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研究成果の概要（和文）：研究代表者らが開発したサイトゾル移行型膜透過ペプチドPas2r12は、抗体などの高
分子をサイトゾルへと導入することができる。このPas2r12を生体へ応用できれば、組織細胞内を標的とした新
たな分子標的薬の開発に繋がると期待した。本研究では、作製したCaveolin-1過剰発現株のうち有意にPas2r12
によるカーゴタンパク質のサイトゾル導入率が低下する株を見出した。また、Pas2r12およびPa2r12とEGFPの複
合体によって、ERKがリン酸化されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The Pas2r12 can introduce macromolecules such as antibodies into the 
cytosol. We expected that this Pas2r12 would lead to the development of new molecular-targeted drugs
 targeting tissue cells. In this study, We found that the cytosolic transduction of cargo protein by
 Pas2r12 was significantly reduced one of the caveolin-1 overexpressing strains. We also found that 
ERK was phosphorylated by Pas2r12 and the complex of Pa2r12 and EGFP.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 膜透過ペプチド　Caveolin-1　ERK　EGFP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性リンパ腫を始めとする癌の治療において、分子標的薬の貢献は非常に大きい。特に、受容体特異的な抗体を
用いて、細胞内へと抗がん剤を導入することで効果的で副作用の少ない薬剤が期待できる。本研究はまだ基礎段
階ではあるが、細胞内へと高分子を導入できるツールとして意義があると考える。

※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 
生体組織へのタンパク質導入技術は、細胞生物学的基礎研究から創薬・臨床研究に至るまで

幅広い分野で必要とされている。しかし、現状では培養細胞レベルでさえ導入方法は確立されて

いるとは言えない。研究代表者らが開発したサイトゾル移行型膜透過ペプチド Pas2r12は、抗体

などの高分子をサイトゾルへと導入することができる[1,2]。この Pas2r12を生体へ応用できれば、

組織細胞内を標的とした新たな分子標的薬の開発に繋がると期待した。さらに、Pas2r12 は特異

的受容体の存在が予測された。そこで、この受容体をエントランスとしたターゲティングができ

るのではないかと考え、本課題の申請に至った。 

 
２．研究の目的 
生細胞内タンパク質導入法として、細胞膜透過性ペプチドを用いる方法がある。しかし、ほ

とんどがエンドサイトーシスで取り込まれ、導入物質の多くはエンドソーム内に留まるので生

理活性を示すことができなかった。研究代表者は、基盤研究 C（H29–H31）においてサイトゾル

移行型膜透過ペプチド（Pas2r12）を開発し、カベオラエンドサイトーシスという特殊な経路を介

して、緑色蛍光タンパク質や抗体をサイトゾルへと移行させることに成功した[1]。カベオラエ

ンドサイトーシスには、細胞表面にリガンド特異的な受容体が存在することが知られている[3]。

本研究では、①カベオラの主要構成タンパク質の一つである Caveolin-1と Pas2r12によるカーゴ

デリバリーとの関係、②Pas2r12 が細胞に対してどのようなシグナルとして認識されているか、

以上 2点について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Caveolin-1過剰発現株は、HEK293（ヒト胎児腎臓由来細胞）を親株として制限酵素によって

線状化した Human Caveolin-1/CAV1 Gene ORF cDNA clone expression plasmid（pCMV3-untagged、

Sino Biological、China）をランダムインテグレーションすることで作製した。 

Caveolin-1 の発現量、Caveolin-1 のリン酸化、ERK のリン酸化量は、Western blot により確認し

た。免疫染色細胞および Pas2r12による EGFPのサイトゾル導入細胞は、共焦点レーザー顕微鏡

FluoView FV1200（Olympus, Tokyo, Japan）により確認を行なった。蛍光標識されたアルブミンと

EGFPの細胞内導入量は、NovoCyte Flow Cytometer（Agilent Technologies, CA, USA）を用いて解

析を行なった。 
 
４．研究成果 

（１）Caveolin-1過剰発現株についての解析 

まず、作製した3株（Cav38、Cav44、Cav53）に対して、Caveolin-1（22 kDa）が過剰発現して

いることを確認したところ、親株であるHEK293に比べて、Cav38、Cav44、Cav53は約3.1倍、4.1

倍、3.4倍のCaveolin-1量であることが分かった。これら3株について免疫組織化学染色を行った

ところ、Cav38、Cav44、Cav53においてCaveolin-1が細胞膜辺縁や細胞基質内に散在している様

子が観察された。Caveolin-1の細胞における分布は、細胞表面のカベオラが知られている。よっ

て、細胞膜辺縁にみられるシグナルはカベオラに局在しているCaveolin-1に由来するものである

可能性が考えられた。 

カベオラ依存性エンドサイトーシスのマーカーとしてアルブミンが知られている。Caveolin-

1過剰発現株でアルブミンの細胞内導入量は顕著に低下するという報告があることから、3株に



おける牛血清アルブミンの細胞内導入量を比較した。BSAは、細胞表面カベオラ構造内にある

gp60に結合し、これによってカベオラ依存性エンドサイトーシスが引き起こされることから、カ

ベオラ依存性エンドサイトーシスのマーカーとして使用される。HEK293に対してCav38、44、53

におけるBSAの細胞内導入量は、おおよそ1/2であることが分かった。以上の結果から、Cav38、

44、53は、Caveolin-1が過剰発現しており、一様にカベオラ依存性エンドサイトーシスマーカー

の導入量が低下することが示された。 

 

（２）Caveolin-1過剰発現株におけるPas2r12によるEGFPのサイトゾル導入率への影響 

Pas2r12によるEGFPの細胞内導入量について解析を行った。HEK293に対してCav38、44、53に

おけるEGFPの細胞内導入量は、顕著に増加していることが分かった。Pas2r12によりサイトゾル

へEGFPが導入された細胞の割合を、共焦点レーザー顕微鏡解析により確認した。EGFPのサイト

ゾル導入細胞の割合は、HEK293では30%であった。一方、Cav38は34%、Cav53は43%であり

HEK293におけるEGFPのサイトゾル導入率と差がなかったが、Cav44は12%と顕著に低下した。

以上の結果から、Cav44では細胞内へEGFPは導入されたが、サイトゾル導入がほとんど行われな

いことが分かった。Cav44において、HEK293株との違いがCaveolin-1を過剰発現しているだけで

はなく、サイトゾルへ導入に必要な遺伝子の発現がランダムインテグレートによりCaveolin-1が

挿入されることで起こっているのではないかと考えられた。 

 

（３）CPPによるERKシグナルの活性化 

Pasr2r12または Pas2r12と EGFP の複合体を HEK293細胞に加え、ERKのリン酸化について

調べた。Pas2r12、r12、 Pas2、Pas2r12と EGFPの複合体、EGFPを加えた細胞において、何も加

えていないコントロールと比べて Pa2r12および Pas2r12と EGFPの複合体 ERKのリン酸化が顕

著に増加した（図 A）。 

次に、Caveolin-1 過剰発現株における Caveolin-1 のリン酸化と Extracellular signal-Regulated 

Kinase (ERK) 1/2の活性化について調べた。Mitogen-Activated Protein Kinase（MAPK）経路は、増

殖、分化、アポトーシスおよびストレス応答を含む多種多様な細胞プロセスを調節する重要なシ

グナル伝達経路である[4,5]。MAPK 経路には下流タンパク質を活性化及びリン酸化する３つの

主要なキナーゼ、MAPKキナーゼキナーゼ（Rapidly accelerated fibrosarcoma (Raf) など）、MAPK

キナーゼ（Mitogen-activated Extracellular signal-regulated Kinase (MEK) 1/2 など）、MAPK

（Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) 1/2など）が含まれる[6]。HEK293と同様に、Cav38、

Cav44、Cav53 では Pas2r12 と EGFP の複合体によって ERK のリン酸化が確認された（図 B）。

以上の結果から、Pas2r12と EGFPの複合体は HEK293および Cav38、Cav44、Cav53において細

胞外シグナルとして認識されていることが示唆された。 
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