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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、膜透過性治療薬の細胞侵入メカニズムを電子顕微鏡で可視化解析すること
であり、これらの試薬が細胞にエンドサイトーシスされた後に、エンドソームの構造崩壊を伴って細胞に侵入するとい
う仮説を検証することである。エンドソーム構造の崩壊過程を可視化することは、これらの薬剤がなぜ効くのかを深く
理解するのに極めて重要であるばかりでなく、現在医学における将来の改善療法の開発に指針を与える上でも大切であ
る。ポリカチオン性高分子による「プロトン・スポンジ」やエンドソーム崩壊ペプチドによる「エンドソーム・エスケ
ープ」と呼ばれてきた仮説を電子顕微鏡法により慎重に検証した。

研究成果の概要（英文）：The basic purpose of this project was to visualize with the electron microscope 
(the EM) the mechanism of entry of the important cell-penetrating therapeutic agents available today, 
with the hypothesis that this entry is via endosome-rupture after cells have “endocytosed” the 
agents.We believed that visualizing endosome-rupture would be terribly important for understanding why 
these agents are effective, if they are, and for pointing the way for the development of future improved 
therapeutics in modern medicine. We felt that this was a vital medical goal, because it represents a 
'bottleneck' between further industrial production of more modern therapeutics, and future clinical 
application of these new agents. These hypothesis so-called the “proton sponge” mechanism by 
polycationic polymers and the "endosome escape" by endosome-disrupting peptides were carefully tested by 
electron microscopy.

研究分野： 細胞生物・生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

生きた細胞の細胞膜を透過し細胞質内への移

行を可能する「人工合成ナノ粒子による薬

剤・遺伝子の細胞内導入技術」は商業的にも

非常に重要になっている。ナノ粒子の開発研

究は、多種多様な細胞膜透過性ペプチド(CPP, 
Cell-Penetrating Peptide)によるカチオン化
ナノ粒子の作製に集中している。先導的な研

究により、ナノ粒子が細胞内に積極的に取込

まれるのが示されている。細胞の真の内側（細

胞質）まで到達し内包物を届けるには、細胞

内に取込まれた後も細胞膜（実際にはエンド

ソーム膜）を透過する必要がある。しかし、

細胞内に取込まれた後のナノ粒子については、

ほとんど研究されていない。そこで、私たち

は現在世界でほとんど実践不可能となった

「ディープエッチ電子顕微鏡法（”Deep-etch 
electron microscopy”）」を用いて、CPPでオ
プソニン化されたナノ粒子がどのようにエン

ドソーム膜を透過するかを決定する構造解析

法を提案したい。この最大の利点は、物理的

かつ化学的な実験処置を施さずに、細胞を生

きた状態のまま「急速凍結」して観察できる

ことにある。そのため、CPPに突き破られる
エンドソーム膜の表面像が高解像度で撮影さ

れ、実際に近い「ナノ粒子の細胞膜透過機構」

に対する見解が得られると期待できる。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、膜透過性治療薬の細胞侵入

メカニズムを電子顕微鏡で可視化解析するこ

とであり、これらの試薬が細胞にエンドサイ

トーシスされた後に、エンドソームの構造崩

壊を伴って細胞に侵入するという仮説を検証

することである。 
 
３．研究の方法 

私たちが独自に開発してきた「ディープエッ

チ電子顕微鏡法」を用いて、CPPで被覆され
た合成ナノ粒子がエンドソーム(or MVB)膜
を透過するかどうか、更にどのように透過す

るかを生きた細胞の状態のまま解明する。ナ

ノ粒子研究で世界を先導する研究室と共同研

究を推進し、彼らが合成するナノ粒子を、極

めて沢山の MVB を産生する培養動物細胞に
投与する。ナノ粒子のエンドソーム膜透過過

程（に伴う膜構造変化）が捉えられない場合

には他のメカニズムの可能性を探る。	

	
４．研究成果	

エンドソーム構造の崩壊過程を可視化するこ

とは、これらの薬剤がなぜ効くのかを深く理

解するのに極めて重要であるばかりでなく、

現在医学における将来の改善療法の開発に指

針を与える上でも大切である。この種の薬剤

の効能を最大限に発揮させるには、細胞内へ

の取り込みメカニズムを深く理解することが、

唯一本質的に欠かすことが出来ないと私たち

は議論してきた。細胞内への取り込み過程を

直接観察できるのは電子顕微鏡法だけである。 
	 初期研究期間の目的は、電子顕微鏡法でエ

ンドサイトーシスを可視化解析する方法論を

確立することであった。残念ながら、一連の

仕事は結果として実行不能に近く困難である

ことが分かったが、従来の基本仮説について

興味深い検証成果を得た。電子顕微鏡法で可

視化でき、かつ細胞内取り込みに充分な性能

をもつ薬剤を調達できなかった。共同研究者

からの調剤試薬が細胞毒性を示したり、細胞

侵入が不可能なであった。金属ゼオライトか

らタンパク質脂質化合物対して、電子顕微鏡

法的手法により多くの時間を費やされた。有

効な治療法を見つけるというゴールを達成で

きないものの、私たちは、試薬投与時に予期

されるエンドソームの構造変化に関して、電

子顕微鏡法により正確に観察できるかという

基本に立ち返ることにした。ポリカチオン性

高分子による「プロトン・スポンジ」やエン

ドソーム崩壊ペプチドによる「エンドソー

ム・エスケープ」と呼ばれてきた仮説を慎重

に検証した。電顕構造解析からすると、これ

らのメカニズムは全く不可能なものであった。

最終的に、細胞透過性薬剤が細胞質に到達す

る作用機序に関する充分な情報は得られなか

った。 
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