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Ⅰ．緒言

　生命科学分野において、核酸やタンパク質な
どの高分子を細胞に届けることができる技術が
必要とされている。核酸の細胞内導入に関して
は、生体への効果的な核酸導入技術が開発され、
さまざまな核酸ベースの薬が承認され始めてい
る1）。しかし、タンパク質に関しては、培養細

胞レベルでさえ効果的な細胞内導入技術は確立
されていない。これまで、タンパク質や抗体な
どの高分子薬は、細胞外液または細胞表面分子
を標的とするものに限られてきた2）。タンパク
質を細胞内へと導入する利点は、核酸と比較し
て迅速な機能発現が可能である点や、低分子薬
ではアクセスできない細胞内のシグナル伝達経
路やタンパク質間相互作用などの制御が可能で
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ある点などが挙げられる。
　これまでに報告されてきたタンパク質の細胞
内導入法として、膜透過ペプチド3）やナノ粒子4）

などを用いた方法がある。膜透過ペプチドは、
ペプチドやタンパク質など様々な積荷（cargo）
を細胞へと運ぶことができる。膜透過ペプチド
の例として、HIV転写活性化タンパク質（Tat）
に由来するTATペプチド5）や合成オリゴアルギ
ニンペプチド6）などがある。ペプチドとcargoの
結合は、遺伝子的にcargoにペプチド配列を融
合する方法7）や化学的に架橋する方法8）などが
ある。一方、膜透過ペプチドの細胞内導入の主
経路はエンドサイトーシスであることが報告さ
れており9-10）、このようなペプチドと共に細胞
内に導入されたタンパク質が、エンドソームか
ら脱出して細胞質基質に到達する効率は低いこ
とが課題であった。しかし、2017年にはヒト・
シンシチン1由来ペプチド（S19）が発見され、
TATペプチドにS19を融合することでTATペプ
チド単独によるタンパク質送達効率を数十倍向
上させることが報告されている11）。このように、
従来の膜透過ペプチドに改良を加えることで、
タンパク質をより効果的に細胞内へと送達でき
るようなツールの開発が進められている。
　近年、膜透過ペプチド（オクタアルギニン：
R8）に膜透過促進配列Penetration-accelerating 

sequence（Pas：FFLIPKG）を付加することで、
cargoのサイトゾル到達量が増加することが報
告された12-13）。しかし、PasによるR8の浸透促進
能力は、5 kDaまでの比較的小さなカーゴ分子
の細胞内送達に対してのみ有効であった。そこ
で、我々はPasによる膜透過促進効果を高める
為に、PasΔPK（FFLIG）をタンデムに繰り返
してPas2（FFLIGFFLIG）とした。また、R8の
効果を増強させる為にR12に延長し、さらにプ
ロテアーゼからの分解を防ぐ為にL-アルギニン
からプロテアーゼ耐性のD-アルギニンへと変換
した。このような特徴を持つ P a s 2 r 1 2

（FFLIGFFLIGrrrrrrrrrrrr：大文字はL-アミノ酸、
小文字はD-アミノ酸）を用いて、Enhanced 

green fluorescent protein （EGFP：27 kDa）および
免疫グロブリン（IgG：150 kDa）を、培養細胞
のサイトゾルへと送達することに成功した14）。
Pas2r12は、塩基性アミノ酸に加えて疎水性ア
ミノ酸を含有することで、疎水性相互作用によ

りタンパク質と結合することができる。よって、
cargoと混合するのみで複合体を形成し、化学
的な架橋や遺伝子的な融合等の操作を必要とし
ない。
　本研究では、Pas2r12を用いたより効果的な
導入条件を見出す為に、牛胎児血清（Fetal 

bovine serum: FBS）濃度がモデルcargoである
EGFPのサイトゾル導入に与える影響について
検討を行った。動物血清は、タンパク質、電解
質、脂質、炭水化物、ホルモン、酵素など多く
の分子を含んでおり、培養細胞の維持の為に、
数%から数十%程度のFBSなどの血清を加える。
しかし、FBSを添加した培養細胞の培地に含ま
れるプロテアーゼによる膜透過ペプチドの分解
や15）、タンパク質との相互作用16）などにより、
ペプチドの導入率が抑制されることが報告され
ている。そこで、Pas2r12を用いたEGFPの導入
において、導入実験を行う前の培地に含まれる
FBS濃度を変化させて培養を行い、それぞれの
条件におけるEGFPのサイトゾル導入率を求め、
FBSが与える影響について考察を行った。

Ⅱ．材料と方法

1．使用細胞株
　HEK293（ヒト胎児腎臓由来細胞）は、JCRB 

細胞バンクから購入した。Dulbecco's modified 

Eagle  medium（DMEM）（Thermo Fisher 

Scientific、USA）に、10% 牛胎児血清アルブミ
ン（FBS）（Corning、USA）を加え、5% CO2濃
度のもと37℃で培養を行い、5～ 7日ごとに継
代して使用した。

2．ペプチドの調製
　 ス ク ラ ム 社 （ 日 本 ） に 、 P a s 2 r 1 2

（FFLIGFFLIGrrrrrrrrrrrr-amide、分子量 3046.7、
大文字はL-アミノ酸、小文字はD-アミノ酸）の
合成と精製を委託した。Pasr12は、超純水に溶
解して使用した。

3．EGFPの調製
　新潟大学遺伝子組換え実験安全管理規則の規
定に基づき、第二種使用等拡散防止措置を行い、
以下の遺伝子組換え実験を行った（承認番号：
SD00799）。大腸菌BL21（DE3）株（BioDynamics 
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Laboratory、日本）でヒスチジンタグを付加さ
せたEGFPを過剰発現させ、大腸菌の溶解液か
らNi-NTA agarose（Qiagen、Nethrlands）を用い
てEGFPを精製した7）。精製されたEGFPは限外
濾過膜（Vivaspin 6-PES 30000 MWCO; Sartorius、
Germany）を用いてリン酸緩衝液への置換と濃
縮を行った。EGFPの精製度は、Sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-

PAGE）により分離し、Coomassie brilliant blue 

R-250染色を行って確認した。

4． Pas2r12によるEGFPのサイトゾル導入率の
解析

　HEK293細胞（4×105個）を直径35 mmのガ
ラスベースディッシュ（AGCテクノグラス、
日本）に播種し、10% FBSを含むDulbeccoʼ s 

modified Eagle medium（DMEM）中で5日間培
養した。その後、前培養として0、2.5、5、7.5、
10% FBSを含むDMEM培地にそれぞれ置換し、
45分間あるいは24時間培養を行った。Pas2r12

とEGFPの複合体形成は、マイクロチューブに
Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific、USA） と
Pas2r12（40μmol/L）およびEGFP（30μmol/L）
を加えて溶液量を50μLとし、室温で1時間静
置した。これらの濃度は、細胞生存率および
EGFPのサイトゾル導入率の解析実験から、
HEK293細胞に適した濃度であることが確かめ
られている14）。その後、複合体溶液にOpti-

MEMを50μL加えて2倍に希釈し、前培養を行
ったガラスベースディッシュからDMEM培地
を全て除き、中央の直径12 mmガラスベースウ
ェル内の細胞に複合体溶液を加えた（細胞に対
す る 終 濃 度：20μmol/L Pas2r12、15μmol/L 

EGFP）。複合体を加えたHEK293細胞を37℃で
45分間培養し、さらに10% FBSを含むDMEM 2 

mLを加えて一晩培養した。生細胞内における
EGFPの検出は、FluoView FV1200（オリンパス、
日本）共焦点レーザー顕微鏡を用いて行った。
対物レンズはUPlanSApo 60×O（オリンパス、
日本）を使用し、可視光LDレーザー（473 nm）
を照射してEGFPを励起して、3～ 5視野の細胞
（全視野の合計が300-500個程度）についてイメ
ージング画像を取得した。蛍光画像と明視野を
重ね合わせ、「EGFPがサイトゾルへ拡散してい
る細胞数」を目視で計測し、明視野画像から目

視で計測した「全細胞数」に対する割合を「サ
イトゾル導入率」とした。3回独立して実験を
行い、平均値±標準偏差で表した。

5．細胞生存率の解析
　HEK293細胞（2×104個）を96ウェルマイク
ロプレート（AGCテクノグラス、日本）に播
種し、10% FBSを含むDMEM中で5日間培養し
た。その後、0、2.5、5、7.5、10% FBSを含む
DMEM培地に交換し、24時間培養を行った。
Pas2r12とEGFPの複合体形成の為、マイクロチ
ューブにOpti-MEMとPas2r12（40μmol/L）お
よびEGFP（30μmol/L）を加えて25μLとし、
室温で1時間静置した。Pas2r12のみ、あるいは
細胞のみでインキュベートする場合も同様に、
総溶液量が25μLとなるようにOpti-MEMを加
えて室温で1時間静置した。96ウェルマイクロ
プレートからDMEM培地を全て除き、静置後
の溶液にOpti-MEMを25μLずつ加えて2倍に希
釈し、各ウェルの細胞へと加えた（細胞に対す
る終濃度：20μmol/L Pas2r12、15μmol/L EGFP）。
細胞を37℃で45分間培養した後、共焦点レーザ
ー顕微鏡実験と複合体の希釈条件を合わせる為
に、各ウェルから40μLを除き、残り10μLに
10% FBSを含むDMEM 200μLを加えて一晩培
養した。これらの細胞に対して、CellQuanti-

MTT cell-viability assay kit （Bioassay Systems、
USA）によりMTT assayを行った。反応溶液（95

μL）を、それぞれのウェルに加え、37℃で4

時間静置した。その後、溶解液を100 μL加え、
1時間振盪した。570 nmにおける吸光度をモデ
ル550マイクロプレートリーダー（Bio-Rad、
USA）を用いて測定した。測定値は、平均値±
標準偏差で表した。統計学的有意差を判定する
為に、10% FBSで培養した細胞の測定値に対し
て、それぞれStudentのt検定を行った。

Ⅲ．結果

　FBS濃度0–10%の条件下で45分間前培養した
それぞれの細胞に、Pas2r12とEGFPの複合体を
加えて、サイトゾルへEGFPが導入された細胞
の割合（サイトゾル導入率）を調べた。すべて
の条件下で細胞内に点状のEGFP由来の蛍光が
みられたが、さらに5%、2.5%および0%におい
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ては、EGFPが細胞全体に拡散している様子の
細胞が観察された（Fig. 1A）。取得した画像の
解析により、FBS濃度が10%、7.5%、5%、2.5%、
0%のとき、EGFPのサイトゾル導入率は0%、

0%、5%、5%、7%であることが分かった（Fig. 

1C）。そこで、さらに前培養の時間を24時間ま
で延長して導入率を調べた。45分間での前培養
と同様、すべての条件下で細胞内に点状の

Fig. 1 Effect of fetal bovine serum concentration of the cytosolic introduction rate of enhanced 

green fluorescent protein by Pas2r12. Cells were precultured for 45 min (A and C) or 24 h 

(B and D) under different fetal bovine serum (FBS) concentrations and then were treated 

with enhanced green fluorescent protein (EGFP) and Pas2r12. Cells were observed by 

confocal laser scanning microscope. In A and B, the upper rows are EGFP fluorescence 

images of cells and lower rows are merged images of EGFP fluorescence (green layer) and 

differential interference contrast images of cells. Scale bars represent 20 μm. In C and D, 

cytosolic introduction rate of EGFP by Pas2r12 are indicated.



－ 318 －

生　物　試　料　分　析

EGFP由来の蛍光がみられた。しかし、5%、
2.5%および0%において、より多くの細胞で
EGFPが細胞全体に拡散している様子が観察さ
れた（Fig. 1B）。EGFPのサイトゾル導入率は、
FBS濃度が10%、7.5%、5%、2.5%、0%のとき、
それぞれ0%、1%、11%、40%、30%であった（Fig. 

1D）。以上より、Pas2r12によるEGFPのサイト
ゾル導入率を45分間と24時間との前培養で比べ
ると、10%および7.5% FBSでの導入率はほぼ
0%で変化はみられなかったが、より低血清条
件 下 で あ る5% FBSで は2.2倍（5% vs 11%）、
2.5% FBSでは8倍（5% vs 40%）、0% FBSでは約
4.3倍（7% vs 30%）にいずれも上昇しているこ
とが分かった。次に、24時間前培養を行った細
胞に、Pas2r12によるEGFP複合体を加えること
による細胞へのダメージの有無を調べる為に、
MTT assayを行った。複合体を加えた細胞では、
FBS濃度が0-10%いずれの条件下で前培養を行
っても、10% FBSで培養した細胞（-）と比べ
て有意な変化は認められなかった（Fig. 2）。た
だし、細胞のみ（-）とペプチドのみ（Pas2r12）
では、2.5-7.5% FBSで前培養を行った場合に、
10% FBSで培養した細胞（-）と比べて細胞生
存率の有意な上昇がみられた。以上の結果から、
0% FBSあるいは2.5% FBSで24時間前培養する
ことで、細胞生存率に影響を与えずにEGFPを
30-40%の細胞のサイトゾルへと導入できるこ
とが分かった。

Ⅳ．考察

　膜透過ペプチドと培地に含まれる血清との関
係については、FBSを添加した培養細胞の培地
に含まれるプロテアーゼによる膜透過ペプチド
の分解15）や、タンパク質とペプチドとの相互作
用による細胞内導入の抑制16）などが報告されて
いる。本研究においても、10% FBSで培養した
細胞ではPas2r12によるEGFPのサイトゾル導入
は検出されなかったが、無血清あるいは低血清
条件下（0-2.5% FBS）で短時間あるいは長時間
前培養することによって、サイトゾル導入がみ
られるようになった。これらの結果から、FBS

に含まれるタンパク質等の成分が、Pasr12によ
るEGFPのサイトゾル導入を抑制している可能
性が示唆された。そこで、Pas2r12に対するFBS

の作用について、①「プロテアーゼによる分解」
と②「血清に含まれるタンパク質との相互作用」
の可能性について考察を行った。
　まず、①の血清に含まれるプロテアーゼによ
る分解の可能性についてである。膜透過ペプチ
ドのTATペプチドやオリゴアルギニンは、L-ア
ミノ酸からD-アミノ酸に変換されることで、血
清に含まれるプロテアーゼによる分解が抑制さ
れる15）。本研究で使用したPas2r12は、分解され
やすいオリゴアルギニン領域が全てD-アルギニ
ン（r12）であり、実際にトリプシンなどのプ
ロテアーゼに耐性であることが示されてい
る14）。よって、プロテアーゼによる分解が主な
原因である可能性は低い。

Fig. 2 Cell viability assay. Cells were pretreated under different FBS concentrations 

for 24 h as in Fig. 1B and D and then were incubated with Pas2r12 and 

EGFP. Differences from 10% FBS (-) (control) were determined by 

Sutudentʼ s t test (*p < 0.05 and **p < 0.01).
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　次に、②血清含有タンパク質とPas2r12との
相互作用についてである。FBSに含まれるアル
ブミンをはじめとした血清タンパク質が、膜透
過ペプチドであるオリゴアルギニン（Rn）と
相互作用し、細胞内へ移行するオリゴアルギニ
ン量を著しく低下させることが報告されてい
る16）。Pas2r12とEGFPの複合体形成時には無血
清培地のOpti-MEMを使用しており、これらの
複合体溶液を培養細胞へと添加する際には、前
培養で使用した培地を除いている。また、無血
清よりも2.5%FBSの方がより高いサイトゾル導
入を示したことから、Pas2r12に対する血清タ
ンパク質の「相互作用」も①のプロテアーゼに
よる分解と同様、主な原因である可能性は低い。
以上より、Pasr12によるEGFPのサイトゾル導
入とFBSとの関係は、これまでに報告されてい
る「分解」や「相互作用」とは異なる可能性が
高い。
　本研究においては、無血清あるいは低血清培
地で長時間（24時間）前培養することで、
EGFPのサイトゾル導入の割合が劇的に上昇し
た。これまでに、Pas2r12によるcargoのサイト
ゾル導入は、エンドサイトーシスの一種である
カベオラ依存性エンドサイトーシスが関与して
いることが分かっている14）。カベオラとは、細
胞表面に存在する50-80 nmのフラスコ状の窪み
であり、Caveolin-1が主要な構成タンパク質で
ある17）。このCaveolin-1の過剰発現により、カ
ベオラ依存性エンドサイトーシスが活性化され
ることが報告されている18）。また、Caveolin-1

の発現は、血清飢餓条件下で増加することが報
告されており19-20）、実際に我々の研究室でも血
清濃度を低下させることによってCaveolin-1の
発現量が増加することを確認している（未発
表）。よって、無血清あるいは低血清培地で長
時間（24時間）前培養することで、EGFPのサ
イトゾル導入の割合が劇的な上昇がみられたの
は、Caveolin-1の発現量が増加することによっ
てカベオラ依存性エンドサイトーシスが活性化
されたからかもしれない。現在、異なるFBS濃
度条件下で培養した細胞についてRNA-Seq解析
を行い、発現変動遺伝子を網羅的に検索してい
る。これによって、異なるFBS濃度で培養する
ことにより生じる細胞の変化について、全体像
を掴むことができるはずである。

　タンパク質デリバリー法の確立は、生命科学
分野研究に革新と創造の幅を広げるブースター
となり得る。これまで低分子にしか実現できな
かった “機能発現スイッチの瞬間的なOn・Off”
や、予め修飾を施したKeyタンパク質の導入に
よる “細胞内シグナル経路の活性化” など、新
たな実験モデル構築への応用が期待される。そ
の為に、Pas2r12による導入メカニズムを明ら
かにし、特徴を活かしたデリバリーの実践が望
まれる。
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