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研究成果の概要（和文）：本研究では、エネルギー産生や細胞の生死に関わるミトコンドリアに着目し、ミトコンドリ
ア標的能を有する膜透過性ペプチドの創製を試みた。脂質膜においてヘリックス構造をとる両親媒性の人工抗菌ペプチ
ド、KLAペプチドを基に、ミトコンドリア標的ペプチドをデザインし、それぞれの細胞内移行量や局在性を検討した。K
LAペプチドの全てのリジンをアルギニンに変えたRLAペプチドは、約40倍もの高い細胞内移行効率を示し、高いミトコ
ンドリア集積性を示すことを確認した。また、RLAペプチドを結合したBcl-xLタンパク質由来BH4配列は、高いミトコン
ドリア集積性及び抗アポトーシス活性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we demonstrated that the simple substitution of D-lysine with D-
arginine in an artificial amphipathic helical peptide, KLA, which was originally designed as an antimicrob
ial peptide, considerably improved the membrane permeability of the peptide (RLA), and increased its mitoc
hondrial accumulation without causing significant cytotoxicity. FITC-labeled RLA was efficiently taken up 
by HeLa cells ~40-fold higher than that of the KLA analyzed by flow cytometry. We also evaluated the mitoc
hondrial delivery of a Bcl-xL BH4 domain peptide using RLA peptide. When the HeLa cells were treated with 
FITC-labeled RLA-BH4, marked colocalization of the fluorescent signals from cells was observed with mitoch
ondrial structures. Additionally, pretreatment of RLA-BH4 resulted in effective suppression of apoptosis i
nduced by etoposide. Thus, organelle-targeting is important for delivery of bioactive molecules, and the R
LA peptide should provide a novel mitochondrial targeting method.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
	
 	
 近年、細胞内へ高効率に移行する 10 残
基程度の短鎖ペプチドが見出されており、中
でもヒト免疫不全ウイルス(HIV)-1 Tat タン
パク質由来のペプチドや、オリゴアルギニン
ペプチド等の細胞内移行性が特に優れたア
ルギニンペプチドを細胞内導入キャリアー
として用いることで、様々な分子の細胞内導
入に成功している。タンパク質やペプチド、
核酸や各種ポリマーといった、それ自身では
細胞内へ移行困難なカーゴ分子とキャリア
ーペプチドを繋げることでカーゴ分子の細
胞内移行量を上昇させ、それらのサイトゾル
及び核内への送達が可能となっている。アル
ギニンペプチドの細胞内移行は、ペプチドに
よるマクロピノサイトーシスの効率的誘導
が重要であることが示されているが、ペプチ
ドの細胞膜通過については、そのマクロピノ
サイトーシス過程のどこで生じているのか
未だ詳細な機序は不明である。 
	
 アルギニンペプチドは、上記の様に様々な
分子の細胞内送達に使われている。しかし、
既知のアルギニンペプチドの付加により目
的カーゴの細胞内移行量が増大するが、細胞
内で送達される場所はサイトゾル及び核内
に拡散する場合がほとんどで、カーゴが本来
送達されるべき細胞内の特定オルガネラへ
の送達効率が悪い場合が多い。目的カーゴ分
子がその生理活性を最大に出すためには、そ
の分子の働くべき細胞内での場所を考慮し
なければならない。細胞内でキャリアーペプ
チドと目的カーゴを切り離す配列を挿入す
ることも可能であるが、物性が不安定な場合
や、細胞内へ移行する前の時点で切断を受け
やすい場合が多く、目的カーゴ分子の細胞内
移行効率が悪くなる。改善方法として、キャ
リアーペプチド自体が形質膜を通過後に特
異的にオルガネラに集積する性質をもたせ
ることができると、目的カーゴ分子の活性上
昇が大いに期待され、キャリアーとしての有
用性が高まることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究課題では、細胞に送達するのみなら
ず、細胞内においてオルガネラを標的可能な
膜透過性ペプチドの創製を行うことが本研
究の目的である。特に、標的オルガネラとし
て、ミトコンドリアに対して高効率な局在を
示すペプチドの創出研究を行った。ミトコン
ドリアは、細胞のエネルギー産生工場として、
また細胞の生死を制御する重要なタンパク
質の貯蔵庫でもある。ミトコンドリアを舞台
にして細胞死を制御する Bcl-2 ファミリータ
ンパク質や、ミトコンドリア病に関わる疾患
治療標的酵素をはじめとした、生物学的にも
非常に興味深い様々な分子がミトコンドリ
アには多数存在する。このミトコンドリアへ
の特異的な薬物送達技術の開発は有用性が
高いことが考えられ、本研究課題では細胞外
から形質膜を通過しミトコンドリアへ特異

的且つ効率的に集積可能なペプチドを創製
し、その細胞内移行性及び、薬物運搬体とし
ての機能性を詳細に解析し、生理活性をもつ
カーゴ分子を本ペプチドでミトコンドリア
に効率的に送達させる技術を確立すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
	
 全てのペプチドは Fmoc 固相法で合成し、
レジンからの脱保護、及び、HPLC での精製
後、MALDI-TOFMSによる測定で、各ペプチ
ドの分子量を確認した。また、細胞内移行性
を調べる為に、N 末端に FITC で蛍光標識し
たペプチドも同様に合成した。細胞内におけ
る移行性を確認するために、共焦点顕微鏡
（オリンパス FV300、FV1000）、及び、フロ
ー サ イ ト メ ー タ ー （ BD Biosciences 
FACScalibur）を用いて、細胞内局在性と移行
量を検出した。また、細胞毒性に関しては
WST-1アッセイを用い、吸光度測定によって
細胞生存率の測定を行った。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 	
 申請者は、抗菌活性を有する人工ペプチ
ドをアルギニンリッチな配列に改変するこ
とで、ペプチド自体の形質膜通過能が格段に
上昇し、しかもサイトゾル移行後にミトコン
ドリアに著しく集積する性質をもつ D 体の
アミノ酸からなるペプチドを見出した。人工
的に作られた KLAペプチド（アミノ酸配列：
D(KLAKLAK)2-amide）は 14 残基の D 体のア
ミノ酸で構成されており、膜中でヘリックス
構造を呈する両親媒性のペプチドである。こ
のペプチドは、Ellerbyらによって、癌細胞を
標的するために RGD ペプチドを結合した
KLAを調製し、本ペプチドが細胞膜を通過し
てミトコンドリアに達し、アポトーシスによ
る細胞死を誘導することを明らかにした。ミ
トコンドリア膜は約-200 mVであることから、
カチオン性のペプチドがミトコンドリアへ
達しやすいことを考え、KLAペプチドを基盤
にしたミトコンドリア送達ペプチドの創製
が可能か検討を行った。また他の研究グルー
プは、KLAペプチドのロイシン部分を他の疎
水性アミノ酸に置換することで、細胞へのア
ポトーシス誘導能が高まることを既に示し
ており、本研究ではミトコンドリアへの集積
性を維持しながらもアポトーシスが誘導さ
れない配列を見出すことを試みた。 
	
 細胞内移行において、我々はペプチド配列
中のアルギニン残基が、細胞膜における糖鎖
や、負電荷を有する脂質を介した細胞膜への
集積に重要な役割を有しており、そのペプチ
ドの細胞膜への効率的な集積の結果、細胞内
へ積極的に取り込まれることを示している。
また他の研究グループにおいても、膜透過性
ペ プ チ ド の ひ と つ で あ る antennapedia 
homeodomain 由来の penetratin ペプチドにお
いて、配列中のリジン残基をアルギニン残基
に置換することで、penetratinの細胞内移行性



が促進することを報告している。そこで我々
は、KLAペプチド配列のリジン残基をアルギ
ニン残基に置換した RLA ペプチド（アミノ
酸配列：D(RLARLAR)2-amide）を新たに合成
し、その細胞内移行性について検討を行った。 
	
 FITCで蛍光標識したペプチドを用いて、ヒ
ト子宮頸癌由来の HeLa 細胞にてペプチドの
細胞内移行を調べた結果、5 µMのペプチド濃
度で 30分の条件で細胞に取り込ませた結果、
フローサイトメーターによる検討において、
KLAペプチドと比較して RLAペプチドが 40
倍以上も高効率に細胞内へ取り込まれるこ
とが明らかとなった。この RLA ペプチドに
ついて、その膜への親和性、及び、ペプチド
の二次構造への影響に関して円二色性分散
計 を 用 い て 計 測 し た 結 果 で は 、
phosphatidylcholineと phosphatidylserine（4:1）
の脂質含有条件において、ヘリックス含有量
の指標になる222 nmのmolar ellipticityを調べ
た結果、11834 deg cm2 dmol-1と高いことが示
され、KLAペプチド（7880 deg cm2 dmol-1）
と比較的に近いことから、KLAペプチド配列
のリジン残基をアルギニン残基に置換して
も、脂質膜中におけるヘリックス構造形成が
保持されることがここで示された。 
	
 次に、RLAペプチドの細胞内移行における
ヘリックス構造の重要性について検討を行
うにあたり、RLAペプチド配列にグリシン残
基を入れた RLAGG ペプチド（アミノ酸配
列：D(RLARLAR)-GG- D(RLARLAR)-amide）
を調製した。この RLAGGペプチドは、配列
中に新たに挿入したグリシン残基によって、
ヘリックス含有量が RLA ペプチドト比較し
て 60%程度低下することが示されている。そ
こで、同様に FITC で蛍光標識した RLAGG
ペプチドの細胞内移行性について HeLa 細胞
にて検討した結果では、RLAペプチドと比較
して細胞内移行性は低く、KLAペプチドと同
程度であったことから、本ペプチドにおける
ヘリックス構造の重要性が示された。また
RLAペプチド配列のアルギニン残基を 1残基
リジンに置換することで、その細胞内移行量
が 90%程度低下することも示されたことか
ら、アルギニン残基とヘリックス構造の双方
がペプチドの細胞内移行に重要であること
が明らかとなった。 
	
 細胞毒性に関しては、WST-1アッセイにて
検討を行ったが、上記の HeLa 細胞での実験
において、20 µMのペプチド濃度まで上昇さ
せても、24 時間のペプチド処理において、
RLA ペプチドによる細胞毒性がほとんどみ
られなかった。 
	
 共焦点顕微鏡を用いた蛍光標識したペプ
チドの細胞内移行観察において、上記同様の
HeLa細胞を用いた実験では、ペプチド濃度 5 
µMで 30分、37℃で細胞内に取り込ませると、
RLA ペプチドがミトコンドリアに高効率に
集積することが観察された。FITCで蛍光標識
した RLA ペプチドは、ミトコンドリア染色
試薬である MitoTracker と共局在することが

確認され、既存の膜透過性ペプチドであるオ
クタアルギニン（R8）ペプチドの場合（エン
ドソーム状の細胞内局在）とは異なる細胞内
挙動を示すことが明らかとなった。KLAペプ
チドの場合は、ペプチド濃度を 20 µMまで上
げると、ミトコンドリアへ局在することが観
察された。また、R8ペプチドと KLAペプチ
ドをつなげたペプチド（R8-KLA）（アミノ酸
配列：R8-GG- D(KLAKLAK)2-amide）を合成
し、同様の実験を行った結果では、著しい細
胞毒性を生じることが明らかとなった。さら
に、RLAペプチドの経時的な細胞内移行観察
を行った結果、ペプチド処理後、6 分程度と
いった短時間で、ペプチドが形質膜を通過し、
ミトコンドリアに集積し始めている様子が
観察されている。 
	
 RLA ペプチドの細胞内移行におけるエン
ドサイトーシスの依存性に関する検討では、
エンドサイトーシスが抑制される低温条件
（4℃）におけるペプチドの細胞内取り込み
について検討を行った結果、著しくペプチド
の細胞内移行効率、及び、ミトコンドリアへ
の集積効率が低下したことから、本ペプチド
の細胞内移行において、エンドサイトーシス
の経路が大きく関与していることが示唆さ
れた。 
	
 さらに、RLAペプチドのミトコンドリアへ
の集積持続性に関する検討も行った。蛍光標
識した RLAペプチドを上記同様に、5 µMの
ペプチド濃度で 30分の条件でHeLa細胞に取
り込ませた後、細胞洗浄で移行していないペ
プチドを除去した後、24時間培養し、ペプチ
ドのミトコンドリア集積性について調べた
結果、このような長時間培養の後においても
RLA ペプチドが極めて高い割合でミトコン
ドリアに持続的に集積している様子が確認
された。本結果から、RLAペプチドが持続的
なミトコンドリアへの高い集積性を有する
ことが明らかにされた。一方で R8 ペプチド
の場合は、同様な実験条件において、ミトコ
ンドリアへはほとんど集まらないことが示
されている。 
	
 次に RLA ペプチドの細胞内送達性につい
て、BH4 ペプチドを用いて検討を行った。
Bcl-xL由来の BH4ペプチドは、ミトコンドリ
アに存在する voltage-dependent anion channel
（VDAC）を制御することで、ミトコンドリ
アからチトクロム cの放出を防ぎ、最終的に
はアポトーシスを抑制することが知られて
いる。そこで本研究では、RLAペプチドを用
いた BH4 ペプチドのミトコンドリア送達に
ついて検討を行った。 
	
 RLA と BH4 ペプチドを繋げたペプチド
（ RLA-BH4 ）（ ア ミ ノ 酸 配 列 ：

D(RLARLAR)2-GG-SNRELVVDFLSYKLSQK-
GYS-amide）を合成し、FITCで蛍光標識した
ペプチドを用いた細胞内移行性に関する検
討を行った。HeLa細胞にて、5 µMのペプチ
ド濃度で 1時間の条件で細胞に取り込ませた
結果、RLA-BH4は効率的に形質膜を通過し、



ミトコンドリアに集積することが共焦点顕
微鏡で観察された。一方で、R8 と BH4 ペプ
チドを繋げたペプチド（R8-BH4）（アミノ酸
配 列 ： RRRRRRRR-GG- 
SNRELVVDFLSYKLSQKGYS-amide）の場合
は、エンドソーム様の蛍光シグナルのみ観察
され、ミトコンドリアへはほとんど集積して
いないことが確認された。しかし、フローサ
イトメーターを用いた実験では、R8-BH4 ペ
プチドが RLA-BH4 ペプチドと比較して、同
実験条件で 1.6 倍程度も細胞内移行効率が高
いことも示された。次に、アポトーシスを誘
導するエトポシド処理による RLA-BH4 ペプ
チドの活性への影響について検討を行った。
エトポシドは DNA topoisomerase IIを阻害す
ることで、最終的にミトコンドリアからチト
クロム cを放出させ、アポトーシスによる細
胞死が誘導されることが知られている。本実
験では、RLA-BH4を 5 µMのペプチド濃度で
1時間 HeLa細胞に取り込ませた後、200 µM
のエトポシドを細胞に投与し、15時間後の細
胞死の誘導性に関する検討を行った。結果と
して、ペプチド処理をしていないコントロー
ルの場合は、細胞の変形が確認され、50%以
上の細胞が細胞死を起こしていることが認
められた。一方で RLA-BH4 ペプチドを先に
処理した細胞では、エトポシドを投与しても、
18%程度の細胞のみが死細胞となることが明
らかになり、有意に RLA-BH4 ペプチドが細
胞死を抑制することが示された。一方で、
R8-BH4 ペプチドの場合は、上記のように細
胞内移行量が RLA-BH4 ペプチドの場合より
も高いものの、結果としてエトポシドの投与
によって、コントロールの場合と同様に 50%
以上の細胞が細胞死を起こしていることが
明らかとなった。また、RLAペプチドと BH4
ペプチドを繋げずに投与した場合において
も、コントロール同様に有意な細胞死の抑制
は見られなかった。 
	
 このように、本研究課題によってミトコン
ドリアに送達できる新しい膜透過性ペプチ
ド RLA の創製に成功した。また、本研究結
果によって、どんなにキャリアー分子を用い
て活性物質の細胞内への送達量を高めても、
活性を発揮する為に必要な細胞内での場所
に到達しない限りは活性を誘導できないこ
とが示唆され、細胞内における局在のコント
ロールの重要性を示すに至った。本研究成果
は、ミトコンドリアへの送達システムとして
のみならず、今後の薬物送達システムの構築
研究において、特異的なオルガネラ送達にお
ける考慮すべき重要な基礎的知見として大
きく貢献すると強く考える。	
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