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研究成果の概要（和文）：標的分子に対して高い特異性と親和性をもつ抗体／ペプチド／核酸などのバイオ医薬
は、従来の低分子化合物医薬と比べて副作用が少なく、治療効果が高い究極の分子標的薬として注目されている
が、細胞膜透過性が低いという欠点があり、効率のよいドラッグデリバリーシステム（DDS）の開発が求められ
ていた。本研究では、我々が発見した膜透過促進ペプチドを利用して、抗体／ペプチド／核酸を従来よりも効率
よく細胞質に送達できることを示した。また、基礎研究として、その膜透過促進メカニズムの解明も並行して進
めた。

研究成果の概要（英文）：Biopharmaceuticals consisting of antibodies, peptides or nucleic acids, 
which have high specificity and affinity for target molecules, are attracting attention as the 
ultimate molecular targeted drugs with less side effects and higher therapeutic effects than 
conventional drugs consisting of low-molecular compounds. However, biopharmaceuticals have a 
drawback of low cell membrane permeability, and thus development of an efficient drug delivery 
system (DDS) for biopharmaceuticals has been required. In this study, we discovered a membrane 
penetration-enhancing peptide for efficient cytoplasmic delivery of antibodies, peptides, and 
nucleic acids. In addition, as a basic research, we analyzed the membrane permeation mechanism.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が発見した膜透過促進ペプチドはヒト天然タンパク質由来であり免疫原性の懸念が少ないという利点もある
ことから、この独自の膜透過促進ペプチドを連結した抗体／ペプチド／核酸がヒト細胞の細胞質に効率よく送達
されるという本研究の成果は、将来的に、細胞内の疾患標的に作用する新しい抗体医薬の開発や、ペプチドや核
酸からなる中分子医薬の効率的なデリバリーに応用することが期待できる。これにより、我が国のバイオ創薬技
術の基盤強化、ひいては国民の医療・福祉の向上に大きく貢献することが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 標的分子に対して高い特異性と親和性をもつ抗体／ペプチド／核酸などのバイオ医薬は、
従来の低分子化合物医薬と比べて副作用が少なく、治療効果が高い究極の分子標的薬として注
目されているが、細胞膜透過性が低いという欠点があった。これまでに HIV1 由来の TAT やポリ
アルギニンなどの細胞膜透過性ペプチド（CPP）を融合することで抗体やペプチドを細胞内に輸
送した例はあるが、これらの CPP は細胞選択性に乏しいため将来的な臨床応用では副作用の問
題が危惧されており、また、エンドソームから細胞質への脱出効率が低いという課題もあった。
当時、申請者らは、ウニの受精に関与するタンパク質 Bindin に含まれる膜融合促進ペプチド（FP）
が、タンパク質や核酸のエンドソーム離脱を促進することを発見していた（文献①）。さらに、
ウニ由来のペプチドでは医薬に応用しようとする場合に免疫原性が懸念されることから、新た
にヒト由来の膜融合に関与する様々なタンパク質の部分ペプチドについて同様の膜透過促進活
性を探索した結果、Syncytin1 の部分ペプチド（S19 と命名）が、様々なヒト培養細胞の増殖や
生存に影響を及ぼすことなく、連結したタンパク質の細胞質送達を TAT の約 100 倍向上させる
ことを見出していた（特許出願 2015-118432；文献②）。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで本研究では、申請者らが発見したヒト Syncytin1 由来の膜透過促進ペプチドを利用
して、ペプチド／抗体／核酸などのバイオ医薬を従来よりも効率よくエンドソーム離脱させ、細
胞選択的に細胞質に送達させることができる汎用的なドラッグデリバリーシステム（DDS）の確
立を目的とした。具体的な細胞内の疾患標的として前立腺がんの悪性化に関与するアンドロゲ
ン受容体（AR）のスプライスバリアント（AR-V7）に作用できる細胞内抗体医薬／核酸医薬を作
成し、その効率的な細胞内送達の実現を目指した。また、基礎研究としてヒト Syncytin1 由来ペ
プチドによる膜透過促進メカニズムの解明も並行して進めた。様々なバイオ医薬の細胞選択的
DDS を確立することができれば、我が国のバイオ創薬技術の基盤強化、ひいては国民の医療・福
祉の向上に多いに貢献することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) モデルペプチドの細胞質送達および膜透過促進メカニズムの解析 
膜透過促進ペプチド S19 に変異を導入し、従来の CPP である TAT とともに蛍光タンパク質 eGFP
に融合したタンパク質を大腸菌で大量発現・精製し、HeLa 細胞に添加後、共焦点蛍光顕微鏡で
観察することで細胞内取り込み活性を調べた。また、いくつかの変異体について、S19-TAT ペプ
チドを化学合成し、CD スペクトル測定により二次構造を解析した。さらに、この融合タンパク
質が細胞質に送達していることを確認するために、細胞質内の標的に結合して生育阻害を起こ
すモデルペプチドを融合して、その作用を調べた。 
 
(2) 抗アンドロゲン剤抵抗性前立腺がんに対する抗体医薬の細胞内送達 
AR とそのスプライスバリアント（AR-V7）の両方に作用できる細胞内抗体医薬を創出するために、
両者共通の DNA 結合ドメインをベイトとして、当研究室で開発された mRNA ディスプレイ法によ
る試験管内選択をおこなった。細胞内抗体に S19-TAT を融合して、ヒト培養細胞に添加し、細胞
内取り込みを観察した。 
 
(3) 抗アンドロゲン剤抵抗性前立腺がんに対する核酸医薬の細胞内送達 
AR と AR-V7 の共通の遺伝子
領域に作用するsiRNAをデザ
インし、S19-TAT を融合した
RNA 結合ドメイン（RBD）との
複合体をヒト培養細胞に添
加し、標的遺伝子のノックダ
ウンを検証した。 
 
４．研究成果 
(1) S19-TAT は後期エンドソ
ーム膜への結合にともない
ベータ構造を形成し、細胞質
に離脱している可能性が示
唆されていた（文献②）。そこ
で、この機構が正しいかどう
かを確認するために、Ala ス
キャニング変異解析をおこ
なった（図１）。具体的には
S19 ペプチドのうち２カ所の
Ala を除く 17 個のアミノ酸



を１カ所ずつ Ala に置換した変異体を作製し、それらの膜透過促進活性と二次構造を調べた結
果、ベータ構造を形成しやすいアミノ酸を Ala に置換した場合に膜透過促進活性が減少あるい
は消失し、そのとき S19 の二次構造がベータ構造からヘリックス構造に変換あるいはベータ構
造が減少する傾向にあることが示された。また、変異体の一部は野生型 S19 よりも高い細胞内取
り込み活性をもつことが示唆された。 
 
(2) 細胞質内の標的に結合して生育阻害を起こすモデルペプチドとして、まず、N末端で機能す
る MDM2 阻害ペプチド（MIP）を N末端に、膜透過促進ペプチドを C末端に融合したタンパク質を
大腸菌で大量発現・精製し、ヒト培養細胞に添加したところ生育阻害を示した。一方、C末端で
機能するサイクリン依存性キナーゼ阻害ペプチド p27C についても検証するために、膜透過促進
ペプチドを N 末端に付け替えても膜透過促進活性を示すかどうか検討したところ、細胞質送達
効率が低下することが分かった。そこで、S19 と
TAT の連結順序や位置を変えて細胞内取り込み活
性を検討した結果、N末端に膜透過促進ペプチドを
融合しても膜透過促進活性を示すパターンを見出
すことができた。そこで、新たに見出した S19 と
TAT の連結順序を利用して、C末端で機能する p27C
や p53 活性化ペプチドについてコンストラクトを
作製し（図２A）、細胞内取り込みによる生育阻害活
性を検証した。まず、p53 活性化ペプチドを TAT-
S19-eGFP の C 末端に融合したタンパク質の発現用
遺伝子を作成し、この融合タンパク質が細胞内に
おいてペプチド医薬としての機能を有することを
確認するために、この遺伝子発現用プラスミドを
トランスフェクションしてMDM2過剰発現細胞内で
発現させたところ期待通り細胞生育阻害活性が見
られた。そこで、この p53 活性化ペプチド融合タ
ンパク質を大腸菌発現・精製し、MDM2 過剰発現細
胞に添加したところ、野生型 p53 を発現する細胞
において p53 下流のアポトーシス関連因子である
p21 の発現量の増加が観察されたことから、融合タ
ンパク質が細胞質に送達していることが示唆され
た。また、同様に p27C 融合タンパク質を前立腺が
ん細胞株に添加したところ、内在性のがん抑制因
子 p27KIP1 の発現量の増加（図２B）と細胞生存率
の減少（図２C）を確認できた。 
 
 (3) 膜抗原として様々ながん細胞で過剰発現することが知られている上皮成長因子受容体
（EGFR）に pH 依存的に結合する一本鎖抗体を作製し、eGFP および膜透過促進ペプチドを融合し
たタンパク質を大腸菌で大量発現・精製した。これをヒト培養細胞に添加して共焦点顕微鏡で観
察したところ、EGFR 高発現株の A431 細胞の細胞内部に eGFP の緑色蛍光が観察された。また、
モデル細胞内抗体としてβ-チューブリンを認識する一本鎖抗体を膜透過促進ペプチド S19-TAT
と融合し（図３A）、細胞内取り込みを調べた結果、細胞質で微小管に結合したと推定される放射
状の局在が観察された（図３B）。このことから、我々の膜透過促進ペプチドにより一本鎖抗体が
機能を保持したまま細胞質にデリバリーできることが示唆された。 

 



(4) そこで、AR の DNA 結合ドメイン（AR-DBD）

を認識するVHドメイン抗体をmRNAディスプレ

イ法を用いて創出するために、AR-DBD を大腸菌

で大量発現・精製し、これをベイトとして、mRNA

ディスプレイ法による VH ドメイン抗体ライブ

ラリー（図４A）の試験管内選択を還元的条件下

で４ラウンドおこなった。その結果、異なる CDR

配列をもつ VH ドメイン抗体クローンを多数取

得することができた。ELISA によりジスルフィ

ド結合なしで AR-DBD に結合できるか検証した

結果、17 個中 9個のドメイン抗体がベイト特異

的な結合活性を示した（図４B）。現在、これら

のドメイン抗体に膜透過促進ペプチドおよび

NLS を融合したタンパク質を調製し、核内への

送達と転写抑制活性を検証中である。 

 

 

 

(5) 膜透過促進ペプチド S19 が抗体やペプチドだけではなく核酸医薬の細胞質送達の促進にも

適用できるかを確認するために、siRNA に配列非特異的に結合する RNA 結合ドメイン（RBD）の

C末端にS19-TATを融合したタンパク質を調

製し、蛍光標識 siRNA との複合体をヒト培養

細胞に添加し、共焦点蛍光顕微鏡で観察し

た。その結果、TAT のみを融合した場合と比

べて S19-TAT を融合すると細胞内の蛍光が

強く観察され、siRNA の細胞内送達を確認で

きた（図５A）。また、AR および AR-V7 遺伝子

の共通部分配列に対する siRNA を用いた場

合に、標的遺伝子がノックダウンされること

を RT-qPCR により確認できた（図５B）。この

ことから、我々の膜透過促進ペプチドにより

siRNA を細胞質にデリバリーできることが

示された。 
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