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研究成果の概要（和文）：受精や胎盤形成における細胞膜融合に関与するタンパク質の部分ペプチドが、様々な
高分子の人為的な膜透過を促進するツールとして利用できる可能性を提唱し、従来の細胞膜透過性ペプチドによ
るタンパク質の細胞質送達効率を数十倍向上させることができ、かつ、免疫原性の懸念がないヒト由来の膜透過
促進ペプチドを発見した。また、我々が開発したPURE mRNAディスプレイ法を用いて、膜抗原に中性pH（細胞
外）で結合し酸性pH（エンドソーム内）で解離するpH応答性の一本鎖抗体の試験管内進化に成功した。膜透過促
進ペプチドとpH応答性抗体とを融合することで、バイオ医薬の細胞選択的なデリバリーシステムへの応用が期待
できる。

研究成果の概要（英文）：Here we focused on fusogenic peptides (FPs) from proteins involved in 
membrane fusion (e.g., gamete recognition and fusion, and placental morphogenesis) as a tool for 
promoting the membrane penetration of biomacromolecules. We identified novel human-derived FPs that 
possessed strong intracellular uptake activities with potentially low immunogenicity.
In addition, we succeeded the directed evolution of a pH-dependent antibody fragments, which binds 
to an antigen at a neutral pH (extracellular environment) but dissociates from the antigen at an 
acidic pH (endosomal environment), by using our PURE mRNA display system.
Our human-derived FPs that fused with pH-dependent antibodies would be useful for the cell-specific 
intracellular delivery of therapeutic proteins and nucleic acids.

研究分野：タンパク質（抗体・ペプチド）の進化工学
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１．研究開始当初の背景 
	 標的分子に対して高い特異性と親和性をも
つ抗体やペプチド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-TAT（Science 
285, 1569, 1999）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
惧されていた。細胞選択的マーカー（膜抗原）
に対する一本鎖抗体（scFv）や Fabなどの低
分子抗体（図１A）を利用して特定の細胞への
ターゲティングを行えば、低分子抗体・膜抗
原複合体がエンドサイトーシスによって細胞
選択的にエンドソームに取り込まれることが
期待されるが、エンドソームから細胞質への
脱出効率が低いことが問題となっている。最
近、我々は、棘皮動物の受精に関与するタン
パク質 Bindin に含まれる膜作用性ペプチド
が、分子メカニズムは未だ不明ながら、哺乳
類培養細胞に共添加した IgGなどの細胞質へ
の膜透過を促進することを発見した。このペ
プチドを膜抗原に対する低分子抗体と融合さ
せれば共存するバイオ医薬の細胞選択的な膜
透過促進が期待できるが、その効率を上げる
にはエンドソームに移行した低分子抗体が膜
抗原から解離する必要があると考えた。 

 
図１：抗体の構造(A)と膜透過(B)の模式図 

 
２．研究の目的 
	 本研究では、我々が見出した新規の膜作用
性ペプチドを pH 応答性の低分子抗体と組み
合わせることで、膜非透過性のバイオ医薬を
細胞選択的に膜透過させる新たな技術を開発
することを目的とした。 

３．研究の方法 
	 まず、申請者らが独自に開発した無細胞デ
ィスプレイ技術（Nucleic Acids Res. 31, e118, 
2003; ibid. 32, e169, 2004）とマイクロ流体デ
バイス（Anal. Chem., 86, 9570, 2014）を組
み合わせることで、(1)細胞表面に相当する
pH7.4 で抗原に結合し、エンドソーム内に相
当する pH6.0で抗原から解離する pH応答性
の低分子抗体を作製する手法を確立した。 
	 次に、この pH 応答性低分子抗体に膜作用
性ペプチドを融合することで、細胞表面の膜
抗原に結合してエンドソームに移行し、pHの
違いにより抗原から解離した後、膜作用性ペ
プチドを介して、(2)あらかじめ細胞内の標的
に対するバイオ医薬を連結した低分子抗体自
身がエンドソームから細胞質に脱出できる膜
透過抗体［図１B(a)］、または、(3)同時に取り
込んだバイオ医薬のエンドソームから細胞質
への輸送を向上させる膜透過促進抗体［図１
B(b)］の作製を試みた。 
 
４．研究成果	
(1)pH によって抗原結合能が変化する pH 応
答性低分子抗体の試験管内進化 
	 scFv の効率的な試験管内選択を可能とす
る PURE mRNAディスプレイ法（J. Biochem. 
159, 519, 2016）を新たに確立し、この手法を
用いて、抗 EGFR scFv遺伝子の CDRにヒス
チジン残基を多めに導入したランダム変異体
ライブラリーを構築し、細胞外環境と同じ
pH7.4 で EGFR の細胞外ドメインに結合し、
エンドソーム内環境と同じ pH5.5~6.0 で
EGFR から解離する pH 応答性の scFv の試
験管内選択を５ラウンドおこなった（図２A）。 
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図２：無細胞ディスプレイ技術による pH 応答性

低分子抗体の試験管内進化 



	 その結果、pHの違いによって抗原に対する
結合力が変化する抗 EGFR scFv の変異体
HF9.1 を取得することに成功した（図２B）。 
 
(2)シス型膜透過性ペプチドを融合した膜透
過抗体の作製 
	 我々が以前に見出していたウニ由来シス型
膜透過促進ペプチド B18（J. Control. Release, 
212, 85, 2015）と抗 EGFR一本鎖抗体とを融
合したタンパク質が、EGFR の発現量が多い
ヒト培養細胞に選択的に取り込まれることを
確認した（J. Biochem. 159, 123, 2016）。 
	 しかし、B18 はウニ由来であったため、バ
イオ医薬に適用するには免疫原性の懸念があ
った。そこで、新たにヒトの受精に関与する
ことが知られていた IZUMO1 およびヒト胎
盤形成における細胞融合に関与するシンシチ
ン１というタンパク質の中から、人工的な膜
透過促進ペプチドとして機能し得る部分ペプ
チドを探索した。具体的には、様々な部分ペ
プチド（図３A；赤色）を CPPである TATと
ともに蛍光タンパク質 eGFP に融合し（図３
B上）、タンパク質を大腸菌で大量発現・精製
して、ヒト培養細胞に添加した。その後、蛍光
タンパク質の細胞内への取り込みを蛍光顕微
鏡で観察した結果、特に、シンシチン１の 19
アミノ酸残基のペプチド（S19 と命名）を融
合した場合に高い取り込みが観察された（図
３C；緑色）。このとき、ヒト培養細胞の増殖
や生存には影響はなかった。 

 
図３：ヒト由来膜透過促進ペプチドの発見 

 
	 さらに、これらの膜透過促進ペプチド融合
タンパク質の膜透過性を迅速かつ正確に評価
するために、核移行シグナル配列（NLS）の
利用について検討した。従来の方法では、エ
ンドソーム内のタンパク質と細胞質のタンパ
ク質を区別して定量することは困難であった
が、融合タンパク質に NLSを融合しておくこ
とにより（図３B下）、細胞質に移行した融合
タンパク質のみが核に輸送されるため、その

後、分画により核画分を抽出し、Western 
blotting により核に移行した融合タンパク質
を定量することで、それらの膜透過性を定量
的に評価することができた（図３D）。その結
果、S19を融合することで、TATのみの場合
よりも約 90倍、従来から知られていたインフ
ルエンザウイルス由来の HA2 を用いた場合
よりも約 20 倍高い細胞質送達効率を示すこ
とが分かった。 
	 さらに、この S19の効果は、様々なヒト培
養細胞（図４A）に対して、eGFP以外のタン
パク質（図４B）を融合した場合にも観察され
たことから、膜透過促進ペプチドとして汎用
性が高いことも示された。 
	 以上のように、従来の膜作用性ペプチドよ
りも効率よく細胞質送達を促進するヒト由来
の膜透過促進ペプチド配列を世界で初めて同
定することに成功した（J. Control. Release, 
255, 1, 2017；特許出願）。 

 
図４：ヒト由来膜透過促進ペプチドの汎用性 

 
	 そこで、この膜透過促進ペプチド S19と pH
応答性一本鎖抗体とを融合した遺伝子を作製
し、大腸菌を用いて発現した融合タンパク質
が膜抗原の細胞外ドメインに結合することを
ELISAにより確認できた。しかし、これを膜
抗原過剰発現ヒト培養細胞に作用させ、共焦
点顕微鏡により細胞内取り込みを観察するに
は収量が不十分であった。そこで、大腸菌の
宿主や培養条件を変えて、大量発現条件の検
討をおこなった結果、収量を数倍改善するこ
とができた。 
 
(3)トランス型膜透過促進ペプチドを融合し
た膜透過促進抗体の作製 
	 我々が以前に見出していたウニ由来トラン
ス型膜透過促進ペプチド B55（J. Control. 
Release, 212, 85, 2015）と抗 EGFR一本鎖抗
体とを融合したタンパク質を作製した。この
融合タンパク質と共添加した蛍光標識デキス
トランが、EGFR の発現量が多いヒト培養細
胞に選択的に取り込まれることが確認された
（J. Biochem. 159, 123, 2016）。 
	 一方、新たに同定したヒト由来の膜透過促
進ペプチド S19はシス型の膜透過は促進した



がトランス型の膜透過は促進しなかったこと
から、トランス型膜透過促進ペプチドのデザ
インの参考とするために、B55 によるトラン
ス型の膜透過促進メカニズムの詳細な解析を
おこなった。具体的には、B55 のトランス型
の膜透過促進に必要な最小領域を特定するた
めに、55 アミノ酸残基の B55 の欠失変異体
を作製した。その結果、B55 の C 末端側 38
アミノ酸残基である B38C はトランス型膜透
過促進活性を失ったが、B55 の N 末端側 38
アミノ酸残基である B38Nは活性を保持して
いることが示唆された。 
 
(4)今後の展望 
	 今回我々が発見したヒト由来の膜透過促進
ペプチドと、様々な膜抗原に対する低分子抗
体とを組み合わせることで、細胞内の疾患標
的に対する抗体医薬や中分子（ペプチド、核
酸）医薬などのバイオ医薬の細胞選択的なデ
リバリーシステムへの応用が期待できる。	
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