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研究成果の概要（和文）：タンパク質医薬の細胞質内導入を実現するためのキャリアの開発をねらいとして、そ
の作製に必要な要素技術として、マルチブロック構造を有するペプチドナノファイバーの作製技術を開発した。
組成の異なるシードとモノマーの組み合わせであっても、線維形成配列が共通していれば、シードからの線維伸
長が可能であり、異種セグメントから成るマルチブロック構造をもつナノファイバーを作製できることがわかっ
た。また、それぞれのセグメントの長さも自在に制御できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Aiming at the development of a carrier for cytoplasmic delivery of protein 
drugs, we have developed a technique for preparing peptide nanofibers with a multi-block structure 
as an element technology necessary for the preparation. Even with combinations of seeds and monomers
 with different compositions, if the fibril-forming sequences were common, fibers were elongated 
from the seeds, and nanofibers with a multi-block structure consisting of heterogeneous segments 
were formed. It was also found that the length of each segment can be freely controlled.

研究分野：高分子化学、バイオマテリアル

キーワード： ドラッグデリバリーシステム　自己組織化　ペプチド　ナノ材料　ナノファイバー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したマルチブロック構造を有するペプチドナノファイバーの作製技術は、従来の高分子ミセルなど
の球状キャリアとは異なる機能を有する新たなドラッグデリバリーキャリアの開発に役立つと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

細胞生物学および分子生物学の近年の進歩により、疾患と細胞内タンパク質の関連性が示さ

れた。これに伴い、様々な種類のタンパク質が、がんや免疫疾患などの難治疾患のための薬とし

て有効であることが明らかになった。しかしながら、大きな期待に反してその実用化は立ち遅れ

ている。最大のネックとなっているのは、細胞の中（細胞質）に、タンパク質医薬を到達させる

ことが難しい点にあり、タンパク質医薬を細胞質へと送達するための技術が渇望されている。 

 これまでに、この課題を解決すべく様々な研究が活発に進められているが、その大半は、細胞

に元来備わっている細胞外物質を取り込む機構である『エンドサイトーシス』を利用する方法で

ある。すでに確立された手法を用いれば、エンドサイトーシスによる細胞取り込みを促進するこ

とは比較的容易であるが、エンドサイトーシスにより取り込まれたタンパク質医薬はエンドソ

ームと呼ばれる小胞内にトラップされてしまう。するとそのタンパク質医薬は、細胞質内のター

ゲット分子に作用することができず薬としての機能を発揮することはできない。これに対して、

『細胞膜の直接透過』によるアプローチは、細胞質への送達効率が 100%という点で大変魅力的

である。しかし、この戦略に基づいたタンパク質医薬デリバリーに関する報告例は極めて限られ

ている。これは、親水性の分子表面をもつ高分子であるタンパク質は、疎水性の脂質から成る細

胞膜を透過することができないためである。また、低分子医薬のように化学修飾や部分的な構造

変換によって、その細胞膜透過性を改善することも難しい。 

 

２．研究の目的 

タンパク質医薬の細胞質内導入を実現するためのキャリアとして、プラスに帯電したブロッ

クとマイナスに帯電したブロックをそれぞれ末端に有するマルチブロックナノファイバー (ナ

ノニードル) の開発を研究開始当初の研究の目的に設定した。このナノニードルの両末端は、電

場印加下においてそれぞれ反対方向のクーロン力を受ける。従って、電場方向にナノファイバー

は配向し、電荷のバランスに応じて一方向に電気泳動される。細胞膜に対して垂直方向の電場を

印加した場合、細胞膜を構成するリン脂質分子の配向方向と同じ向きにナノファイバー (直径数 

nm) は泳動されるので、細胞に大きなストレスを与えることなく細胞内に貫入させることがで

きるのではないかと考えた。このナノファイバーに、細胞質内環境で選択的に開裂する結合（ジ

スルフィド結合）を介してタンパク質医薬を固定化すれば、タンパク質医薬を細胞質内に高効率

に送達することができると考えた。 

‒シートペプチドナノファイバー (アミロイド様線維) は、モノマーペプチドが一次元的に集

合化することによって形成する超分子ポリマーであり、核形成過程と生長過程を経て形成する。

興味深いことに、核となる線維断片 (シード) を外部添加した場合には、核形成過程を経ること

なく NFs が生長することが知られている。このような特徴に着目し、シードとシードから伸長

させるモノマーにそれぞれ別のペプチドを用いることにより、マルチブロック型のナノファイ

バーを作製することができるかどうかについて検討した。 

 

３．研究の方法 

E5 ペプチド (FVIFLDGSGSIINFEKL-EEEEE) をリン酸緩衝生理食塩水の 4 倍濃縮液 (PBS 

(×4)) 中で 60oC、24 h、加熱することで NFsを作製した (300 M)。得られた NFs分散液に超音

波照射することにより、シード分散液  (線維長約 100 nm) を調製した。EG24 ペプチド 

(FVIFLDGSGSIINFEKL-oligo(ethylene glycol)24) を DMSOに溶解したものをペプチドストック溶

液とした。シード分散液にモノマーストック溶液を添加し、37oC でインキュベーションした。

このときの、線維伸長過程をチオフラビン T (ThT) 蛍光アッセイにより評価した。得られた NFs

の線維長を透過型電子顕微鏡 (TEM) 像より見積もった。 

 

 

 



４．研究成果 

シードのビルディングブロックおよびモノマーと

して E5ペプチドと EG24ペプチドを選択した。E5シ

ード非存在下もしくは存在下でのEG24モノマーペプ

チドの線維形成挙動を ThT蛍光アッセイによって評

価した (Fig. 1)。EG24モノマーのみの場合、蛍光強度

の立ち上がりが確認されなかったことから、この濃

度では EG24 は自発的に会合しないことが確認され

た。一方、E5シードと EG24モノマーを混合した場合

には、測定開始直後から蛍光強度が増加し、約 6-12 

hで蛍光強度の飽和が確認された。さらに、シード濃

度の増加に伴って伸長初速度が大きくなった。この

ことから、核形成を経ることなくシードから線維伸

長したことが示唆された。このことから、組成の異

なるシードとモノマーの組み合わせであっても、線

維形成配列が共通していれば、シードからの線維伸

長が可能であることがわかった。 

次に、E5シードに対して EG24モノマーを逐次添加

した場合の線維形成挙動を ThT蛍光アッセイによっ

て評価した (Fig. 2)。E5シードのみの場合には蛍光強

度の立ち上がりが確認されなかった。一方、EG24モ

ノマーを添加した場合には、添加直後から蛍光強度

の増加が確認された。さらに、蛍光強度の飽和時に

EG24モノマーを添加すると、添加する度に蛍光強度

が増加した。このことから、伸長反応終了時も生長

末端は活性を失っておらず、新たにモノマーを添加

することで再び線維伸長することが示唆された。こ

の手法により、マルチブロック構造の各セグメント

の長さは自在に制御できることが示唆された。 

次に、この ThTの蛍光強度変化が線維長と相関す

るかを調べるために、各ステップで形成した NFsを

TEMにより観察した。Fig. 3には TEM画像から任意

の NFs (n = 100) の平均線維長を測定した結果を示

す。シードに用いた E5 NFs の線維長は 110±40 nm

であった。一方、E5シードに対して EG24モノマーを

添加した場合、添加回数 1, 2, 3回の線維長はそれぞ

れ、160±70 nm、290±120 nm、330 ±140 nmであ

り、モノマーの添加回数の増加に伴って NFsの線維

長が長くなることがわかった。 

以上より、添加するモノマーの濃度および添加回

数により線維長の制御が可能であることがわかっ

た。また、シードとモノマーに用いるペプチドを適

切に選択することで、マルチブロック型の NFsの作

製が可能であることが示唆された。 
 
 

 
Fig. 2 Time-course of ThT fluorescence 
intensity of solution of EG24 monomer in 
the presence of E5 seeds (15 M) 
incubated at 37oC. The EG24 monomer 
solution (monomer conc. 400 M) was 
added at T = 0, 12, 24 h. The number of 
addition was zero (closed diamond), 
once (open square), twice (closed 
triangle), and three times (closed circle).  
 

 
Fig. 3 Relationship between nanofiber 
length and addition number. 

 
Fig. 1 Time-course of ThT fluorescence 
intensity of solution of EG24 monomer 
(M) (5 M) in the presence of E5 seeds 
(S) (0-25 M) incubated at 37oC for 24 
h. 
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