導入効率が CPP のみを提示するミ
セルと比較して 2 倍程度向上することも明らかにした。さらに CPP と EDP を融合した dual-
domain CPP を新たに開発し、これをミセル表面に提示させることで、核への遺伝子導入効率を
最大で 4倍程度向上させた。 

（4）ミセルによる植物ミトコンドリアへの遺伝子導入：（3）で開発した dual-domain CPPとMTS
を同時に提示させたミセルを構築し、シロイヌナズナ芽生えに対する DNA導入を検討した。レ
ポーター遺伝子の発現を定量した結果、ミセルによるミトコンドリアへの遺伝子導入効率は、従
来の融合ペプチドと比較して約 5倍程度高いことが明らかとなり、本研究の目的は達成された。
今後、ペプチド提示型ミセルと、（1）で開発したマクロピノサイトーシス誘起ペプチド（dTat-Sar-
EED4）や（2）で開発した双性イオン型ペプチドを組合わせることで、さらなる遺伝子導入効率
の向上が期待できる。 
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