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研究成果の概要（和文）：　α-aminoisobutyric acid (Aib) 含有膜透過性ペプチドMAP(Aib)の2，8，14，20 残基目
の一部或いは複数個をCys残基に置換したペプチドと，RGD 配列を含んだペプチド [cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys-)]
 とをジスルフィド結合を介して結合させ，RGDペプチドの位置や数が異なった5種類のMAP(Aib)-RGDコンジュゲート体
を合成した．MAP(Aib)の20残基目に1個のRGD配列を有したコンジュゲート体と2，8残基目に合計2個のRGD配列を有した
コンジュゲート体がsiRNAの有用なデリバリーツールであることがわかった．

研究成果の概要（英文）：　To achieve the targeted delivery of siRNA, five conjugates of Aib-containing 
helical peptides with mono-, di-, and trivalent cRGDfC, which is known to bind to αvβ3 integrin, were 
synthesized. Among the five conjugates, the monovalent cRGDfC conjugating at position 20 of the amino 
acid sequence of the helical peptide through the formation of a disulfide bond (PI) and the divalent 
cRGDfC conjugating at positions 2 and 14 of the amino acid sequence of the helical peptide through the 
formation of disulfide bonds (PIII) significantly enhanced the delivery of fluorescence-labeled siRNA 
into A549 cells as the peptide/siRNA complex formed by electrostatic interaction. The cellular uptake of 
the PI/siRNA complex might involve specific interactions of the RGD group with the αvβ3 integrin 
receptor. The RNAi effect of the complex on luciferase expression in A549-Luc cells was examined. 
Luciferase expression was significantly decreased in the presence of the PI/siRNA and PIII/siRNA 
complexes.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： Aib　両親媒性ヘリックスペプチド　膜透過性ペプチド　核酸医薬　siRNA　RNA干渉　インテグリンレセ
プター
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１．研究開始当初の背景 
核酸医薬（アンチセンス，siRNA，リボザ

イム，アプタマー，デコイ核酸など）は，核
酸をマテリアルとし，疾患関連分子の遺伝子
発現や機能を抑制することで，病気の発症や
進行を止める作用をもつ薬剤のことをさす．
近年の遺伝子科学の発展に伴い，疾患関連遺
伝子の同定が進み，今後益々，核酸医薬の重
要性が増加することが予測される．現在のと
ころ核酸医薬として臨床に供されている化
合物は申請者の知るところ，Vitravene と 
Macugen の 2 種のみである．これら核酸医
薬の開発の障壁となっている理由として，核
酸分子の生体内不安定性（ヌクレアーゼによ
る分解）と膜透過性の悪さが挙げられる．こ
れらの理由から上記の 2種を含め臨床研究段
階の核酸医薬の多くは局所適用に限られて
いるのが現状である．これらの問題点を克服
可能な分子機能を兼ね備えたデリバリーツ
ールを開発できれば，今後急増すると予測さ
れる核酸医薬品の開発に大きく貢献するこ
とが期待できる． 
 
２．研究の目的 
 著 者 は こ れ ま で に ， Aib (U: 
-aminoisobutyric acid) とリシン (Lys) を組
み合わせたプロテアーゼ耐性能を有する両
親媒性へリックスペプチド，MAP(Aib) が，
効率良くオリゴヌクレオチドを細胞内に導
入することを明らかにしてきた（文献①，②）．
しかし，本ペプチドはオリゴヌクレオチドを
細胞内に導入する際に，標的認識能がないと
いう欠点が揚げられてきた．そこで本研究で
は，MAP(Aib) をベースとした両親媒性へリ
ックスペプチドに標的認識機能を付与し，且
つ高いヌクレアーゼ耐性能・膜透過能を兼ね
備えたペプチド性デバイスを創製し，一本鎖
オリゴヌクレオチドを用いるアンチセンス
法や二本鎖オリゴヌクレオチドを用いる
RNA 干渉法への適用を検討することを目的
とする．具体的には以下の点を検討し，明ら
かにする． 
（１）標的認識機能・ヌクレアーゼ耐性能・
膜透過能を兼ね備えた Aib 含有へリックス
ペプチドの設計・合成：Aib と Lys を組み合
わせて両親媒性ヘリックスペプチドをデザ
インし，へリックス軸に対して Aib を中心
とした疎水性面と Lys を中心とした親水性
面を形成させ，膜透過能を有したへリックス
ペプチドを合成する．疎水性面側に Cys を
配置し，ジスルフィド結合を介してがん細胞
に過剰に発現しているインテグリンレセプ
ターに特異的に結合する RGD (Arg-Gly-Asp) 
モチーフ（文献③）を結合させ，標的認識能
を付与させる．ジスルフィド結合を介して
RGD モチーフをペプチドに結合させると，
両親媒性構造が崩れるが，細胞内に移行した
後，細胞内の還元的環境下でジスルフィド結
合が切断され，元来のへリックス構造が再構
築されると予想される．この分子変換は，細

胞取り込み機構がエンドサイトーシスの際，
再構築された両親媒性へリックス構造によ
るエンドソーム膜の破壊によるエンドソー
ム脱出機能として期待できる． 
（２）Aib 含有へリックスペプチド/siRNA
複合体形成：デザインしたペプチドの Lys 側
鎖の正電荷と siRNA のリン酸基の負電荷の
静電的相互作用を利用し，ペプチド/siRNA
複合体を形成させる．この複合体形成により，
siRNA はペプチドに覆われるため，ヌクレア
ーゼに対して抵抗性を示すことが期待でき
る．  
（３）複合体の標的認識機能，RNA 干渉効果
の検討：RGD モチーフを付与することによる
ペプチド/siRNA 複合体の標的認識能，RNA 
干渉能を検討する．Fig. 1 に今回の研究の概
略をまとめた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Aib 含有ヘリックスペプチドによる
siRNA の細胞内輸送戦略． 
 
 
３．研究の方法 
（１）ペプチド合成 
ペプチドの合成は，Fmoc-固相合成法によ

り行った.通常のアミノ酸の縮合に関しては，
縮合試薬として N,N-diisoprorylcarbodiimide 
(DIPCI)，1-hydroxybenzotriazole (HOBt) を用
い，Aib とその隣接したアミノ酸の縮合は，
Fmoc- ア ミ ノ 酸 フ ル オ ラ イ ド ，
N,N-diisopropylethylamine (DIEA) を用いた．
RGD ペプチドとして環状の cyclo(-Arg-Gly- 
Asp-D-Phe-Cys-) (cRGDfC) を用い，cRGDfC 
のチオール基を 3-nitro-2-pyridylthio 化し活性
化後，両親媒性へリックスペプチド中の Cys
の側鎖とジスルフィド結合を形成させるこ
とにより RGD 配列を有したヘリックスペプ
チド（PI－PV，Table 1）の合成を行った．
PI-acetamide は，対応するヘリックスペプチ
ドに 2-iodoacetamide を反応させることによ
り合成した． 
（ ２ ） ペ プ チ ド / 蛍 光 ラ ベ ル 化
AlexaFluor488-siRNA 複合体の細胞内取り込
み 
ペプチドと AlexaFluor488-siRNA を静電的

相互作用を利用して 37℃，30 min，インキュ
ベーションすることで複合体を形成させ，そ
の複合体をヒト肺がん細胞である A549 細胞
に 37℃，8h 作用させた．細胞内に取り込ま
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れた蛍光ラベル化 siRNA の細胞内分布を共
焦点レーザー顕微鏡で観察し，細胞内取り込
まれた siRNA の定量的評価に関しては，細胞
溶解液を作成し蛍光光度計を用いて定量し
た． 
（３）ルシフェラーゼ安定発現 A549 
(A549-Luc) 細胞に対する RNA 干渉効果の検
討 
 ルシフェラーゼ遺伝子を標的としたペプ
チド/siRNAの複合体をA549-Luc に作用させ、
無血清培地で 8 時間 37℃ でインキュベーシ
ョン後，血清の入った培地を加え，24 時間培
養した．その後，細胞を採取し，洗浄後，細
胞溶解液を作製した．その細胞溶解液中のル
シフェラーゼ酵素を発光分析により定量し
た．抗ルシフェラーゼ-siRNA は次の配列の
ものを用いた．sense strand: 5’-CUU ACG CUG 
AGU ACU UCG A dTdT-3’; antisense strand: 
5’-UCG AAG UAC UCA GCG UAA G dTdT -3’
（文献④）． 
 
４．研究成果 
（１）cRGDfC-Aib 含有両親媒性ヘリックス
ペプチドの設計と合成 
 両親媒性ヘリックスペプチドである 
MAP(Aib) のアミノ酸配列をベースとし，C-
末端に Cys を配置した PI，14 番目に Cys を
配置した PII，2，14 番目に Cys を 2 個配置し
たPIII，8，14番目にCysを2個配置したPVI，
2，8，14 番目に Cys を 3 個配置した PV を合
成した．RGD 配列としてv3インテグリンリ
セプターに親和性を有する cRGDfC を用い，
ヘリックスペプチドとジスルフィド結合を
介して cRGDfC と縮合させた (Table 1)．これ
らの類縁体の合成は，siRNA の細胞内取り込
み能，RNA 干渉効果や v3 インテグリンリ
セプター認識能の影響を検討するために行
った．また，PI-acetamide は，RGD 配列を
持たないペプチドとして，対照実験を行う目
的で合成した． 
 
 
Table 1. cRGDfC-Aib 含有両親媒性ヘリッ
クスペプチドのアミノ酸配列.a 
 
 
 
 
 
 
aU：-aminoisobutyric acid (Aib);. 
cRGDfC：cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys-)． 
Aib 含有両親媒性へリックスペプチドと cRGDfC の縮合
は，ジスルフィド結合形成により行った． 
bPI-acetamideのチオール基を，acetamide 基で保護した． 
 
  
またこれらペプチドは，CD スペクトルの

結果から-ヘリックス構造を取っているこ
とがわかり，PI を除いて，PII－PV 中の RGD
配列は，両親媒性ヘリックス構造の疎水側に

配置していることがわかった．故に，siRNA
と複合体を形成するとき，ペプチドの親水性
側を内側に siRNA を取り囲み，疎水性側にあ
る RGD 配列が外側に向くと予測される． 
 
（ ２ ） ペ プ チ ド / 蛍 光 ラ ベ ル 化
AlexaFluor488-siRNA 複合体の細胞内取り込
み 
 ペプチド/AlexaFluor488-siRNA 複合体（2.5 
M/25 nM）を 37℃，8 h，A549 細胞に作用さ
せた結果を Fig. 2 に示す．ヘリックスペプチ
ドの C-末端に RGD 配列を有する PI，2，14
番目に RGD 配列を 2 個有する PIII が最も細
胞内取り込み量が多く，次に PII，PV で，PIV
に関しては全く取り込みが認められなかっ
た．一方，RGD 配列を持たない PI-acetamide 
については，PI や PIII よりは弱いが，PII 或
いは PV より強い取り込み能が認められた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. ペプチド/蛍光ラベル化 siRNA の
A549 細胞内取り込み． 
ペプチド/AlexaFluor488-siRNA 複合体（2.5 M/25 nM）
を 37℃，8h，細胞に作用させた． 
 
 
次に最も取り込み能の強い PI/siRNA，

PIII/siRNA 複合体の細胞内での分布を，上記
の実験と同条件を用いて共焦点レーザー顕
微鏡で観察した．PI/siRNA，PIII/siRNA 複合
体双方に細胞内に強い蛍光像が認められ，上
記の実験結果を支持した．その細胞内分布を
詳しく観察していくと，PI/siRNA 複合体は細
胞内一面及び斑点状に蛍光像が認められ，一
方 PIII/siRNA 複合体は斑点状の蛍光像のみ
が認められた (Fig. 3)．一般的にこの斑点状
の蛍光像はペプチド/siRNA がエンドソーム
内に局在していることを意味することから，
PI/siRNA，PIII/siRNA 複合体はエンドサイト
ーシス機構で細胞内に移行したことが示唆
された．さらに，酸性のオルガネラで蛍光を
発する LysoTracker Red DND-99（赤色の蛍光） 
で，PI/siRNA 或いは PIII/siRNA 複合体（緑
色の蛍光）を作用させた細胞を処理すると，
斑点状の蛍光像のみが色の変化（黄色）が認
められ，複合体がエンドソーム内に局在して



いることが示された (Fig. 3)． 
さらに，PI/siRNA 及び PIII/siRNA 複合体

の細胞内取り込みを，エンドサイトーシス機
構を阻害する低温（4℃）で行うと，PI/siRNA
及び PIII/siRNA 複合体はそれぞれ 15%，90%
の取り込み阻害が起こった．PIII/siRNA 複合
体の取り込み阻害は強く起こったが，
PI/siRNA の取り込み阻害はそれほど強くな
かった．これらの結果から，PIII/siRNA 複合
体の細胞内取り込み機構は主にエンドサイ
トーシス機構が考えられるが，PI/siRNA 複合
体の取り込み機構は，共焦点レーザー顕微鏡
で細胞に一様に蛍光像が認められること，及
び低温実験の結果から，一部エンドサイトー
シス機構を持つが，非エンドサイトーシス機
構も含まれると考えられる．この事実は，い
くつかの膜透過性ペプチドの非エンドサイ
トーシスの膜透過機構  (inverted micelle, 
carpet model, pore formation)でも見られる（文
献⑤，⑥）． 
また，ペプチドの RGD 配列が v3インテ

グリンリセプターを認識し，細胞内に移行し
ているか否かを判断するため，v3インテグ
リンリセプターに対して選択的且つ高い親
和 性 を 有 す る cyclo(-Arg-Gly-Asp- 
D-Phe-Val-) (cRGDfV) 共存下で PI/siRNA 及
び PIII/siRNA 複合体の細胞内取り込み実験
を行った（文献⑦）．5.0 μM の cRGDfV 存在
下， PI/siRNA 複合体 (0.5 μM/25 nM) を細
胞に作用させると，PI/siRNA 複合体のみで
行った実験に比べると，約 20%の取り込み阻
害が認められた．一方，PIII/siRNA 複合体 
(2.5 μM/25 nM)についても同様に実験を行っ
たが，明瞭な結果は得られず，また，cRGDfV
濃度を 5.0 μM 以上に上げると細胞毒性を示
すことからこれ以上の実験は行えなかった．
以上の結果から，PI/siRNA 複合体は一部 
v3インテグリンリセプターを認識し，それ
に伴うエンドサイトーシス機構で細胞内に
移行していることがわかった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3. PI/siRNA 及び PIII/siRNA 複合体の細
胞内での分布 

A549 細胞をペプチド /AlexaFluor488-siRNA 複合体 
(2.5 M/25 nM，緑色) で 37℃，8 h (A: PI) 或いは 41 h (B: 
PIII) インキュベーション後 ,さらに  LysoTracker Red 
DND-99 (10 nM, 赤色) で 37℃，1 h インキュベーション
した.  
 
 

（３）ルシフェラーゼ安定発現 A549 
(A549-Luc) 細胞に対する RNA 干渉効果の検
討 

 A549-Luc 細胞にペプチド/抗ルシフェラー
ゼ-siRNA 複合体 (1.0 M/10 nM) を作用さ
せた RNA 干渉効果を Fig. 4 に示した．蛍光
siRNA の取り込み能に優れた，PI/siRNA 複
合体のみにルシフェラーゼの発現抑制が認
められ，その抑制効果は既存のトランスフェ
クション試薬である lipofectamine 2000 より
強いことがわかった．また RGD 配列を持た
ない PI-acetamide に全く抑制効果が認めら
れなかったことから，ヘリックスペプチドに
RGD を付与することの重要性が示唆された．
また，蛍光 siRNA の取り込み能が強かった
PIII/siRNA 複合体に関しては，1.0 M/10 nM 
濃度でインキュベーション後，24 h 培養では
効果が表れなかったが，培養時間を 48 h に
延長すると 15% のルシフェラーゼ発現抑制
が認められた．これは，先で述べたように
PIII/siRNA 複合体の細胞内取り込みメカニ
ズムがエンドサイトーシスであることとの
関連性が考えられ，エンドソームにトラップ
された複合体が細胞質に放出されるのに時
間を要するものと思われる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. ペプチド/siRNA 複合体の RNA 干渉
効果 

A549-Luc 細胞にペプチド/抗ルシフェラーゼ-siRNA 
複合体 (1.0 M/10 nM) を含んだ無血清培地で 37℃，8 h
インキュベーション後，血清を含んだ培地を加え 24 h 培
養した．化合物を含まない細胞のルシフェラーゼの発現
量を 1.0 (control) とし，各複合体のルシフェラーゼ発現
量をその相対値で示した． 

  
 

（４）結論 
 両親媒性ヘリックスペプチド MAP(Aib) 
のアミノ酸配列をベースとして，そのペプチ
ドに環状 RGD 配列を C-末端に付与した PI，
そのペプチドの 2，14 番目に環状 RGD 配列
を有する PIII が siRNA の優れたデリバリー
ツールであることがわかった．また，
MAP(Aib) がオリゴヌクレオチドと静電的複
合体を形成することにより，オリゴヌクレオ
チドの酵素耐性を示すことから，創製したこ
れらペプチドは，核酸医薬の欠点を補ったペ
プチド性デバイスとなる可能性を示せた．ま
た PI に関してはv3 インテグリンリセプタ

A B 



ーを認識していることから，がん細胞へのタ
ーゲティングの可能性を示唆した． 
 以上より，今回合成したペプチドが核酸医
薬の発展に寄与する可能性を明らかにした． 
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