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研究成果の概要（和文）：高分子医薬品の開発には高分子の小腸透過を可能とするキャリアの実現が望まれてい
る。独自に同定した小腸透過を促進する新規環状ペプチドを用い、本研究では、環状ペプチドの小腸透過の特性
と機構の解明を目的とした。Caco-2細胞及びマウス小腸closed loop両方においてファージの透過は合成ペプチ
ドによって阻害された。また、蛍光標識環状ペプチドがCaco-2細胞内に取り込まれ、その取り込みはエネルギー
依存性の担体が介在し、マクロピノサイトーシスが関わることを示唆した。加えて、小腸透過促進には環状構造
が必要なこと、また小腸透過環状ペプチドは密着結合を弱めず小腸上皮細胞への毒性が低いことを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：In order to develop macromolecular drugs, it has been desired to realize 
carriers that allow macromolecule to permeate the small intestine. Using a newly identified cyclic 
peptide that promotes penetration of the small intestine, the purpose of this study was to elucidate
 the characteristics and mechanism of cyclic peptide permeation through the small intestine. Phage 
penetration was inhibited by synthetic peptides in both Caco-2 cells and mouse small intestine 
closed loop. In addition, it was suggested that the fluorescence labeled cyclic peptide was 
internalized into Caco-2 cells and its internalization was mediated by energy-dependent process, and
 macro-pinocytosis was involved. In addition, it was revealed that cyclic structure is necessary for
 promoting the penetration, and that small the cyclic peptides do not weaken tight junctions and 
have low toxicity to small intestinal epithelial cells.

研究分野： 生物薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
近年、ペプチド製剤やタンパク質製剤等の高
分子医薬品の開発が盛んに行われており、現
在 40 種類以上の高分子医薬品が発売されて
いる。また、臨床試験段階のものを含めると
670 種類以上にも及ぶ。しかし、高分子医薬
品は消化管内において酵素分解を受け、小腸
において吸収されないため、バイオアベイラ
ビリティが低いことが大きな課題である。従
って、高分子医薬品の小腸吸収性を向上させ
る技術として、分解の抑制に加え、高分子の
小腸透過を可能とするキャリアの開発が必
須である。 
 高分子医薬品の小腸透過キャリアとして
膜透過ペプチドが注目されている。これまで
に膜透過ペプチドである penetratin を用いて
insulin や IFN-のバイオアベイラビリティが
上昇したことが報告されている(Khafagy et al. 
2009, Nielsen et al. 2014)。Penetratin をはじめ
とした膜透過ペプチドは arginine を主とする
塩基性アミノ酸を多く含み、エネルギー非依
存的機構が膜透過に関わっていることが報
告されている。これまでの研究は、同様の性
質を有する膜透過ペプチドを用いて行われ
ていること、また膜透過ペプチドは細胞へ入
る過程を促進することから、バイオアベイラ
ビリティ向上と応用性に限界があった。した
がって、小腸上皮細胞の“透過”を促進する中
高分子に適応可能な新規キャリアの開発が
望まれている。 
 このようなニーズの元、研究代表者はヒト
小腸上皮細胞モデル細胞である Caco-2 細胞
の細胞透過系と環状ペプチドを提示するフ
ァージディスプレイを利用し、ファージの
Caco-2 細胞を透過を促進する環状ペプチド
(cDNP ペプチド)を同定した (Yamaguchi et al. 
2017)。 
 
２．研究の目的 
本研究では研究代表者が新規に同定した小
腸上皮細胞を透過する環状ペプチドの小腸
透過特性と機構を解明することによって、こ
れまでとは異なる透過機構による高分子の
小腸透過技術の開発に挑戦することを目的
とする。 
本環状ペプチドは塩基性アミノ酸を含ま

ない 7 アミノ酸から構成される小型環状ペプ
チドであるため、新規の機構で小腸上皮細胞
を横切ることが予想される。さらに巨大分子
の小腸透過を可能とする特徴がある。この小
腸透過の特性及び透過に関わる新規分子機
構を明らかにすることは、本環状ペプチドを
小腸透過キャリアとして応用するために必
須であることに加え、能動的な小腸透過速度
の制御や、受容体側からすぐれた小腸透過キ
ャリアの設計が可能となり、新規小腸透過技
術として関連領域に大きな影響を与えるこ
とが期待される。 
 
 

３．研究の方法 
(1)細胞透過実験（図１、２） 
Caco-2 細胞もしくは hCMEC/D3 細胞を
transwell 上に播種し、培養する。透過実験に
先立って経上皮細胞電気抵抗値(TEER)を測
定し、密着結合の形成を確認する。Traswell
上部にファージもしくはペプチドを添加し、
下部から回収されるファージもしくはペプ
チド量を測定することによって細胞透過活
性を測定する。 

 

図１ Trasnwell を用いた細胞透過実験 

 

図２ 環状ペプチドを提示するファージ 

 
(2) In vivo 小腸透過実験 
In vivo における小腸透過能の測定はマウス
小腸の in situ closed loop 法によって行った。
ICR マウスの小腸を結紮することによって
closed loop を作成し、ファージもしくはペプ
チドを投与した。門脈から採血し、小腸を透
過し血液に移行したファージもしくはペプ
チドを計測した。 
 
４．研究成果 
(1)小腸透過環状ペプチドの Caco-2 細胞透過
特性の検討 
 小腸透過環状ペプチドを提示するファー
ジが環状ペプチドを介して小腸を透過して
いるか確認するために、透過に対する合成環
状ペプチドの阻害効果を検討した。その結果、
Caco-2 細胞においてファージの透過は合成
ペプチドによって阻害された。また、蛍光標
識した小腸透過環状ペプチドが Caco-2 細胞
内に取り込まれ、その取り込みは非標識合成
環状ペプチドによって阻害されることを確
認した。取り込み機構を検討するために温度
依存性とマクロピノサイトーシス阻害剤の
影響を検討した。その結果、蛍光標識環状ペ
プチドのCaco-2細胞内への取り込みは4度及



びマクロピノサイトーシス阻害剤によって
阻害された。また、環状ペプチドを提示した
ファージの Caco-2 細胞への取り込みも同様
に阻害された（図３）。したがって、蛍光標
識環状ペプチドや環状ペプチドを提示する
ファージの小腸上皮細胞への取り込み過程
には、エネルギー依存性の担体が介在し、さ
らにマクロピノサイトーシスが関わってい
ることが示唆された。 
 密着結合への影響を経上皮細胞電気抵抗
値(TEER)によって計測した結果、100M 環状
ペプチドの 24 時間の処理によっても TEER
は変化しなかった。この結果は、小腸透過環
状ペプチドが Caco-2 細胞の密着結合に影響
しないことを示している。 
 ペプチドの構造に関しても検討を実施し
た。小腸透過環状ペプチドと同じ配列を有す
る直鎖ペプチドの Caco-2 透細胞過を測定し
た。蛍光標識小腸透過環状ペプチドは Caco-2
細胞を透過したのに対して、蛍光標識直鎖ペ
プチドは Caco-2 細胞を透過しなかった。した
がって、小腸透過能には環状化が必要である
事が明らかになった。 

 
図３ 小腸透過環状ペプチドを提示するファ
ージの Caco-2 細胞への取り込みに対する阻
害効果 
 
(2)小腸上皮細胞以外の細胞の透過促進効果
の検討 
 小腸透過環状ペプチの細胞透過促進効果
が小腸上皮細胞以外の細胞でもあらわれる
かを検討するために、ヒト脳毛細血管内皮細
胞（hCMEC/D3 細胞）に対する効果を検討し
た。小腸透過環状ペプチドを提示するファー
ジの hCMEC/D3 細胞の透過速度はペプチド
を提示しないコントロールファージと差は
なかった。本結果は、小腸透過環状ペプチの
細胞透過促進効果には細胞特異性がある事
を示している。 

 
(3) 小腸透過環状ペプチドのマウス小腸透過
特性の検討 
 小腸透過環状ペプチドの in vivo 小腸透過
を検討するために、小腸透過環状ペプチドを
提示するファージをマウス小腸の in situ 
closed loop に投与し、血中のファージを定量
した。その結果、投与後 30 分において小腸
透過環状ペプチドを提示するファージの血
中濃度は、ペプチドを提示しないコントロー
ルファージと比較して 620 倍高かった。した
がって、小腸透過環状ペプチドは in vivo にお
いてファージの小腸透過を促進することが
明らかとなった（図４）。 
 小腸透過環状ペプチドの小腸に対する毒
性を投与 2 時間後の LDH 漏出によって評価
した。小腸透過環状ペプチ投与時の LDG 漏
出は vehicle 投与と有意差がなかった。したが
って、短時間においては小腸透過環状ペプチ
ドは小腸に対して毒性は示さないことが明
らかになった。また、血液生化学検査も実施
した結果、いずれのパラメータも腸透過環状
ペプチ投与時は vehicle 投与と有意差がなか
った。 
 

 
図４ 小腸透過環状ペプチドを提示するファ
ージは in vivo 小腸を透過する。 
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