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研究成果の概要（和文）：本研究では、Sonochemical internalization法という「細胞質内への物質導入を超音波で誘
導する方法」を提案し、開発に取り組んだ。 近年、Cell-penetrating peptide (CPP)を付加した蛋白質等の細胞内導
入が盛んに行われているが、エンドサイトーシスで細胞内に入るもののエンドソーム内に集積してしまい、機能が現れ
ないことも多い。 そのようなCPP融合蛋白質をエンドソームから出すための起爆剤として「超音波に応答して活性酸素
種を出す音増感剤」の利用を検討した。僅かではあるが、複合体分子を超音波依存的にエンドソームを脱出させ細胞質
へと運ぶことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed a method for cytosolic delivery of proteins and peptides using 
sonosensitizers and ultrasonic waves. This method is named as sonochemical internalization. Recently, 
many researchers have used cell-penetrating peptides (CPP) for cytosolic delivery of proteins or 
peptides. However, in many cases, the CPP-fused molecules are entrapped in endosomes. In this study, we 
attempted to use sonosensitizers and ultrasonic waves for the endosomal escape of the CPP-fused molecule. 
We confirmed the ultrasound-dependent endosomal escape slightly but certainly.

研究分野： 生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
筆者らは、光をあてた細胞のみで細胞質内に
RNA を導入する方法を開発した。 この方法に
おいて要となるのは光応答性RNAキャリアで
あり、これは RNA キャリア蛋白質に光増感剤
を共有結合させた分子である(Bioconjug. 
Chem, 2008)。 このキャリアで細胞内に運び
込んだRNAはエンドソームという小胞に滞留
して全く機能しないが、光を当てるとエンド
ソームが崩壊し、トラップされていた RNA は
細胞質に拡がる（このとき起こるエンドソー
ム崩壊は、光照射時に光増感剤から生成する
活性酸素種[ROS]の量と相関している）。 つ
まり、光応答性キャリアを用いると、光によ
るRNAの細胞質内導入が起こることが分かっ
た(J. Control. Release, 2009)。 同様に、
光増感剤と組み合わせることで「細胞内に侵
入しエンドソーム内局在する蛋白質」の細胞
質内導入の光誘導も可能である。 
 一方、近年、超音波照射により ROS を生じ
る物質が報告されてきている。 その中には、
酸化チタンのような無機物質 (J. Control. 
Release 2011, 149, 190) もあるが、有機色
素類も含まれている (Ultrasonics 2012, 52, 
490)。 これらは音増感剤 (sonosensitizer) 
と呼ばれている。 
 上記の、光で RNA や蛋白質の細胞質内導入
を誘導する方法は、in vivo に応用する場合
に、光の到達深度に問題があり生体組織の深
部への適用が難しい。 そこで、音増感剤を
利用して、超音波で細胞質内分子導入を誘導
する方法の提案に思い至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、光と光増感剤とエンドソーム局
在性分子の組み合わせを用いたのと同様に、
超音波と音増感剤とエンドソーム局在性分
子の組み合わせでエンドソーム破壊（そして
生体分子の細胞質内導入）を起こす方法につ
いて検討する。すなわち、エンドソーム局在
性分子と音増感剤を細胞に投与した後、エン
ドソームに集積してきた頃に超音波の力で
エンドソーム破壊を引き起こし、生体分子の
細胞質内導入を行う方法を SCI 法として提
唱し 確立することを本研究の目的とする。 
  
 
３．研究の方法 
(1)音増感剤の探索 
 超音波照射時にROS生成を介してエンドソ
ーム破壊を引き起こすような音増感剤を探
した。 まず、市販の有機色素の中から、超
音波照射時にROS生成するものを探し、また、
細胞投与時にエンドソーム局在するものを
探した。 
 
(2)蛋白質に付加可能な音増感剤の合成 

 既知の音増感剤に対して、蛋白質に結合可
能な官能基（マレイミド基）をもつものの合
成を行った。 
 
(3)エンドソーム局在性音増感剤とエンドソ
ーム局在性蛋白質を用いた SCI 法の試行 
細胞内に侵入してエンドソームに局在する
機能分子として、Cell-penetrating peptide 
(CPP)融合型 RNA キャリア蛋白質および CPP
融合型アポトーシス誘導蛋白質を用いた。 
このエンドソーム局在性機能分子とエンド
ソーム局在性音増感剤とを培養細胞に投与
し、その後、超音波照射することでエンドソ
ーム局在性機能分子がエンドソームを脱出
して細胞質へと拡散するかどうかを調べた。 
 
(4) 超音波応答性蛋白質分子の作製 
細胞内侵入性かつエンドソーム局在性の蛋
白質に、音増感剤を付加したものを作製した。 
このとき、上述の CPP 融合型 RNA キャリア蛋
白質およびCPP融合型アポトーシス誘導蛋白
質を用いた。 これらの蛋白質の SH 基に対し
てマレイミド基をもつ音増感剤を付加させ、
ゲル濾過により精製した。 
 
(5)エンドソーム局在性・超音波応答性機能
分子による SCI 法の検討 
 (4)で作った超音波応答性蛋白質分子を培
養細胞に加え、この分子がエンドソームに蓄
積することを蛍光顕微鏡で確認した。ここで
超音波を照射し、超音波照射時に機能分子が
細胞質内へと拡散するかどうかを調べた。 
その後に、導入した分子による細胞内機能発
現を調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1)音増感剤の探索 
 市販の有機色素の中で、RoseBengal やポル
フィリン等から、超音波照射時に ROS 生成す
ることが確認された。これらは細胞投与時に
エンドソームに局在とまではいかないが、あ
る程度移行した。これらは音増感剤としては
既知のものである。効率良く ROS 生成する新
規の音増感剤は見つからなかった。 
 
(2)蛋白質に付加可能な音増感剤の合成 
 音増感剤の RoseBengal やポルフィリンに
対して、蛋白質に結合可能な官能基（マレイ
ミド基）をもつものの有機合成に成功した。 
 
(3)エンドソーム局在性音増感剤とエンドソ
ーム局在性蛋白質を用いた SCI 法の試行 
 エンドソーム局在性蛋白質とエンドソー
ム局在性音増感剤とを培養細胞に投与し、そ
の後、超音波照射したが、エンドソームの脱
出は見られなかった。これはエンドソーム局
在性蛋白質と音増感剤とを別々に用いたせ



いであると考え、(4)の、蛋白質―音増感剤
コンジュゲートの作製に進んだ。 
 
(4) 超音波応答性蛋白質分子の作製 
細胞内侵入性かつエンドソーム局在性の蛋
白質（CPP 融合型 RNA キャリア蛋白質、およ
び CPP 融合型アポトーシス誘導蛋白質）に、
音増感剤の付加を試みた。ポルフィリンの付
加については、この化合物が疎水性が高いた
め水溶液中での反応を進めることが困難で
あったが、RoseBengal を付加したものを作製
には成功した。 
 
(5)エンドソーム局在性・超音波応答性機能
分子による SCI 法の検討 
 (4)で作製した超音波応答性蛋白質分子を
培養細胞に投与した後、超音波照射を行った。
照射強度と照射時間を変えて検討を行った。
強い照射条件において、僅かではあるが、CPP
融合型 RNAキャリア蛋白質と RNAの複合体分
子を超音波依存的にエンドソームを脱出さ
せ細胞質へと運ぶことに成功した。 
 以上によりSCI法という新手法が使える可
能性が見えてきた。今後、さらに音増感剤の
種類の検討や導入条件の検討によりSCI法に
よる導入効率を高めたい。 
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