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Ⅰ．緒言　

　ドラッグデリバリーシステムによって、タン
パク質を細胞内へと導入するメリットの一つは
「即効性」にある。遺伝子は、ウイルスベクター
の感染から発現までに1日以上かかることから、
心筋梗塞などの一刻を争うような治療には向い

ていない。心筋虚血再灌流時に、心筋細胞内に
心筋細胞を保護する効果を持つタンパク質を送
達することができれば、これまでの薬剤1)と併
用することで細胞へのダメージを最小限に抑え
ることができるかもしれない。その為には、投
与したタンパク質が血管から臓器へと移行し、
さらに組織細胞内のサイトゾルへと移行して機
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能を発揮する必要がある。タンパク質は、電荷、
サイズ、立体構造など、性質がタンパク質ごと
に大きく異なる。このようなタンパク質の導入
方法として、膜透過ペプチド、リポソーム、ポ
リマーナノ粒子など様々なキャリアが開発され
ている2)。これらのキャリアの多くは、エンド
サイトーシスを介して細胞内へとタンパク質を
送達することから、エンドソームからサイトゾ
ルへの移行効率が低いことが課題となってい
た。現状では、最適なタンパク質の導入方法に
ついて、様々なタンパク質の性質（分子サイズ、
電荷、三次元立体構造など）や標的細胞との関
係を検討しながら、使用するキャリアを開発・
改良している段階にあり、培養細胞レベルでさ
え確立されているとは言えない。
　膜透過ペプチドによるタンパク質の細胞内導
入は、エンドサイトーシスが主経路であり、エ
ンドソームからサイトゾルへと導入分子を移行
させることは難しかった3)。しかし、膜透過ペプ
チドであるR8（RRRRRRRR）に透過促進配列 
（penetration accelerating sequences (Pas), FFLIPKG） 
を付加することで、カーゴ（5 kDa程度までの大
きさ）の細胞内導入量が増加することが報告さ
れた4,5)。我々は、このPas配列を利用した改良型
膜透過ペプチド（Pas2r12, FFLIGFFLIGrrrrrrrrrrrr、
大文字はL-アミノ酸、小文字はD-アミノ酸）を
開発し、カベオラエンドサイトーシスという特
殊な経路を介して、緑色蛍光タンパク質や抗体
をサイトゾルへと移行させることに成功した6)。
カベオラは、細胞表面に存在する80 nm程度の
フラスコ状の窪みであり、栄養素の輸送や病原
体の侵入経路として報告されている7)。カベオ
ラ依存性エンドサイトーシスを引き起こすリガ
ンドと受容体の関係として、Simian virus 40
（SV40）とGM1ガングリオシド8,9)や、アルブミ
ンとgp6010)などが報告されている。よって、
Pas2r12にも特異的な受容体が存在する可能性
があり、受容体依存的なデリバリーへと展開す
ることが期待される。
　これまでに、Pas2r12の受容体候補として、
Pas2r12と相互作用するタンパク質の同定を試
みてきたが、不溶性の凝集体を形成する為に同
定には至っていない。そこで我々は、Pas2r12
の刺激によって生じる、細胞内シグナルを検出
できないかと考えた。Mitogen-activated protein 

kinase（MAPK）経路は、細胞外シグナルを細
胞内へと伝達し、増殖、分化、アポトーシスお
よびストレス応答を含む多種多様な細胞プロセ
スを調節する11,12)。これらの経路を活性化する
シグナルは多様であり、受容体は多くの場合、
Gタンパク質共役受容体あるいはチロシンキ
ナーゼ受容体である13)。これらの受容体は、通
常MAPK経路の上流でプロテインキナーゼカス
ケードを誘発し、MAPKキナーゼキナーゼがリ
ン酸化されて活性化される。続いて、MAPKキ
ナーゼキナーゼによってMAPKキナーゼがリン酸化さ
れ、活性化されたMAPKキナーゼはMAPKをリン酸
化 する。MAPK経 路にはERK1/2、p38、JNK、
ERK5をそれぞれ活性化する4つの経路が存在する
が14)、一部のMEK-ERK経路の活性化は、エンドソー
ム上で行われていることが報告されていた15)。そこで
本研究ではERK1/2に注目し、Pas2r12によりリン酸化
されることを見出したので報告する。

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（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
　Pas2r12（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）
とr12（rrrrrrrrrrrr-amide、分子量 1891.2）は、スク
ラム社（日本）に合成と精製を委託した。Pas2r12お
よびr12は、超純水に溶解して保存溶液とした。

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 
Laboratory、日本）でヒスチジンタグを付加さ
せたenhanced grren fluorescent protein（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6)。
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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．U0126およびInsulinの調製
　U0126（ChemScene LLC、USA）は、100 mmol/
Lとなるように dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶
解し、保存溶液とした。細胞に加える場合は、
DMEMで 10,000倍に希釈して使用した。コント
ロールとして、U0126溶液の溶媒である DMSO
を使用し、0.01%となるように DMEMで希釈し
て使用した。Insulin（Fujifilm Wako、日本）は、
50 μ mol/Lとなるように超純水に溶解し、保存
溶液とした。 

5．  ウエスタンブロット法によるリン酸化ERK1/2
の検出

　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）に播種した。これまでに、

10% FBSを含むDMEM培地で培養した細胞に比べ
て、2.5％ FBSで前培養を行った細胞の方が、Pas2r12
によるEGFPのサイトゾル導入率が上昇することを報告し
ている16)。よって本研究においては、よりサイトゾル導入
率が高い条件である2.5% FBSを含むDMEM培地で、
前培養を行うこととした。培養液をDMEM（2.5% 
FBS）に交換し、24時間培養を行った。その後、96ウェ
ルマイクロプレートからDMEM培地を全て除き、U0126
（10 μmol/L）またはDMSO（0.01%）を含むDMEM（2.5% 
FBS）を加え、30分間前培養を行った。Pas2r12と
EGFPの複合体（Pas2r12 + EGFP）形成の為、マイク
ロチューブにDMEMとPas2r12（40 μmol/L）および
EGFP（30 μmol/L）を加えて25 μLとし、室温で1時間
静置した。r12およびPas2r12のみでインキュベートする
場合も同様に、r12（40 μmol/L）およびPas2r12（40 
μmol/L）が総溶液量25 μLとなるようにDMEMを加え、
室温で1時間静置した。静置後の溶液に、U0126（20 
μmol/L）またはDMSO（0.01%）を含むDMEMを25 μ
L加え、2倍に希釈したものを細胞添加用のペプチドま
たは複合体溶液とした。ERKシグナルのポジティブコン
トロールであるinsulinは、insulin（5 μmol/L）となるよう
にDMEM（10 μmol/L U01260または0.01% DMSOを含

む）50 μLに溶解した。このように調製されたr12（20 μ
mol/L）、Pas2r12（20 μmol/L）、Pas2r12 + EGFP 複合
体溶液（Pas2r12 20 μmol/L, EGFP 15 μmol/L）、insulin
（5 μmol/L）をそれぞれ含むDMEM （10 μmol/L 

U01260または0.01% DMSOを含む）50 μLを、各ウェ
ルの細胞へと加えた。Control細胞へは、DMEM（10 
μmol/L U01260または0.01% DMSOを含む）50 μLを加
えた。これらの細胞を37℃で10分間培養した後、細胞
を氷冷しながらプロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライ
テスク、日本）とEZBlock Phosphatase inhibitor cocktail 
IIおよびⅢ（BioVision、USA）を含むSDS-PAGE サン
プル処 理 液（0.25 mol/L Tris・HCl (pH 6.8)、10% 
2-mercaptoethanol、4% sodium dodecyl sulfate、10% 
sucrose、0.01% bromophenol blue）100 μLを加えて細
胞を溶解し、熱処理を行った（95℃、5分間）。タンパ
ク質は、SDS-PAGEで分離し、PVDFメンブレン（Cytiva、
日本）へと転写を行った。メンブレンを30分間洗浄後、
室温で1時間ブロッキング処理を行った。ブロッキング
溶液として、リン酸化タンパク質であるpERK1/2を検出
するメンブレンには、Blocking One P（ナカライテスク、
日本）を、GAPDHとERK1/2を検出するメンブレンには、
Blocking One （ナカライテスク、日本）を用いた。一次
抗体は、anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH)（3E12）monoclonal antibody（Bioss、
USA）、anti-ERK monoclonal antibody（Santa Cruz 
biotechnology、USA）、anti-pERK1/2 monoclonal 
antibody（Santa Cruz biotechnology、USA） を、
Immuno Shot 抗原抗体反応増強用バッファー（Cosmo 
Bio、日本）で2,000倍に希釈し、抗体溶液とした。一
次抗体反応は、メンブレンに一次抗体溶液を加え、4℃
で一晩静置した。二次抗体は、anti-mouse IgG HRP-
linked antibody（Cell Signaling、USA） をImmuno 
Shot バッファーで2,500倍に希釈し、抗体溶液とした。
二次抗体反応は、メンブレンに二次抗体反応溶液を
加え、室温で45分間振盪した。検出は、発光試薬で
あるイムノスター LD（Fujifilm Wako、日本）を用いて、
ChemiDoc XRS+システム（Bio-Rad、USA）により検
出した。各サンプル（-U0126）のpERK1/2シグナルと
GAPDHシグナルの平均値を、Image Lab (Bio-Rad、
USA)で測定した。pERK1/2シグナルをGAPDHで正
規化するために、pERK1/2の平均値をGAPDHの平
均値で割った。次に、control（-U0126）と比較す
るために、各値をcontrolで割って比を算出した。
これらの比について、Control、r12、Pas2r12、
Pas2r12 + EGFP、insulinについてone way ANOVA
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分析により有意差を確認し、Tukey法による多
重比較を行った。4回独立して実験を行い、平
均値±標準誤差で表した。

6． 共焦点顕微鏡による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Dulbecco’s modified Eagle medium
（DMEM）中で5日間培養した。その後、方法5と
同様に、培養液を2.5%FBSを含むDMEMに置換し、
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3本（① control、 ② 
DMSO、③ U0126）にそれぞれPas2r12（40 μ
mol/L）およびEGFP（30 μmol/L）を加えて
DMEMで溶液量を50 μLとし、24℃で1時間静置し
た。静置後の溶液に、① DMEM（2.5% FBS）を
50 μL 、② DMSO（0.02%）を含むDMEM（2.5% 
FBS）を50 μL、③ U0126（20 μmol/L）を含む
DMEM（2.5% FBS）を50 μL、それぞれに加えて
2倍に希釈し、複合体溶液（① 20 μmol/L Pas2r12 
+ 15 μmol/L EGFP、② 20 μmol/L Pas2r12 + 15 μ
mol/L EGFP、0.01% DMSO、③ 20 μmol/L Pas2r12 
+ 15 μmol/L EGFP、20 μmol/L U0126）とした。複
合体を加える前に、それぞれのガラスベースディッシュ
の培養液をDMEM（2.5％ FBS）から① DMEM（2.5 
% FBS） 2 mL、② DMEM（2.5 % FBS + 0.01% DMSO） 
2 mL、③ DMEM（2.5％ FBS + 10 μmol/L U0126）2 
mLに置換して、30分間前培養を行った。その後、
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、調製した複合体溶液（①～③）を加
えた。細胞を37℃で45分間培養し、DMEM（10% 
FBS）により洗浄を行った。その後、DMEM（10% 
FBS）2 mLとHoechst 33342（Dojindo、日本）1 μg
を加え、30分間37℃で核染色を行った。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、5視野の細胞（全視野の合計が300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、核染色画
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±標準誤差で表した。controlとの比較は、ス
チューデントのt検定を行った。

7．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、方法5と同様に、培養液を2.5% FBSを含む
DMEMに置換し、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3本
にそれぞれPas2r12（40 μmol/L）およびEGFP（30 
μmol/L）を加えてDMEMで溶液量を25 μLとし、
24℃で1時間静置した。静置後の溶液に、① 
DMEM（2.5% FBS）を25 μL 、② DMSO（0.02%）
を含むDMEM（2.5% FBS）を25 μL、③ U0126（20 
μmol/L）を含むDMEM（2.5% FBS）を25 μL、
それぞれに加えて2倍に希釈し、複合体溶液（① 
20 μmol/L Pas2r12 + 15 μmol/L EGFP、② 20 μ
mol/L Pas2r12 + 15 μmol/L EGFP、0.01% DMSO、
③ 20 μmol/L Pas2r12 + 15 μmol/L EGFP 、20 μ
mol/L U0126）とした。複合体を加える前に、そ
れぞれのウェルの培養液をDMEM（2.5％ FBS）
から① DMEM（2.5 % FBS） 0.1 mL、② DMEM（2.5 
% FBS + 0.01% DMSO） 0.1 mL、③ DMEM（2.5％ 
FBS + 10 μmol/L U0126）0.1 mLに置換して、30
分間前培養を行った。その後、前培養を行った
ウェルからDMEM培地を全て除き、調製した複
合体溶液（①～③）を加えた。細胞を37℃で45
分間培養した後、CellQuanti-MTT cell-viability 
assay kit (Bioassay Systems、USA)に よ りMTT 
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide] 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±標準誤差で表し
た。統計学的有意差を判定する為に、①の
control細胞の測定値に対する②と③の測定値を、
スチューデントのt検定により評価した。

Ⅲ．結果

　まず、Pas2r12あるいは複合体（Pas2r12 + 
EGFP）導入による、ERK1/2のリン酸化につい
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て調べた。細胞に、Pas2r12またはPas2r12 + 
EGFPを加えると、ERK1/2のリン酸化がcontrol
に比べて約3.7倍または約5.2倍と顕著に増加し
た（Fig. 1A, B）。ポジティブコントロールとし
て用いたインスリンは、インスリン受容体のリ
ガンドであり、MAPKを活性化する17)。インス
リンで刺激した細胞におけるERK1/2のリン酸
化は、controlに比べて約3.4倍と顕著に増加し
た。さらに、MEK1/2の活性化阻害剤である
U012618)で細胞を処理すると、Pas2r12、Pas2r12 
+ EGFP、インスリンによるERK1/2のリン酸化
はほぼ完全に抑制された（Fig. 1A）。一方、r12

を加えた細胞では、controlと比べて約1.2倍と
有意な差はみられなかったが、Pas2r12、
Pas2r12 + EGFP、インスリンとは有意差が見ら
れた。以上の結果から、Pas2r12およびPas2r12 
+ EGFPによって、ERK1/2のリン酸化が促進さ
れることが示された。
　次に、Pas2r12によるEGFPのサイトゾル導入に、
U0126が与える影響について調べた。DMEM（2.5% 
FBS）のみ、またはDMEM（2.5% FBS）にDMSOあ
るいはU0126を含む培地で前培養を行った細胞に、
それぞれPas2r12 + EGFPを加えて培養を行った。
Pas2r12によってサイトゾル導入されたEGFPは、核を

Fig. 1  Phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (pERK1/2) by peptides or complexes. Cells with 10 μ
mol/L U0126 or with vehicle (0.01% dimethyl sulfoxide, -U0126) were treated with r12 (20 μmol/L), Pas2r12 (20 
μmol/L), Pas2r12 + enhance green fluorescent protein (EGFP) (20 μmol/L + 15 μmol/L), or insulin (5 μmol/
L). (A) Phosphorylation and expression of ERK were examined by Western blotting. (B) Comparison of pERK1/2 
levels normalized by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in treated cells without U0126 in A. 
The mean values of pERK1/2 and GAPDH signals (-U0126) of each sample were determined by Image Lab. To 
normalize the pERK1/2 signal by GAPDH, the mean value of pERK1/2 was divided by the mean value of 
GAPDH. Next, in order to compare with control (-U0126), the ratio was calculated by dividing each value by 
control. The data represent the mean ± SEM from 4 experiments. * p<0.05; **p< 0.001.
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Fig. 2   Influence of U0126 treatment on cytosolic EGFP delivery by Pas2r12. Cells were treated with Pas2r12 (20 μ
mol/L) + enhance green fluorescent protein (EGFP) (15 μmol/L) for 45 min under U0126 (10 μmol/L). For 
the control, Pas2r12 + EGFP were added to cells with or without 0.01% dimethyl sulfoxide (DMSO). (A) Cells 
were captured with confocal microscopy. The green channels show localization of EGFP. The blue channels 
show DNA, which is stained Hoechst 33342. DIC: differential interference contrast. Scale bars represent 20 μ
m. (B) The bar graph of proportion of cells with cytosolic EGFP. The data represent the mean ± SEM from 3 
experiments. (C) Cell viability assay. MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. The 
data represent the mean ± SEM from 3 experiments.
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含めた細胞全体に拡散した（Fig. 2A）。それぞれの
EGFPサイトゾル導入率は、control（2.5% FBSを含む
DMEMのみで前培養）で26.1%、DMSOで21.6%、
U0126で18.5%となった。Controlに対して、DMSO処
理細胞（p=0.065）およびU0126（p=0.821）処理細
胞共に、有意差はみられなかった（Fig. 2 A, B）。また、
DMSOとU0126処理による細胞へのダメージを確認す
る為に、Fig. 2Aと同様の条件で処理した細胞に対し
て、細胞生存率の解析を行った。Controlに対して、
DMSOとU0126処理細胞ともに有意差は見られなかっ
た（Fig. 2C）。以上の結果から、Pas2r12 + EGFPに
よるERK1/2のリン酸化を抑制しても、EGFPのサイトゾ
ル導入率には影響しないことが示された。

Ⅳ．考察

　本研究では、Pas2r12およびPas2r12 + EGFPの
刺激により、ERK1/2がリン酸化されることを
明らかにした。これは、Pas2r12およびPas2r12 
+ EGFPによる刺激を細胞内へと伝える受容体
が、細胞表面に存在する可能性を示している。
これまでに、リン酸化されたERK1/2の機能に
ついては、核へと移行して細胞増殖に関与する
様々な転写因子をリン酸化することが広く知ら
れているが11,12)、後期エンドソーム上では、細
胞内総MEK-ERKの約半分の活性化がみられる
ことが報告されていた15)。このMEK-ERKの活
性化による機能はまだ明らかではないが、後期
エンドソームからリソソームへの正常な移行
を、補助している可能性が示唆されていた。
　Pas2r12 + EGFPを加えた細胞において、
ERK1/2がリン酸化されたが、このERK1/2の活
性化を抑制してもEGFPのサイトゾル導入率に
影響は見られなかった。Pas2r12 + EGFPは、主
にカベオラ依存性エンドサイトーシスにより、
EGFPがサイトゾルへと移行する。ERK1/2とエ
ンドソームとの関係は、後期エンドソームから
リソソームへの移行に関与していることが示唆
されていたことから、本研究においても
Pas2r12によるEGFPのサイトゾル導入は、後期
エンドソームよりも前の段階で起きている可能
性がある。この可能性も踏まえ、今後EGFPの
エンドソームからサイトゾルへの移行のタイミ
ングについて、検証する必要がある。
　DMSOは、極性、非プロトン性、両親媒性の

特性を持つことから、細胞実験だけではなく生
体治療薬の溶媒としても使用される。ただし、
0.1％程度の低濃度でも、細胞内の脂質や核酸
への影響が報告されている19）。本研究では、
DMSOをU0126の溶媒として用いたが、細胞へ
の影響をできるだけ抑える為に、0.01%の濃度
で使用した。この濃度では、細胞生存率への影
響はみられなかったが、DMSOとU0126の存在
下でのPas2r12によるEGFPのサイトゾル導入率
は、DMSOやU0126を加えていないcontrolより
も平均値がわずかに低下した。よって、DMSO
を使用する場合は、低濃度であっても細胞に対
して何らかの影響が生じることは避けられず、
細胞への影響が少ない溶媒の登場が望まれる。
　一方、ERK1/2の活性化は、r12ではみられな
かった。Pas2r12がERK1/2をリン酸化するよう
になった理由として、二つの可能性が考えられ
る。一つ目は、「ERK1/2を活性化する受容体」
に対して、新たに結合できるようになったとい
う可能性である。また、二つ目の可能性として
は、r12と比べて「ERK1/2を活性化する受容体」
に対して、より強く結合できるようになったと
いう可能性である。これまでに、r12（rrrrrrrrrrrr, 
D-アミノ酸）単独の細胞内導入について報告は
ない。しかし、EGFPにr12を化学的にライゲー
ションしたEGFP-r12は、細胞内へと導入され
る こ と が 報 告 さ れ て い る20)。 ま た、R12
（RRRRRRRRRRRR, L-アミノ酸）については、
細胞膜を直接透過する経路21)と、Gタンパク質
共役受容体であるCXCR4を介してマクロピノ
サイトーシスによって細胞内へと導入される経
路22)が知られている。このCXCR4に、ケモカイ
ンSDF-1αが結合すると、ERK1/2がリン酸化さ
れる23)。よって、Pas2r12の刺激により「ERK1/2
を活性化する受容体」として、CXCR4を始め
としたMAPK上流に位置するGタンパク質共役
受容体あるいはチロシンキナーゼ受容体が候補
となり得る。
　今後、Pas2r12の特異的受容体が明らかとな
れば、より効果的なデリバリーへと繋げること
ができるはずである。また、受容体をエントラ
ンスとしたターゲティングデリバリーの可能性
と共に、エンドソームからサイトゾルへのタン
パク質の移行のタイミングや詳細なメカニズム
についても、検証する必要があると考える。
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