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研究成果の概要（和文）： 

高圧を用いた可逆的蛋白質修飾法である「高圧モジュレーション」を利用して protein 
transduction domain (PTD) 呼ばれる塩基性ペプチドを抗原モデルタンパク質である卵白アル
ブミンに付加することで、免疫細胞への移送を促進する技術を開発した。PTD ペプチドの共存
下で OVA を熱処理すると粒径 200 nmの蛋白質微粒子が形成された。OVAのマクロファージへの
取り込み能は微粒子形成にともない 10 倍程度向上した。微粒子のゼータ電位は-25 mV である
ことから PTD ペプチドは微粒子内部に局在していることが判った。一方、OVA を PTD ペプチド
共存下において 400 MPa の圧力で処理してえられたナノ微粒子のゼータ電位は-15 mV であり、
PTD ペプチドは微粒子表面に局在化していることが判った。以上の結果から高圧モジュレーシ
ョンによりナノ微粒子の細胞移行性を向上できることが示された。 
研究成果の概要（英文）： 
A novel method for the intracellular delivery of protein using high pressure modulation 
was developed.  The protein transduction domain (PTD), a membrane permeable basic peptide, 
was conjugated with the antigen model protein ovalbumin (OVA).  The heat treatment of 
the OVA with PTD peptide resulted in the formation of the protein nanoparticle with the 
zeta potential of -25 mV.  On the other hand, the zeta potential of nanoparticle obtained 
by the pressure treatment at 400 MPa was -15 mV indicating that PTD peptide was localized 
on the surface of the protein nanoparticle.  These results indicate that high pressure 
modulation is a useful method to improve the the cell uptake of protein nanoparticle.   
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質や核酸に Protein Transduction 
domain (PTD) と総称される 10 残基程度の塩

基性ペプチド群を導入すると、細胞外から細
胞内への移送させることができる(図１)。こ
の技術は抗原タンパク質の抗原提示細胞内
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への移送、遺伝子治療における核内への遺伝
子導入、細胞のシグナル伝達研究における細
胞質内へのプローブ導入など、医療や生命科
学において幅広く利用されている。しかし、
この方法をタンパク質の細胞内移送に適用
する場合、エンドソームから細胞質への移行
が効率的に進まない場合がある上、導入した
PTD ペプチドによってタンパク質の正常な立
体構造形成や機能発現が阻害される場合も
あるため、技術的改善が求められている。 

 

図 1：PTD導入生体高分子の細胞内移送 

 本研究ではこれまでに進めてきた高圧下
のタンパク質の機能、構造に関わる研究成果
に基づき、高圧を用いて PTD ペプチドをタン
パク質にコンジュゲートする「高圧モジュレ
ーション」を開発した。高圧を用いて PTD を
導入したタンパク質微粒子を使用すること
によって、従来の細胞内移送技術における問
題を解決することができる。また、この研究
は高圧という汎用性の高い物理化学的方法
を用いるものであり、タンパク質の細胞内移
行能に関する様々な技術に応用することが
可能である。 
２．研究の目的 
 我々はこれまで球状タンパク質の多くが
100-400 MPa の高圧下で中間体変性状態をと
ることを明らかにしてきた。この状態で蛋白
質間相互作用を抑制することで形成される
凝集体は可逆性であり、放圧数時間から数日
後に解離する。本課題ではこの現象を利用し、
HIV由来の PTD 配列である TATペプチドとタ
ンパク質溶液に高圧処理を施すことで、PTD-
タンパク質コンジュゲート微粒子を調製す
ることができる(図 2)。 

図 2：高圧モジュレーションによる PTDの導入 

 この PTD-タンパク質コンジュゲート微粒
子は、細胞内に移送後エンドソーム内で PTD
を遊離させることで、タンパク質の細胞質内
移行効率を向上できる可能性がある。このよ
うな機能を有する PTD-タンパク質コンジュ
ゲート微粒子を設計するために、モデル系と
して卵白アルブミン(OVA)を用いて、高温下
での TATペプチドとタンパク質による微粒子
形成を詳細に調査した。これによって得られ
たコンジュゲートの諸物性に基づいて圧力
用いた処理プロセスを最適化した。 
３．研究の方法 
(1) 高温下における TAT-OVAコンジュゲート
微粒子形成機構  
  ①TATと OVAの相互作用解析  
 HIV 由来 PTDである TAT (RKKRRQRRR) ペプ
チドと OVAの常温、常圧下における相互作用
を解析した。N末端をフルオロセインによっ
て蛍光標識した TAT(f-TAT)と OVAに対する吸
着等温線を蛍光偏光解消法によって解析し
た。TATの偏光解消度を一定濃度の OVA共存
下でと共存化で OVA とで複合体を形成させ、
OVAの結合量と解離定数を算出した。 
 ②高温下における OVAと TATの相互作用解
析とコンジュゲートの物性 
 OVAを f-TAT共存下で 80℃において熱処理
し、微粒子に取り込まれる TAT を定量した。
形成された OVA-TAT微粒子の形態を電子顕微
鏡によって観測するとともに、顕微鏡電気泳
動法によってゼータ電位を測定し、微粒子の
表面電荷を解析した。 
（２）TAT-OVA微粒子は硫酸糖との相互作用
によって起るエンドサイトシスによってエ
ンドソームに移行する。このプロセスを効率
化する微粒子設計のために、TAT-OVA微粒子
の細胞内動態をモニターした。具体的にはタ
ンパク質を蛍光標識し、細胞内の動態を共焦
点顕微鏡で観測した。この実験では OVAにフ
ルオレセインで蛍光標識し、微粒子の細胞内
移送を定量化した。 
（３）高圧モジュレーションによる OVAへの
TAT導入と微粒子の細胞内導入  
 高温下での TAT-OVA微粒子形成機構をもと
に高圧モジュレーションによって OVA-TAT微
粒子を調製する方法を明らかした。TAT 共存
下で OVA が凝集する 400 MPa までの圧力を加
え、微粒子を調整する。電子顕微鏡、ゼータ
電位測定により微粒子の諸物性を明らかに
した。 
 
４．研究成果 
(1) 高温下における TAT-OVAコンジュゲート
微粒子形成機構  
  ①TATと OVAの相互作用解析 
 等電点 4.6 の OVA は中性 pH では負に帯電
するため、塩基性の TATとは静電的引力が作



 

 

用する。OVA と TAT の相互作用を解析するた
めに、濃度一定の OVA 共存下における異なる
濃度の f-TAT の蛍光異方性を測定した。
FITC-TAT ペプチド濃度上昇にともなう蛍光
異方性の変化量から OVA 一分子あたりの TAT
の結合量を算出した。図３に示す OVA と TAT
の結合のスキャッチャードプロットから、
OVAと TATは溶液中で 1 : 1 で結合し、Kd は
2.7 M と算出された。この結合にともなう 
ΔGは－36.7 kJmol-1である。 

図 3：OVA-TAT結合のスキャッチャードプロ 

ット 

 TAT の結合に伴って OVAは立体構造変化を
起こさないことを DSCによる転移温度測定お
よび CDによる二次構造測定によって確認し
た。以上の結果から、TATは OVAの天然構造
に大きく影響を与えず、主に静電的相互作用
によって結合することが示唆された。 
②高温下における OVAと TATの相互作用解析 
 TAT ペプチドの共存下において 80℃で 30 
min 処理することによって、TAT-OVA 微粒子
を調製した。OVA 濃度に対して等量～6 倍量
のモル濃度の TATを用いた結果を比較すると、
2 倍モル濃度の TAT ペプチドを混合したサン
プルが図 4に示すように均一に分散したナノ
粒子を形成していることが明らかとなった。 

  

 

 

 

 

 

 

図 4：高温下で形成した OVA-TATナノ粒子の TEM像 

さらに、溶媒に用いたリン酸緩衝液(pH7.5)
のリン酸濃度の影響を 0.5 ～10 mMの範囲に
おいて調査したところ、1 mM 以上の濃度にお
いては不均一な粒子溶が形成された。以上よ
り均一なナノ粒子の状家は 0.5 mM リン酸バ

ッファーで OVAと TATペプチドをモル比 1 : 2
となることが明らかとなった。TAT ペプチド
によって調製した OVAナノ粒子の分散安定性
を DLSの粒径分布によって評価すると、粒子
調製後 72 時間ほどは非常に安定に粒子が分
散していた。 
③TAT-OVAナノ粒子の表面電荷 
 OVA ナノ粒子化に寄与した OVA と TAT の量
を f-TAT を用いて定量的に評価した。OVA に
対して 2.5倍モル濃度以上 TATを混合した場
合、取り込まれる TAT の量は一定となり、3
倍モル濃度以上 TAT を混合すると、OVA 凝集
体は不定形となった。このことから TAT-OVA
ナノは平均 2.5のモル比で TATを取り込んで
おり、過剰に加えた取り込まれない TATペプ
チドは均一な粒子の形成を阻害することが
わかった。 
 TAT-OVA ナノ粒子の表面電荷解析するため
に、水溶液中の粒子の電気泳動をレーザーに
よって可視化しその速度を解析した。
TAT-OVA ナノ粒子はプラス電極に移動し、そ
の泳動速度からゼータ電位は－25 mV と算出
された。したがって TATは微粒子の表面に局
在しておらず、ナノ粒子内部に取り込まれて
いる可能性がしめされた。 
（２）TAT-OVA微粒子の細胞内移送 
 マ ウ ス 由 来 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 
(RAW264)に対する TAT-OVA微粒子の取り込み
を解析した。FITC標識した OVAと TATを共存
させて形成した蛍光性ナノ粒子の RAW264 に
対する取り込み量をフローサイトメトリー
によって定量した。粒子化していない
FITC-OVA では、細胞のみの蛍光強度とほとん
ど差がみらなかったが蛍光性 TAT-OV ナノ粒
子化では取り込み効率が高く、FITC-OVA 単独
と比較して、細胞内への取り込み量は約 500
倍向上していた。 
 さらに、 RAW264 細胞に取り込まれた
TAT-OVA ナノ粒子とエンドソームをそれぞれ
異なる染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡で
観測することにより、エンドソーム内への取
り込みを観察した。図 5,6 に FITC-OVA およ
び TAT-OVA をそれぞれ取り込んだ RAW264 の
顕微鏡像をしめす。FITC-OVA は緑色、エンド
ソームは赤色で染色され、重ね合わせ像にお
いて黄色で示された部位は OVAがエンドソー
ム内に取り込まれたことを示す。これらの結
果を比較すると、TAT-OVA NP において顕著に
OVA が取り込まれていることが明らかとなっ
た。フローサイトメトリーの結果と一致する
ことから、TAT-OVA ナノ粒子の細胞移送性の
高さを裏付ける結果となった。 
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図 5：FITC-OVAを取り込んだ RAW264の顕微鏡画像 

図 6：TAT-OVA ナノ粒子を取り込んだ RAW264の 

顕微鏡画像 
以上のマウス由来のマクロファージ細胞で
ある RAW 264 を用いた細胞取り込み効率の実
験結果より、タンパク質単独より TATによる
タンパクナノ粒子において数百倍の取り込
み効率を向上させることが可能となった。 
（３）高圧モジュレーションによる OVAへの
TAT導入と微粒子の細胞内導入 
 高温下における TAT-OVA微粒子形成実験に
よって明らかにされた実験条件を用いて、高
圧モジュレーションによる TAT-OVA微粒子の
形成を検討した。まず、0.1-400 MPa の領域
での OVAの蛍光スペクトルを測定し立体構造
変化への影響を調査した。300 MPa 以上の圧
力をかけると OVAの蛍光スペクトルの最大波
長に 5 nm 程度のレッドシフトがみられ、立
体構造の局所的変化が生じたことが示され
た。一方 OVA の凝集を濁度測定によって観す
ると、0.1-400 MPa の領域で濁度の増大は見
られなかった。そのため、OVA は 300 MPa の
領域では、顕著な自己会合を伴わない局所的
な変性を起こすことが示された。一方、TAT
共存下では、300MPa 以上で顕著な濁度上昇が
みられ、局所的変性に伴って TATの結合を伴
う微粒子の形成が示唆された。 

 そこで TAT 共存下で OVA を 400MPa で処理
した溶液において形成される凝集体の電子
顕微鏡観察を行った。図 7に示すように高圧
モジュレーションによってもナノ粒子が形
成されることが判明した。 

 

図 7：高圧モジュレーションによって形成された 

OVA-TATナノ粒子の TEM像 
 
 400 MPa の圧力で処理して高圧によって形
成された TAT-OVA 微粒子のゼータ電位は-15 
mV であり、PTDペプチドは微粒子表面に局在
化していることが判った。以上の結果から高
圧モジュレーションによりナノ微粒子の細
胞移行性を向上できる可能性が示された。今
後得られた微粒子の細胞内移行性を調査し、
高圧モジュレーションによって得られた微
粒子の効果を確認する。 
 本研究成果により高温によって TATペプチ
ドと OVA は複合体を形成し、細胞内移行性を
有するナノ微粒子を形成することがわかっ
た。ゼータ電位測定の結果から、形成したタ
ンパク質微粒子の表面は負帯電しており、
TAT ペプチドは微粒子内部に埋もれている可
能性が示唆された。このことは温度摂動によ
って形成された微粒子の物性は細胞内移行
に最適ではないことが示された。 
 一方、これまでの研究で OVAは高圧下では
高温とは異なる機構で凝集することが判っ
ており、TAT ペプチド共存下における高圧処
理によって細胞内移行性に優れたタンパク
質微粒子が得られる可能性が示された。そこ
で今後の研究においては圧力摂動下におけ
るタンパク質微粒子形成機構の詳細を明ら
かにするとともに、その知見を新たなタンパ
ク質細胞内移行技術として応用する研究を
展開する。 
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