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３ 研究のねらい： 

アルギニンと呼ばれるアミノ酸を多く含んだペプチドを用いて、細胞内にタンパク質や

薬物を効率よく導入する方法が注目されている。本研究では、様々なペプチドのデザイ

ンを通して、どのようなメカニズムでこれらのペプチドが細胞内に導入されるかを理解

し、高い膜透過能と細胞選択能を併せ持った新しい細胞内薬物導入ペプチドの開発を目

指した。 

 

４ 研究成果： 

著者は、ペプチド化学・ペプチド工学的手法と細胞生物学的手法を併用し、(i) 配列や立体構造

を念頭にデザインしたアルギニンペプチドを用いて膜透過機序の解明を図るとともに、(ii) 高い膜

透過能と細胞選択性を併せ持つ高機能性キャリアペプチドを開発することを目的として、以下の

研究を行った。 

（１）アルギニンペプチドの膜透過機序の解明 

当初、HIV-1 Tat ペプチドを含めたアルギニンペプチドの膜透過は、通常の細胞の物質取り込

み経路であるエンドサイトーシスを介さない未知の機序によるものとされていた。しかし、その後の

研究の進展により、かなりの割合でエンドサイトーシスが寄与することが明らかになってきた。著

者は、マクロピノサイトーシスと呼ばれる特殊なエンドサイトーシスが、アルギニンペプチドの細胞

内取り込みに重要な役割を果たしていることを見出し、この際、アクチンと呼ばれる細胞骨格形成

タンパク質の形態が大きく変化することを世界に先駆けて明らかとした（図１）。これはすなわち、

アルギニンペプチドとの相互作用により細胞内に何らかの刺激・情報が伝わり、細胞膜に影響を

及ぼすことで、効率的な細胞内取り込みが行われる可能性を示唆する結果である。さらに、著者

は、細胞とアルギニンペプチドとの相互作用により、アクチンの形態変化を誘導する Rac1 と呼ば

れるタンパク質が実際に活性化されていることを指摘した。また、ヘパラン硫酸をはじめとする細

胞表層の硫酸化された糖タンパク質とアルギニンペプチドの相互作用がアクチンの形態変化とマ

クロピノサイトーシスの誘導には重要であり、これらの糖タンパク質とペプチドが接することで、細

胞内情報伝達系が活性化されることを指摘した。これらの結果は、細胞表層にアルギニンペプチ

ドの取り込みに関与する受容体の存在の可能性をも示唆するものである。 

マクロピノサイトーシスがアルギニンペプチドの細胞内取り込みに重要な役割を果たすことが明

らかになったが、同時に、この取り込み過程はアルギニンペプチドの鎖長や配列に依存すること

や、濃度により複数の取り込み経路が活性化されることを明らかにした。さらに、通常、エンドサイ

トーシスが抑制される４℃でも取り込みが認められたことから、エンドサイトーシスを介さない経路

もやはり存在することを指摘した。エンドサイトーシスは細胞膜表面より、細胞外の物質を脂質小

胞で包み込む形で細胞内部へ取り込む過程であり、たとえ導入分子がエンドサイトーシスで取り

込まれたとしても、その膜を透過して、細胞質内へと移行することなしには機能や薬効を発揮でき

ない。また、前述のようにエンドサイトーシスが抑制される４℃においても細胞内にペプチドが移行

することから、アルギニンペプチドが脂質膜を何らかの形で通過するトリックが存在するはずであ

る。これを可能とする機序の一つとして著者らはアニオン化合物との複合体形成を考えている。例

えば、生体膜の主要な構成脂質であるホスファチジルコリン存在下に、アルギニンペプチドをリン

酸バッファーとクロロホルムとの混液に加えると、アルギニンペプチドはクロロホルム層に分配可 
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図２．アニオンとの複合体形成によってアルギニンペプチドの膜透過が促進されることを示唆する例。(a) 

アルギニンのグアニジノ基はリン酸基、硫酸基、カルボキシル基などとの間に２本の水素結合を形成しう

る。フォスファチジルグリセロール(PG)(b)などの疎水性を有するアニオンが存在すると、アルギニンペプチ

ドはこれらと複合体を形成することによりクロロホルム層に分配される(c)。

 

能である（図２）。また、血清非存在下において、カルボン酸、リン酸、硫酸などアルギニンのグア

ニジノ基と二本の水素結合で結合しうる官能基とピレンブチレートなどの疎水性原子団を併せ持

つ両親媒性分子の存在下、アルギニンペプチドの細胞への取り込みが高まり得ることも見出して

いる。現在、この方法のタンパク質などの細胞導入への応用に関しても検討中である。 

 

（２）新しい概念による細胞内核酸送達系の開発 

既に著者らは、ステアリル化したオクタアルギニン(R8)ペプチドとの複合体が、高い遺伝子導入

能を持つ市販のカチオン性リポソーム、リポフェクタミンとほぼ同等の遺伝子導入活性を示すこと

を見出している。この系は培養細胞では高い導入能を示すと考えられるが、生体への適用を考え

るとき、血中での安定性を考えるとこのままの形での投与は難しい。そこで、北海道大学薬学研

究科原島秀吉教授との共同研究で、ステアリル R8 ペプチドをリポソームに埋め込むことにより、 
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表層に R8 ペプチドが呈示されたリポソームの調製に成功した。この内部に適切に折り畳んだプラ

スミド DNA を予め入れておくことにより、アデノウイルスベクターと同等のトランスフェクション効率

を示した。ウイルス由来ベクターは高い遺伝子導入能を有する反面、感染等の危険が現時点で

は完全にクリアされておらず、同等の DNA 導入活性を有するに関わらず感染の恐れのない上記

の非ウイルスベクターの開発は意義深い。これに関しては、現在、さらに細胞標的分子や、核移

が得られることを見出した。また、同時にリポソーム上のアルギニンペプチドの電荷密度が細胞内

移行機序に重要な働きをすること明らかにし、この違いにより異なる機序で細胞内に移行すること

を示した。ウイルス由来ベクターは高い遺伝子導入能を有する反面、感染等の危険が現時点で

は完全にクリアされておらず、同等の DNA 導入活性を有するに関わらず感染の恐れのない上記

の非ウイルスベクターの開発は意義深い。これに関しては、現在、さらに細胞標的分子や、核移

行ペプチドを複合的に呈示したリポソームを開発中であり、より高選択性で高効率の遺伝子導入

を目指している。 

このほかにも、著者は、ヒスチジンタグキレート複合体や RNase S タンパク質複合体が細胞内

に導入可能なことを見出し、後者に関しては細胞内で HIV-1 の複製阻害効果を発揮することなど

を報告した。また、エンドソーム脱出効果を持つ膜融合ペプチドを用いたリポソームの細胞質への

移行と遺伝子発現効率の向上などに関しても検討した。 

 

５ 自己評価： 

当初の研究目標として、（１）アルギニンペプチドの膜透過機序の解明、（２）新しい概念による

細胞内核酸送達系の開発、（３）細胞への標的化の制御をあげた。 

（１）に関しては、配列や構造を念頭にデザインしたアルギニンペプチドと細胞生化学的手法を

併用し、検討を行った結果、ペプチドとの相互作用により、細胞骨格タンパク質の構造変化とマク

ロピノサイトーシスと呼ばれる特殊な取り込み系が活性化されることを見いだした。また、ペプチド

が細胞表層と相互作用する際や膜を通過する際における負電荷を帯びた分子との相互作用の重

要性を示唆する結果を得た。取り込み機序の全容を解明するためには更なる検討が必要ではあ

るが、これらの知見はキャリアペプチドの設計において有用な知見を与えてくれるものと考えてい

る。また、この過程で、ピレンブチレート存在下にアルギニンペプチドが非常に効率よく細胞内に

移行することを見いだした。現在の所、血清非存在下でしか見られない現象であるが、投与条件

等の検討により、従来のアルギニンペプチドによる細胞移送とは異なる概念によるブレークスル

ー的な移送系になり得るかも知れず、今後その可能性についてさらに追求して行きたく思っている。

（２）に関しては、アルギニンを呈示したリポソームに DNA を内包させることで、アルギニンペプチド

を用いての細胞導入の際に問題になる DNA とのアグリゲーションを回避し、アルギニンペプチド

の性質を活かした形での遺伝子移送系を樹立することが出来た。生体への適用を含めてその実

用性に関して今後さらに検討を進めたいと考えている。（３）に関しては、残念ながら具体的な設計

指針をたてるには至らなかったが、今後（１）の機序解明が進むにつれて、方向性が定まってゆく

と期待される。 

アルギニンペプチドを追ったさきがけ研究の３年間において得られたもう一つの収穫は、アルギ

ニンペプチドを通して細胞という複雑系を一生懸命見る機会を得ることが出来たことである。この

化学の観点から細胞を理解しようとする過程で得られた「感触」を大切に、今後の研究を進めてゆ

きたい。 

 

６ 研究総括の見解： 

高機能の細胞内薬物導入ペプチドの開発に向けて大きな進展があった。まず、アルギニンペプ

チドが効率よく細胞内へ移行する方法を見出し、その作用機構を明らかにした。これらの研究を

発展させ、遺伝子導入のための新しいタイプのナノ脂質粒子（リポソーム）を創出するに至った。

新しい膜透過機構を含む点やさらなる広い応用が期待される。 
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論文 
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