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第一章 
 

序論 
 

1. 1 細胞膜修飾による細胞の機能化  
細胞膜は、主に両親媒性のリン脂質とコレステロールから成る厚さ約 5 nmの二重膜であ

り、受容体、イオンチャネルや接着タンパク質を含む様々なタンパク質で満たされている。

そのため細胞膜は、細胞の内外を分けるバリアとしての働きだけでなく、細胞内へのシグナ

ル伝達、細胞内外への基質の輸送や細胞間のコミュニケーションといった様々な機能発現の

場となっている 1。近年、細胞膜を種々の方法で修飾することで細胞機能の制御や新たな機

能を付与する、細胞膜修飾による細胞の機能化が盛んに研究されている 2-4。細胞を機能化す

る膜修飾法は、二つの手法に大別される 5。一つ目が遺伝子工学的手法であり、二つ目が化学

的手法である。 

 
1. 1. 1 遺伝子工学的手法による膜修飾 
本手法は、目的のタンパク質をコードした遺伝子を細胞に導入することで、人工的に細胞

膜にタンパク質を発現させる一般的な方法である 6。物理的に一時的な細孔を細胞膜に開け

DNA を導入する方法やカチオン性の脂質と DNA を複合体化させて細胞に導入する方法が

ある。後者はキットとして市販されており、遺伝子工学的に細胞膜を改変する場合に簡便に

実行できる。遺伝子工学的手法の利点は、タンパク質を細胞膜上に永続的に導入できる点で

あり、導入したタンパク質によるシグナル伝達の誘起など細胞の高度な機能化が実現する。

例えば、細胞傷害性の免疫細胞（T細胞）にがん細胞特異的なキメラ抗原受容体（CAR）を

発現させ治療を行う CAR-T 療法は、特定のがんに対して効果を発揮、実用化されている 7。

一方、改変手段がタンパク質の発現に限られ、また目的のタンパク質をコードした遺伝子の

設計や発現条件の最適化など研究者に技量を要求する。さらに、遺伝子導入による細胞表現

系への影響、つまり細胞元来の機能を損なう危険性がある点には注意を要する。 

 
1. 1. 2 化学的手法による膜修飾 
本手法は、化学結合を利用して細胞膜表面に分子を導入することで修飾を行う方法である。

分子を膜タンパク質へ共有結合で導入する方法、正電荷に調整した分子を負電荷を帯びた細

胞表面に静電相互作用により結合させる方法や分子に疎水基を修飾して細胞膜に対して疎水

性相互作用により修飾する方法などが報告されている（Figure 1-1）3, 4。化学的手法では、

あらゆる分子を細胞に添加するだけの簡便な操作で短時間に修飾できるという汎用性と利便
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性を備えている。また、遺伝子工学的手法で問題視される細胞表現型への影響も少ない。し

かし、共有結合での分子提示であれば修飾量がタンパク質の発現量に依存し、また修飾によ

りタンパク質の機能を損なう危険性がある。静電相互作用による修飾は、強い細胞毒性が懸

念されている。その点、疎水性相互作用に基づく膜修飾は、分子を膜に修飾するため修飾量

の制限や細胞毒性の心配が少ない点で優れている。また、膜内葉にも分子を提示できるため、

多くの分子が疎水性相互作用によって細胞膜上に修飾され、その物性評価や細胞の機能化が

報告されている。 

 

 

Figure 1-1. 代表的な細胞膜の化学的な修飾方法 
 

1. 2 疎水性相互作用に基づく細胞膜修飾 
 これまでに報告されている疎水性相互作用に基づいた膜修飾分子を（Figure 1-2）にまと

めた。膜修飾分子を大別すると、分子提示の対象が細胞膜外葉または内葉の分子および膜貫

通型の三種類に分類することができる（Figure 1-2(a), (b)）。 
  

共有結合

+ + + +
- - - -

静電相互作用 疎水性相互作用

課題 細胞表面における寿命

消失原因 細胞内取込み
脱離

細胞内取込み
脱離

細胞内取込み
細胞種依存性 大 小 小
細胞傷害性 小 大 小

分子の提示位置 細胞表面 膜外葉・内葉
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Figure 1-2. (a) 膜外葉上に分子を提示する各種膜修飾分子、(b) 膜内葉上に分子を提示する膜
修飾分子、(c) 細胞膜外、内葉上に分子を提示する膜貫通型の膜修飾分子 
 
1. 2. 1 細胞膜外葉の修飾 
膜修飾分子による膜外葉の修飾（Figure1-2(a)）は、これまでに多くの研究が報告されてお

り、タンパク質 8-10、ペプチド 11および DNA12,13などが提示可能と示されてきた。提示でき

る分子の多様性に加え、細胞機能への摂動や細胞毒性の低さから、疎水性相互作用に基づい

て機能化された細胞が再生医療分野へ応用されている。再生医療とは、自家の幹細胞や人工

多能性幹細胞を用いて炎症や機能低下した組織を回復させる治療法である。再生医療におけ

る細胞の投与形態として、細胞懸濁液 14や細胞/マトリックス混合物 15、スフェロイド 16、細

胞シート 17があり、いずれも組織機能の回復に一定の効果を示している（Figure 1-3）５。 

Figure 1-3. 再生医療における細胞の投与形態 5 

inner membrane
modification

transmembrane
modification

outer membrane
modification

lipid polymer peptide

(a) (b) (c)
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中でも、疎水性相互作用に基づいた細胞の機能化により細胞接着を誘導し、細胞を組織化

することで治療に貢献する研究が報告されている。Iwata らは、糖尿病治療に向けた膵島移

植で問題となる免疫応答を、膜修飾分子を介した膵島表面への細胞の被覆により回避する戦

略を報告している 18。彼らは、PEG 修飾脂質型膜修飾分子を介して線維芽細胞である

HEK293細胞膜上にビオチンついでストレプトアビジンを導入した。そこに PEG修飾脂質

型膜修飾分子を介してビオチンを修飾した膵島を加えた結果、HEK293細胞を膵島表面に固

定化できた（Figure 1-4）18。膵島細胞は正常に機能し、培養数日後には膵島の表面が細胞層

で完全に覆われた。このことから、膜修飾分子による細胞の機能化が細胞集合体の形成に応

用できることが示された。彼らは、同様の戦略を肝臓細胞にも適用し効果があることを示し

ている 19。また彼らは、相補的な DNA を有する一対の膜修飾分子を異なる細胞膜上に修飾

するという戦略を用いた異種細胞間の接着にも成功している 20。そして、胚葉体への適用に

より再生医療への応用の可能性を示している。 

 

 
Figure 1-4. (a) ビオチンを修飾した脂質型膜修飾分子、(b) ビオチン修飾脂質型膜修飾分子を
介した細胞表面へのストレプトアビジンの修飾、(c) 膵島細胞を別の細胞で覆う戦略の模式
図 18 

Reprinted with permission from Biomaterials, 2009, 30, 2270. Copyright 2009 Elsevier Ltd. 

 

 

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerol-3-phosphatidylethanolamine (DPPE) was purchased
from NOF Corporation (Tokyo, Japan). Dichloromethane; chloroform; N,N0-dime-
thylformamide (DMF); diethyl ether; N,N0-dicyclohexylcarbodiimide (DCC); D-
biotin; and streptavidin from Streptomyces avidin were purchased from Nacalai
Tesque (Kyoto, Japan). Fluorescein isothiocyanate (FITC) and Hoechst 33342 were
purchased from Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan). FITC-streptavidin was
purchased from Zymed Laboratories (South San Francisco, CA). CellTracker!, the
green fluorescent probe for the cell; Alexa 488-labeled goat anti-guinea pig IgG;
minimum essential medium (MEM); HEPES buffer solution; Hanks’ balanced salt
solution; and Medium 199 were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). Fetal
bovine serum (FBS) was purchased from BioWest (Miami, FL). Phosphate-buffered
saline (PBS) was purchased from Nissui Pharmaceutical Co., Ltd. (Tokyo, Japan). The
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits for the insulin assay were
purchased from Shibayagi Co., Ltd. (Gunma, Japan). Tissue-Tek was purchased from
Sakura Fine Technical Co., Ltd. (Tokyo, Japan). Goat normal serum and polyclonal
guinea pig anti-insulin were purchased from Dako (Glostrup, Denmark). The 10%
formalin solution and Triton X-100 were purchased from Wako Pure Chemical
(Osaka, Japan).

2.2. Synthesis of biotinylated PEG-conjugated DPPE

The NH2–PEG–lipid was synthesized from DPPE and NHS–PEG–Boc, which
carries an activated ester (NHS) that reacts with an amino group on DPPE, and
a protective group (Boc) for the amino group, as reported previously [10]. Briefly,
NHS–PEG–Boc (175 mg) and DPPE (21 mg) were dissolved in 5 mL dichloromethane
solution and stirred for 3 days at room temperature (RT). Then, a solution of TFA
(2 mL) was added and stirred for 20 min at 4 !C to remove the Boc groups. The crude
product was purified by precipitation with diethyl ether. After chloroform extraction
and evaporation, NH2–PEG–lipid was obtained as a white solid (115 mg, yield 66%).
D-Biotin (20 mg) and DCC (21 mg) were dissolved in DMF and stirred for 3 h at RT.
Then, NH2–PEG–lipid (22 mg) was added to the solution and stirred for 7 days at RT.
This solution was filtered through a glass filter and DMF evaporated in vacuo.
Chloroform was then added. After precipitation with diethyl ether, biotin–PEG–lipid

was obtained as a white powder (10 mg, yield 40%). Biotin–PEG–lipid 1H NMR
(CDCl3, 400 MHz, d ppm): 0.88 (t, 6H, –CH3), 1.25 (br, 52H, –CH2–, DPPE), 3.18 (d, 2H,
C–CH2–S, biotin), 3.24 (q, 1H, S–CH(–C)–C, biotin), 3.64 (br, 460H, PEG), 4.52 (m, 2H,
C–CH(–C)–N, biotin), 5.15 (s, 2H, C–NH–C, biotin).

2.3. Encapsulation of islets with HEK293 cells

HEK293 (human endoderm kidney cell line) cells were obtained from the Health
Science Research Resources Bank (Tokyo, Japan). The HEK293 cells were maintained
in MEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin,
and 0.1 mg/mL streptomycin at 37 !C under 5% CO2. The cells were collected by
centrifugation (180 g, 5 min, RT) after treatment with trypsin. The cells were sus-
pended in Hanks’ balanced salt solution and then the medium exchanged. A cell
pellet (4 " 106 cells) was obtained after centrifugation. After the addition of biotin–
PEG–lipid solution (200 mL, 500 mg/mL) to the cell suspension, the suspension was
incubated for 30 min with gentle agitation at RT. The cells were then suspended in
10 mL Hanks’ balanced salt solution and collected by centrifugation (180 g, 5 min,
25 !C, twice) to obtain biotin–PEG–lipid-modified cells. Then, streptavidin (100 mL,
100 mg/mL) was added to the cell suspension and the suspension incubated for
30 min with gentle agitation at 4 !C. The cells were then suspended in 10 mL Hanks’
balanced salt solution and collected by centrifugation (180 g, 5 min, 4 !C, twice) to
obtain streptavidin-immobilized cells.

Islets were isolated from the pancreas of female Syrian hamsters (7–8 weeks old,
Japan SLC, Inc., Shizuoka, Japan) using the collagenase digestion method. The islets
were cultured for 7 days after isolation to remove or sediment cells damaged during
the isolation procedure. The islets were maintained in culture medium (Medium 199
with 10% FBS, 8.8 mM HEPES buffer, 100 units/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin,
and 8.8 U/mL heparin). A biotin–PEG–lipid solution was added to the islets sus-
pended in serum-free MEM (200 islets, 500 mg/mL biotin–PEG–lipid, 100 mL of
MEM), and the mixture was incubated at RT for 1.5 h. After washing three times with
serum-free MEM, biotin–PEG–lipid-modified islets were obtained.

Finally, streptavidin-immobilized cells (4 " 106) and biotin–PEG–lipid-modified
islets (200 islets) were mixed in serum-free MEM (300 mL), and the mixture was

14

O

O

O

Oa

O
P
O

O O
NH

14

O

O n

H
NC

O
S

NHHN
O

Biotin-PEG-lipid streptavidin

Biotin-PEG-lipid-modified islets

streptavidin-immobilized HEK293

b

c

Scheme 1. (a) Chemical structure of biotin–PEG-conjugated DPPE (biotin–PEG–lipid). (b) Schematic illustration of the interaction between streptavidin and biotin–PEG–lipid at the
lipid bilayer cell membrane. Biotin–PEG–lipid has hydrophobic acyl chains and is incorporated into the cell surface by anchoring into the lipid bilayer. Streptavidin was immobilized
on the cell surface by anchoring to biotin–PEG–lipid. (c) Scheme for the immobilization of streptavidin-immobilized HEK293 cells on the surface of biotin–PEG–lipid-modified islets.
After mixing streptavidin-immobilized HEK293 cells and biotin–PEG–lipid-modified islets, they were cultured in medium at 37 !C on a culture dish. During culture, HEK293 cells
were spread and grown on the cell surface to cover the whole surface.

Y. Teramura, H. Iwata / Biomaterials 30 (2009) 2270–2275 2271
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また、再生医療の中でも細胞懸濁液の投与は、血中投与も可能な簡便かつ低侵襲な方法で

あるという大きな利点がある。しかし、投与した細胞の標的部位への生着率は一般的に 3%

以下ときわめて低いことが問題として認識されている 21。そのため、膜修飾分子による細胞

の機能化により、標的組織への細胞の選択性を高める戦略が有効と考えられる。例えば Ko

らは、間葉系幹細胞（MSC）表面にパルミトイル化したプロテイン G（PPG）を介して炎症

状態の血管内皮細胞に高発現している細胞間接着分子-1（ICAM-1）に対する抗体を修飾した

細胞を調製した（Figure 1-5(a), (b)）22。この細胞を用いることで炎症状態の血管内皮細胞へ

のMSCの送達に in vitroで成功している。また Bullらは、虚血性心筋梗塞後に心筋細胞上

に高度に発現する stromal cell-derived factor 1（SDF-1）を認識する CXCケモカイン受容

体 4（CXCR4）をMSC上に脂質型膜修飾分子を介して修飾した 23。この細胞は、in vitroに

おいて SDF-1に応答した遊走を示した。これらの研究から、疎水性相互作用に基づいた細胞

の機能化がMSCの投与による再生医療へ応用できる可能性が示された。 

 

Figure 1-5. (a) PPGを介して抗体を修飾したMSCの模式図、(b) 抗体修飾MSCの患部への
送達の模式図 22 

Reprinted with permission from Biomaterials, 2009, 30, 3702. Copyright 2009 Elsevier Ltd. 
  

(c)

(a) (b)
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Koや Bullらにより疎水性相互作用に基づいて機能化された細胞が細胞の投与という治療

法へ応用できる可能性が示されたものの、その実現には至っていない。この原因として、分

子の提示時間（寿命）の短さが挙げられる 20。特に、血中ではせん断応力による物理的な脱

離が懸念されるため、安定した分子の提示が機能化した細胞の体内投与に求められると考え

られる 22。これは、共有結合や転移酵素の処理により膜タンパク質を修飾した細胞では効果

的な細胞の送達が in vivo で達成されていることからも推察される 24,25。寿命の短さという

弱点を克服することで、その利点から疎水性相互作用による膜修飾の応用範囲が広がり、よ

り簡便な再生医療の実現に繋がると期待される。そのため、この寿命を延ばす方法が研究さ

れている。 

疎水性相互作用により細胞膜上に修飾された分子の寿命を左右する要因として、分子の膜

からの脱離およびエンドサイトーシスによる取り込みが挙げられる。そこで、分子の寿命を

延ばす方法として、三つの戦略が報告されている。それらは、（1）膜修飾分子上の疎水基の

数を増やす方法、（2）疎水基の疎水性を高くする方法により膜からの脱離を抑制する戦略、

および（3）取り込まれた分子をリサイクリングエンドソームにより再提示させるという戦略

である。一つ目の戦略では、Nagamuneらが脂質型膜修飾分子の疎水基が二つの分子の方が

一つのものよりも細胞膜上での半減期が長いことを報告している（Figure 1-6）26。彼らは、

オレイル基を一または二本有する膜修飾分子に Poly(ethylene glycol)（PEG）を修飾した脂

質型膜修飾分子を用意した。それらを細胞に修飾後、膜上での分子の寿命をラベルされてい

る蛍光分子の蛍光強度から評価した。 

 
Figure 1-6. 異なる数の疎水基をもつ脂質型膜修飾分子 26 

Reprinted with permission from Biotechnol. Prog., 2004, 20, 897. Copyright 2004 John Wiley & Sons, Inc. 

der iva t ives, glycosyl phospha t idyl inositol (GPI) anchor
(16, 17), and chela tor lipid anchor , n it r ilot r iacet ic acid
ditet radecylamine (NTA-DTDA) (18-20). However , these
lipid anchor ing methods have some drawbacks. For
example, a cholesterol anchor tends to assemble in the
raft region of the cell membrane, result ing in interference
with cell signaling. Stearyl, cholesterol, and chelator lipid
anchors without a hydrophilic linker tend to form mi-
celles, resu lt ing in slow incorpora t ion in to cells. The GPI
anchor method requires prepara t ion of the recombinant
protein with the GPI anchor , and this takes a long per iod
of t ime and uses complicated procedures for the construc-
t ion of the expression vector and product ion and purifica-
t ion of the recombinant protein .
In th is study, we focused on developing an easier and

more rapid method for anchor ing of substances in to the
membranes of var ious cells. We employed an oleyl cha in
as a lipid anchor , because it was thought tha t such an
unsa tura ted lipid cha in anchor may be anchored in the
cell membrane without a ffect ing the raft and it s signa l-
ing. The oleyl cha in it self, however , is difficu lt to u t ilize
in aqueous media because of it s water insolubility. Thus,
the oleyl cha in was bound to amphiphilic poly(ethylene
glycol) (PEG) for solubiliza t ion in aqueous solut ions. This
der iva t ive was designa ted Biocompat ible Anchor for
Membrane (BAM). We repor t herein tha t the BAM could
rapidly and easily anchor some substances including
proteins (st reptavidin , enhanced green fluorescence pro-
tein (EGFP), and ant ibody) in to the membranes of
var ious living cells without cytotoxicity, which was
eva lua ted by lacta te dehydrogenase (LDH) release test .

Materia ls and Methods
Materia ls . The following reagents were purchased:

EZ-Link Biot in -PEO-Amine (Pierce, IL), fluorescein-
labeled streptavidin, fluorescein-labeled biotin and 5-(ami-
nomethyl)-fluorescein (Molecular Probes Inc., OR), strepta-
vidin (Wako Chemica l Co., Tokyo, J apan), goat ant i-GST
ant ibody (Amersham Pharmacia Biotech Inc., NJ ), phos-
pha te-buffered sa line (PBS), Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) and RPMI1640 culture medium (NIS-
SUI Pharmaceut ica l Co., Ltd., Tokyo, J apan), and feta l
bovine serum (FBS) (Asahi Techno Glass Co., Tokyo,
J apan).
BAM Reagen ts . Oleyl-O-poly(ethylene glycol)-succi-

nyl-N -hydroxy-succin imidyl esters, designa ted Biocom-
pat ible Anchors for Membrane (BAMs), were synthesized
with differen t numbers of ethylene oxide (EO) unit re-
pea ts (BAM40 and BAM90) in the PEG moiety, dioleyl-
phosphat idylethanolamine (DOPE)-PEG-NHS ester with
80 unit s of PEG (DOPE-BAM80) and methoxy-poly-
(ethylene glycol)-succinyl-N -hydroxy-succin imidyl ester
with 110 unit s of PEG (PEG110) (Figure 1). These
reagents were gift s from NOF Corpora t ion (Tokyo, J a -
pan).
Ce ll Cu lture . Mouse fibroblast NIH3T3 cells were

propaga ted in DMEM supplemented with 10% FBS, 20
mM HEPES, 2.05 mM glutamine, and 30 µg/mL kana-
mycin . Confoca l microscopy was used to image the
NIH3T3 cells cu ltured in glass-bot tomed culture dishes
(35 mm uncoa ted dishes, no. 0 coverslip; MatTek Co.,
Ashland, MA) at 37 °C and 5% CO2.
Mouse myeloid 32D and mouse proB Ba/F3 cells were

cultured in RPMI1640 medium supplemented with 10%
FBS, 2 ng/mL inter leukin-3, 2.05 mM glutamine, and 30
µg/mL kanamycin .
Mouse hybr idoma 9E10 cells were cultured in RP-

MI1640 medium supplemented with 10% FBS, 2.05 mM
glutamine, and 30 µg/mL kanamycin .

Preparation of Tagged Enhanced Green Fluores-
cence P rote in (tEGFP ). The genes for EGFP and the
C domain of protein G were fused, and the recombinant
fusion protein , tEGFP, was expressed in Escherichia coli
JM109 and purified from the cell lysate using IgG affinity
chromatography as descr ibed previously (21).
Preparation of Glutath ione -S -Transferase -EGFP

fusion prote in (GST-EGFP). The gene encoding EGFP
was prepared from pEGFP (Clontech , CA) by standard
PCR. The amplified fragments were digested with Bam -
HI and S alI. For the expression of GST-fusion proteins,
the BamHI-S alI fragment encoding EGFP was cloned
in to the mult iple cloning sites of pGEX 5X3 (Amersham
Pharmacia Biotech , NJ ) between the BamHI and S alI
sites to give the plasmid pGEX-EGFP. E. coli TG-1 was
t ransformed with the plasmids and selected on LB agar
pla tes conta in ing 0.05 mg/mL ampicillin . For a ll subse-
quent cu lt iva t ions, LB medium conta in ing 0.05 mg/mL
ampicillin was used. Two liters of super broth medium
was inocula ted with the st ra ins harbor ing pGEX-EGFP
and cultured a t 25 °C. At an OD600 of about 0.5, IPTG
was added (a t a fina l concent ra t ion of 0.075 mM) to
induce the expression of the fusion protein , and the cells
were then cultured at 16 °C for a fur ther 18 h. Harvested
cells were resuspended in sonica t ion buffer (50 mM Tris-
HCl pH 8.0; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA) and disrupted
by sonicat ion (at 4 °C, for 10 min) with a Branson Sonifier
250 (Sonic Power Co., USA). The superna tan t was
obta ined by cent r ifuga t ion a t 15,000g for 20 min a t 4 °C,
and applied to a Gluta th ione-Sepharose (Amersham
Pharmacia Biotech) column using a standard protocol.
The column was washed with PBS, and the bound
proteins were eluted with PBS containing 10 mM reduced
glu ta th ione. Fract ions emit t ing green fluorescence were
pooled and stored a t -20 °C. The protein concent ra t ion
was determined using a BCA assay kit (Pierce, Rockford,
IL) with bovine serum albumin (BSA) as the standard.

Figure 1. (a ) The st ructure of a biocompat ible anchor for
membrane (BAM) with a single lipid anchor . The poly(ethylene
glycol) oleyl ether is succinyla ted a t the hydroxyl end of PEG
and modified with N -hydroxysuccin imide (NHS) a t the succinyl
PEG end. A BAM with NHS is amino-react ive and can bind most
proteins. In addit ion , BAMs composed of PEG chains of var ious
lengths (n ) 40 and 90) were synthesized to compare their
per formance as anchor ing reagents. (b) The st ructure of a BAM
with a double lipid anchor . Dioleylphospha t idylethanolamine
(DOPE) was pegyla ted and succinyla ted a t the hydroxyl end of
PEG and modified with N -hydroxysuccin imide (NHS) a t the
succinyl PEG end.

898 Biotechnol. Prog., 2004, Vol. 20, No. 3

(a)
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二つ目の戦略では、Iwata らが、より長い脂肪酸を有する脂質型膜修飾分子を使用するこ

とで細胞表面上での分子の寿命が延びることを明らかにしている（Figure 1-7）27。本研究で

彼らは、1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine（DPPE）を基準に、1,2-

dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine（DMPE）および 1,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphatidylethanolamine（DSPE）を用意し、それぞれに分子量 5 kの PEGを

修飾した脂質型膜修飾分子を用意した。そして、それらを細胞に修飾した後に、膜上での分

子の寿命および脱離した分子の定量をラベルされている蛍光分子の蛍光強度から評価した。

また、ここで示された結果と同様の報告が他の研究グループからなされている 28,29。 

 

 
Figure 1-7. 各脂肪酸が修飾された脂質型膜修飾分子 27 

Reprinted with permission from ACS Appl. Mater. Interfaces., 2010, 2, 1514. Copyright 2010 American Chemical Society 

 

三つ目の戦略では Peterson らが、リガンドにコレステロールを修飾した脂質型膜修飾分

子を細胞に修飾し、エンドソームによる取り込み後のリサイクリングエンドソームによる分

子の膜外葉への再提示の評価を報告している 30。彼らの膜修飾分子は、リサイクリングエン

ドソーム経路により 3分程度で細胞膜上に再提示されることがわかった（Figure 1-8）30。リ

サイクリングエンドソームによる膜上への分子の再提示は、細胞が受容体など天然のタンパ

ク質を再利用する場合に利用される 31。そのため、再提示機構を膜修飾分子に応用すること

で、天然のタンパク質並みの寿命（葉酸受容体の半減期は 24時間 32）が期待できる。実際彼

らの膜修飾分子は、その半減期が 20時間であることが示されている。 

 

(a)
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Figure 1-8. （左）リガンド修飾コレステロールがエンドサイトーシスにより取り込まれ、リ
サイクリングエンドソームによって膜上に再提示される経路および（右）リガンド修飾コレ
ステロールの構造 30 
Reprinted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 16379. Copyright 2004 American Chemical Society 

 

ここまでをまとめると、細胞膜外葉を修飾する分子の寿命向上を考えた場合、膜修飾分子

に導入する疎水基の数およびその疎水性を上げることによって、膜からの脱離を抑制し寿命

を延ばすことができると考えられる。また、エンドサイトーシスにより分子が取り込まれて

もリサイクリングエンドソームによる膜上への再提示を利用することで、寿命が延びると期

待できる。以上の戦略を膜修飾分子の設計に落とし込む場合、ここまでに取り上げたリン脂

質を中心とする脂質型の基体では、その設計の自由度に限界があると考えられる。 

そこで、提示分子の寿命を延ばすことを目標として、様々な種類の疎水基を任意の数、簡

便に導入可能な基体としてポリマーやペプチドを採用した研究が報告されている（Figure 1-

2 polymer and peptide）。例えば、我々の研究室では、複数の疎水性分子をデキストラン主鎖
上に導入可能なポリマー型膜修飾分子を用いて、細胞膜上にストレプトアビジン（SA、53 

kDa）を介してオボアルブミン（OVA、45 kDa）が安定に提示できることを報告した（Figure 

1-9(a),(b)）33。このようなポリマー型の膜修飾分子は、他にも報告されている 34,35。 
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Figure 1-9. (a) デキストランを主鎖とするポリマー型膜修飾分子、(b) ポリマー型膜修飾分子
により膜上に修飾された SA（緑）および OVA（赤）（左：修飾直後、右：培養 1時間後）33 

Reprinted with permission from J. Control. Release, 2014, 177, 27. Copyright 2013 Elsevier Ltd. 

 
  

streptomycin, and 0.25 μg/mL amphotericin B (all from Gibco Invitrogen
Co., Grand Island, NY, USA). Cells were harvested in a humidified atmo-
sphere containing 5% CO2 at 37 °C.

2.8. Modification of cells with polymer

K562 cells (1 × 106) were collected by centrifugation. After removal
of the supernatant, the cells were washed with Dulbecco's phosphate-
buffered saline (DPBS). Then, 50 μL of polymer (0.1 mg/mL, containing
1.8 nmol of biotin) dissolved in DPBS was added to the cell suspension
and incubated for 30 minwith gentle agitation at 4 °C. After cell surface
modification, DPBS (2 mL) was added to the mixture and the cells
were collected by centrifugation. These procedures were repeated
twice to remove unbound polymer. The cells were then incubated
in 1 mL of RPMI-1640 medium containing 10% FBS, 100 U/mL pen-
icillin, 100 μg/mL streptomycin, and 0.25 μg/mL amphotericin B
at 37 °C under 5% CO2. Fluorescence intensities of the polymer
on the cell surface were estimated with a BZ-8000 fluorescence mi-
croscope (Keyence) and a Tali™ Image-Based Cytometer (Life
Technologies).

2.9. Cellular uptake of SA and SA/OVA complex

K562 cells weremodifiedwith polymer 2 or 3 according to the same
procedures described above. Then, Cy3-SA (0.07 nmol) was added to
the polymer 2-modified K562 cell (1 × 105) dispersion in RPMI-1640
medium (100 μL) andwas gently agitated. FITC-SAwasmixedwith rho-
damine- and biotin-modified OVA at a 1:1 ratio to prepare the SA/OVA
complex. The resulting complex (0.07 nmol) was added to the polymer
3-modified K562 cell (1 × 105) dispersion in RPMI-1640 medium
(100 μL) and was gently agitated.

As for DSPE-PEG-biotin and PE-biotin, they were modified on
K562 cells according to the same procedures with polymer 2. They
were first dissolved in DMSO and diluted with DPBS to prepare solu-
tions for the cellular modification. The biotin concentration of DSPE-
PEG-biotin and PE-biotin in the solutions for the cellular modifica-
tion was adjusted to be the same with the solution of polymer 2
(1.8 nmol).

2.10. Cytotoxicity evaluation of polymer

Cytotoxicity of the polymer was evaluated using a WST-8 kit
(Dojindo, Kumamoto, Japan). K562 cells were modified with different
polymer concentrations (0.01, 0.1 mg/mL) and placed in a 96-well
plate at an initial density of 7500 cells/well and incubated for 4 h at
37 °C. To measure cell viability, 10 μL of WST-8 was added to each
well and the cells were incubated for another 4 h at 37 °C. The WST-8
formazan absorbance at 450 nm was measured by a microplate spec-
trum reader AD200 (Beckman Coulter) and expressed as a percentage
relative to non-modified cells.

2.11. Effect of endocytosis inhibitor

Cytochalasin D is known to specifically inhibit actin polymerization,
and can therefore inhibit endocytosis. K562 cells (2 × 106 cells/mL)
were collected by centrifugation. After removal of the supernatant,
10 μL of cytochalasin D (10 μM) was added to the cell suspension and
incubated for 30 min with gentle agitation at room temperature and
washed with DPBS. Then, 50 μL of polymer (0.1 mg/mL) was added to
the cytochalasin D-treated cells and incubated for 30 min with gentle
agitation at 4 °C. The cells were washed, incubated for 24 h at 37 °C
under 5% CO2, and examined with a fluorescence microscope.

3. Results and discussion

3.1. Synthesis of polymers

Chart 1 depicts the structure of the biotinylated polymer
that was synthesized by adding ethylenediamine to dextran using
carbonyldiimidazole. Then other groups (palmitoyl, biotin, and FITC),
were added to the dextran by amide or thiourethane bond formation
with the amine group of a modified ethylenediamine. Three polymers
(1–3) were obtained, and the content of each group per glucose unit is
summarized in Table 1.

3.2. Polymer modification on cell surface

Polymer 1 was attached to K562 cells by mixing the polymer solu-
tion with a cell dispersion in PBS for 30 min at a low temperature
(4 °C) to avoid endocytosis. Fig. 2A shows the fluorescence image of
the cells right after modification with the polymer. The fluorescence
from FITC labeling of polymer 1 was observed exclusively from the
cell surface, and was not observed when the cells were mixed with
palmitoyl-free dextran (data not shown). These results indicate that
polymer 1was successfully incorporated onto the cell surface via hydro-
phobic anchoring by palmitoyl groups in the cell membrane. The num-
ber of polymer chains attached to the cell surface was determined from
the fluorescence intensity. Fig. 2B plots the number of the polymer
chains present per single cell as a function of the polymer concentration
used for themodification. The number of polymer chains increasedwith
polymer concentration until saturation at 15 × 106 chains/cell at
concentrations above 0.1 mg/mL. Because the average size of the cells
was 8 μm, the polymer density on the cell surface was estimated to be
54 nm2/chain. Assuming random coil conformations of the polymer
chains with a hydrodynamic radius of 5 nm [18] on the cell surface,
the surface area occupied by one polymer chain is 79 nm2/chain. Thus
there is good agreement between these densities, indicating that the

R = H   or or

or or

Chart 1. Structure of biotinylated polymers.

Table 1
Contents of each component in the biotinylated polymers.

Polymer Content (mol%) Number of palmitoyla

Ethylenediamine Palmitoyl Biotin FITC

1 16 5.4 – 0.6 13
2 5.7 10 5.0 0.3 25
3 18 6.0 8.1 – 15
a Number of palmitoyl groups per one polymer chain.

29K. Tobinaga et al. / Journal of Controlled Release 177 (2014) 27–33

endocytosis into cellswithmembranesmodifiedwith polymer 3. Fig. 8B
shows the fluorescence images after mixing the SA/OVA complex with
the cells. The SA (FITC) andOVA (rhodamine) fluorescence images indi-
cated colocalization on the cell surface, verifying that the SA/OVA com-
plex recognized the biotin-modified on the cell surface. After 1 h of
incubation at 37 °C, strong fluorescence of SA/OVA complex was
observed inside the cells, demonstrating the successful uptake of the
SA/OVA complex via the biotinylated polymer-mediated endocytosis.
As a negative control, we examined the cellular uptake of biotin-non-
modified OVA based on the same procedures as the above-mentioned
biotin-modified OVA (Fig. S5). Rhodamine's fluorescence resulting
from OVA detected neither on the cell surface nor inside of the cell.
These results clearly show that the cellular uptake of OVAwasmediated
by SA which functions as a crosslinker between the cell surface biotin
and OVA.

We further examined the effect of the amount of the cell surface-
modified polymer 3 on the cellular uptake of OVA. Polymer 3 was
modified on the K562 cell surface with varying concentrations. To the
modified cell was added SA/OVA complex and incubated for 1 h at
37 °C for endocytosis. The fluorescence intensity inside of the cells
which is originated from the taken upOVAwas plotted against the poly-
mer concentration in Fig. 9. The cellular uptake of OVA proportionally
increased with the polymer concentration. Thus to raise the amount of
cellular uptake of OVA, themodification of polymer 3 on the cell surface
should be higher.

4. Conclusions

We presented a method for the intracellular delivery of pro-
teins based on the biotinylated polymer-mediated endocytosis. The bi-
otinylated polymers were modified with multiple palmitoyl groups
and stably bound to the cell surface via multivalent anchoring in the
cell membrane. Biotin molecules presented on the cell surface by
the polymer recognized SA and the resulting SA/biotinylated poly-
mer complex was taken up rapidly by the cells via the endocytotic
pathway. The endocytosis was not affected by the presence of 10%
FBS. The biotinylated polymers enabled the uptake of an OVA/SA

complex. Thus, the biotinylated polymer-mediated endocytosis
was found to be potentially applicable to any kinds of proteins.
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Fig. 7. (A) Chemical structures of synthetic receptors. (B) Comparison of cellular uptake by
polymer 2 with commercial reagents and other synthetic receptors.

Fig. 9. Effect of polymer 3 concentration used for the K562 surface modification on the
fluorescence intensity inside of the cell resulting from the taken up OVA.

Fig. 8. Complex formation between biotin-modified OVA and SA for cellular uptake (A).
Cellular uptake of SA/OVA complex by K562modifiedwith polymer 3 in serum containing
medium right after (B) and 1 hour after (C) the complex addition.

32 K. Tobinaga et al. / Journal of Controlled Release 177 (2014) 27–33

(a) (b)
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ポリマー以外の基体としてペプチドが用いられるが、その理由として天然の膜結合型のタ

ンパク質は、細胞膜内葉への安定した提示のためにペプチドを基体とした疎水性のアンカー

を使用することが報告されているからである 36。そのような天然のタンパク質の例としてSrc

ファミリープロテインキナーゼや Gタンパク質がある。それらのタンパク質は、自身のアミ

ノ酸配列の N または C 末端に疎水性アンカーが二つ導入された状態で膜上に安定に提示さ

れる 36。この知見に基づき Silvius らは、短いペプチド上に疎水基を二つ導入したペプチド

が一つの分子よりもリポソーム膜上でより安定であることを見出している（Figure 1-10）37。

本研究で彼らは、上記のような翻訳後修飾によって脂質が修飾されるアミノ酸配列を模した

ペプチドに種々の疎水基を導入し、それらペプチド型の膜修飾分子のリポソーム上での安定

性を評価している。この研究から、ペプチドが膜修飾分子の基体として利用できることが示

された。 

 

 

Figure 1-10. 疎水基が導入されたペプチドの構造 37 

Reprinted with permission from Biochemistry, 1995, 34, 3813. Copyright 1995 American Chemical Society 

  

(a) (b)
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1. 2. 2 細胞膜内葉の修飾 
細胞膜内葉に分子を提示し細胞質内のタンパク質の局在を制御することで細胞機能を制御

する試みが報告されている（Figure1-2(b)）。膜内葉上への分子の修飾は、細胞内のタンパク

質の動きを制御することで細胞機能を制御できる点で従来にはない作用機序の薬が開発され

る可能性がある。Gunning らは、細胞の分化や増殖に関与する signal transducer and 

activator of transcription 3（STAT3）特異的に結合するリガンド配列（GpYLPQTV-NH2）

にコレステロールを修飾した分子を膜内葉に提示することで、細胞質内に存在する STAT3

の細胞核への移行を阻害した（Figure 1-11(a)）38。興味深いことに、リガンドとコレステロ

ールの間にエチレングリコール（EG）のスペーサーを導入すると、STAT3の膜への結合量

が大きく減少した。この原因として彼らは、スペーサーの効果によって分子が折りたたまれ、

STAT3の認識に関与できる分子の量が減少したためと推察している。Tsukijiらは、膜内葉

に局在化するモチーフに大腸菌由来ジヒドロ葉酸還元酵素（eDHFR）特異的に結合する

trimethoprim（TMP）を修飾した分子を 5 µMの濃度で細胞に添加することで、10分とい

う短時間で細胞内に発現した eDHFRの細胞膜内葉への局在を確認している（Figure 1-11(b)）
39。本研究で用いられた局在化モチーフは、Lyn キナーゼの N 末端に存在する翻訳後修飾

によってパルミトイル基が修飾される配列（MyrGC）40（Myr：ミリスチン酸）である。こ

の配列中の Cys側鎖のシステインがゴルジ体表面でパルミトイル化され、膜内葉へ移行し局

在化することがわかっている。しかし、このようなペプチドが細胞に添加された後どのよう

にして細胞質に移行するかは分かっていない。 
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Figure 1-11. (a) リガンド配列にコレステロールを修飾した脂質型膜修飾分子 38、(b) TMPを
修飾した脂質型膜修飾分子 39、(c) TMPによる eDHFRの膜内葉への局在化 39 

Reprinted with permission from Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 6248. Copyright 2011 John Wiley & Sons, Inc. 

Reprinted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 12684. Copyright 2013 American Chemical Society 

(a)

(b)

(c)
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1. 2. 3 細胞膜貫通型の修飾 
細胞膜上で膜貫通状態をとる分子（Figure1-2(c)）として、Engelmanらはバクテリオロド

プシンの膜貫通領域（配列下線部）とその両端にある二つのフランキング配列から成るペプ

チド（配列：AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLLLVDADEGT, pH Low Insertion 

Peptide: pHLIP）を報告している 41。このペプチドは、がん細胞表面など酸性 pH条件（< 

7.0）に応答して C端側のフランキング配列中の二つの Asp側鎖がプロトン化され、疎水性

を高めることでＣ末端側から膜に挿入され、最終的に膜貫通修飾を達成する（Figure 1-12）
41。本ペプチドの利点は、その機構が不明であるものの、方向を制御して膜に挿入され、膜貫

通状態が達成されることである。そのため、N末端に分子を修飾することで膜外葉に分子を

提示できる 42,43。また、C 末端に分子を修飾することで膜内葉に分子を提示でき、上皮成長

因子受容体（EGFR）の二量体化の阻害が可能であることが報告されている 44。さらに、分

子をジスルフィド結合で C末端に修飾することで、膜内葉上で分子が放出される設計が可能

であり、蛍光試薬 45、環状ペプチド 46,47そしてmicro RNA48などが pHLIPを介して細胞内

部へと送達されている。しかし pHLIP は、酸性条件でのみ膜修飾が達成される点や pH の

変化に過敏で Asp 側鎖の脱プロトン化により即座に膜貫通状態が解かれる点 49で膜修飾分

子として使い勝手が良いとは言い難い。また細胞膜に対して方向を制御して挿入される機構

が不明であるため、本ペプチドへの分子の修飾にはその機能を損なわないように配慮する必

要がある。 

pHLIP 以外にも、イオンチャネルの機能 50を模倣した分子 51や GPCR52のように細胞外

部の刺激を内部へと伝達する機能に着目した分子が報告されている 53。これらの分子は、脂

質人工二重膜を再構成する段階で分子を組み込むことで膜上に修飾するという点で疎水性相

互作用に基づいた膜修飾分子として分類した。しかし、これらの分子は脂質人工二重膜上で

のみその機能が報告されており、生細胞膜上での機能発現には至っていない。それは、二つ

の理由によると推察される。一つ目は、膜貫通を達成する多くの分子が水溶性に乏しいため、

細胞培養液に添加した段階で凝集し、細胞膜に対する分子の導入が困難という点である。二

つ目は、pHLIP のように分子を細胞膜に対して挿入方向を制御して修飾できない点である。

実際、人工膜上で機能する膜貫通型の膜修飾分子の多くは、その構造を対称にすることで、

膜上での方向に依らず機能する分子設計となっている 51,53。膜を貫通した状態での分子の修

飾は、膜貫通タンパク質の機能を模倣できる可能性が十分にあり、細胞膜上に導入できるよ

うになれば細胞膜外葉や内葉のみを分子で修飾するよりも高度な細胞の機能化が可能になる

と考えられる。 
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Figure 1-12. pHLIPの細胞膜上での挙動 41 

Reprinted with permission from Trends Biotechnol., 2017, 35, 653. Copyright 2017 Elsevier Ltd. 

  

It is important to distinguish between the pHLIP family, which comprises membrane-inserting
peptides, and cell-penetrating peptides (CPPs) or amphipathic pore-forming peptides.
CPPs and pore-forming peptides have entirely different mechanisms of action and different
biological performance; they are not part of the pHLIP family.

Targeting Extracellular Acidity
Targeting cancer cells by exploiting extracellular acidification should be compared with other
targeting approaches, which are commonly based on the presence of growth factors or tumor
antigens. A problem in targeting these kinds of specific features is that the cancer cell
population, both between tumors and within an individual tumor, is heterogeneous and
adaptable [43]. The potential for successfully treating tumors that do not express or exhibit
limited expression of the targeted growth factor or antigen is low and, even in treatment-
responsive tumors, minority populations of cancer cells can undergo clonal selection and
eventually regrow into a treatment-resistant phenotype. Subsequent treatments will either have
limited efficacy or be entirely ineffective. Additionally, these types of targeting method have the
potential to severely damage healthy tissues where the growth factor or antigen might also be
present. Therefore, targeting tumor acidity, a physical characteristic that is found not only
across an entire tumor, but also in tumors of all sizes, including metastases, could have
advantages over targeting methods based on characteristics that are found only in some
tumors or some cancer cell populations [44,45].

Acidity is produced not only by cancerous tissue, but also by any tissue that is experiencing
hypoxia: the lack of oxygen in the tissue triggers cells to switch to a high rate of use of the
anaerobic, glycolytic energy production pathway, consequently resulting in acidification.

RNA polymerase II: a key enzyme
that catalyzes transcription.
Seminaphtharhodafluor (SNARF):
a fluorescent dye with two pH-
dependent emission peaks, making it
possible to use SNARF to measure
pH through spectrography or
ratiometric imaging.
Tissue factor (TF): a protein that is
exposed to the blood upon tissue
damage, triggering blood clot
formation.
Transmembrane helix: the
formation by a polypeptide of a helix
that spans the lipid bilayer of a
cellular membrane.
Triple-negative breast cancer: any
breast cancer that does not express
the estrogen receptor, progesterone
receptor, and epidermal growth
factor receptor 2 (HER2/neu). Triple-
negative breast cancer is difficult to
treat due to the reliance of typical
chemotherapies on the expression of
one or more of these receptors.
Tubulin: a family of proteins that
polymerize into microtubules, which
are part of the cytoskeleton and
contribute to structural stability,
cytoplasmic transport, cell
movement, and cell division.
Tumor invasion: the spread of
cancer cells (metastasis) from the
primary tumor site to adjacent tissue
or blood.
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Figure 2. Mechanism of pH (Low) Insertion Peptide (pHLIP1) Insertion into the Cellular Membrane. When the
pHLIP (blue) encounters healthy tissue where the extracellular pH is around pH 7.4, the protonatable residues of the pHLIP
(red circles) remain deprotonated and negatively charged, and the peptide resides at or near the hydrophilic surface of the
cellular membrane. Weakly bound to the membrane, the pHLIP is washed from the membrane via normal perfusion and
continues to circulate through the body. However, cancer cells produce excess acidity as a consequence of their
malfunctioning metabolisms and overexpression of certain surface proteins, and pump these acidic byproducts out of the
cell interior to maintain comfortable conditions inside the cell, resulting in the acidification of tumor tissue. When the pHLIP
encounters tumor tissue, it senses the low extracellular pH at the cancer cell surface [i.e., the concentration of protons
(cyan circles) at the surface of the cellular membrane is high], and the protonatable residues and negatively charged C-
terminal carboxyl group of the pHLIP become neutrally charged (green circles). The protonation leads to an increase in the
overall hydrophobicity of the pHLIP, increasing the affinity of the peptide to the hydrophobic core of the cellular membrane
and triggering the pHLIP to spontaneously fold into a helix and insert across the membrane, resulting in the formation of a
transmembrane helix. When the C-terminal protonatable residue and carboxyl group are then exposed to the normal
intracellular pH of the cell, they are deprotonated, again becoming negatively charged, and anchor the pHLIP in the
membrane.

656 Trends in Biotechnology, July 2017, Vol. 35, No. 7
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1. 3 本論文の目的および構成 
本章では、細胞の機能化を目的とした細胞膜修飾法の中でも、疎水性相互作用に基づいた

細胞膜修飾分子についてまとめた（Figure 1-2）。細胞膜内葉上への分子の修飾（Figure 1-2(b)）

は、細胞内のタンパク質の動きを制御することで細胞機能を制御できる点で、従来にない作

用機序の薬が開発される可能性を秘めている。細胞膜外葉上への分子の修飾（Figure 1-2(a)）

は、最も研究されており、脂質型のみならずポリマー型やペプチド型の膜修飾分子が報告さ

れている。その応用が再生医療分野で期待されものの、特に投与形態として細胞懸濁液を用

いる場合、分子の膜上での寿命がボトルネックとなり実用には至っていないと考えられる。

そのため、分子の寿命を延ばす戦略を取り入れ、細胞投与を見据えた膜修飾分子の設計およ

び評価が望まれる。 

また、細胞膜を貫通した状態での分子の修飾（Figure 1-2(c)）は、細胞膜内外に分子を提

でき、膜貫通タンパク質の機能を模倣した高度な細胞の機能化が期待できる。pHLIPで膜貫

通の修飾が達成されているものの、低 pH条件に限られる。環境に依存することなく方向を

制御して膜を貫通し、その状態を維持できる分子が必要と考えられる。 

以上より本論文では、膜修飾による細胞の機能化法として有望な化学的な手法、中でも細

胞機能への摂動が最も少ない疎水性相互作用に基づいた膜修飾による細胞の機能化を達成す

る分子の開発をテーマに、以下の二点を報告する。一点目は、細胞投与を見据えて提示分子

の膜上での寿命を延ばすことを目的とした、ペプチド型膜修飾分子（ペプチド型膜アンカー）

の開発とその詳細な評価および応用についてである（二章）。二点目は、膜貫通状態での膜修

飾を実現する分子の開発とその修飾法（三章）および細胞膜を貫通した状態で細胞内外に分

子を提示可能な膜修飾分子の開発とその効率的な合成方法（四章）についてである。 

 
  



16 

1. 4 参考文献 
1. D. Morgan, V. L. Mager, M. S. Molly, Nat. Chem., 2011, 3, 582. 

2. M. Sadelain, R. Brentjens, I. Rivière, Cancer Discov., 2013, 3, 338. 

3. B. Kellam, P. D. Bank, K. Shakesheff, Chem. Soc. Rev., 2003, 32, 327. 

4. M. T. Stephan, D. J. Irvine, Nanomaterials, 2011, 6, 309. 

5. 松田雅義, “修士論文”, 片山研究室 (2014) 

6. P. S. Bisen, “Laboratory Protocols in Applied Life Sciences 1st Edition”, CRC Press, 

2014 

7. C. H. June, R. S. O’Connor, O. U. Kawalekar, S. Ghassemi, M. C. Milon, Science, 2018, 

359, 1361. 

8. eI. K. Ko, T. J. Kean, J. E. Dennis, Biomaterials, 2009, 30, 3702. 

9. M. Notohamiprodjo, R. Djafarzadeh, A. Mojaat, I. V. Luttichau, H. J. Grone, P. J. 

Nelson, Protein Eng. Des. Sel., 2006, 19, 27. 

10. J. E. Dennis, N. Cohen, V. M. Goldberg, A. I. Caplan, J. Orthop. Res., 2004, 22, 735. 

11. D. Hymel, B. R. Peterson, Adv. Drug Deliv. Rev., 2012, 64, 797. 

12. T. Tokunaga, S. Namiki, K. Yamada, T. Imaishi, H. Nonaka, K. Hirose, S. Sando, J. 

Am. Chem. Soc., 2012, 134, 9561. 

13. N. S. Selden, , M. E. Todhunter, N. Y. Jee, J. S. Liu, K. E. Broaders, Z. J. Gartner, J. 

Am. Chem. Soc., 2011, 134, 765. 

14. I. M. Barbash, P. Chouraqui, J. Baron, M. S. Feinberg, S. Etzion, A. Tessone, L. Miller, 

E. Guetta, D. Zipori, L. H. Kedes, R. A. Kloner, J. Leor, Circulation, 2003, 108, 863. 

15. K. Katsube, M. Ochi, Y. Uchio, S. Maniwa, M. Matsusaki, M. Tobita, J. Iwasa, Arch. 

Orthop. Trauma Surg., 2000, 120, 121. 

16. S. Yui, T. Nakamura, T. Sato, Y. Nemoto, T. Mizutani, X. Zheng, S. Ichinose, T. 

Nagaishi, R. Okamoto, K. Tsuchiya, H. Clevers, M. Watanabe, Nat. Med., 2012, 18, 

618. 

17. T. Shimizu, M. Yamato, A. Kikuchi, T. Okano, Biomaterials, 2003, 24, 2309. 

18. Y. Teramura, H. Iwata, Biomaterials, 2009, 30, 2270. 

19. K. Tatsumi, K. Ohashi, Y. Teramura, R. Utoh, K. Kanegae, N. Watanabe, S. 

Mukobata, M. Nakayama, H. Iwata, T. Okano, Biomaterials, 2012, 33, 821. 

20. Y. Teramura, H. Iwata, Soft Matter, 2010, 6, 1081. 

21. D. J. Mooney, H. Vandenburgh, Cell Stem Cell, 2008, 2, 205. 

22. I. K. Ko, T. J. Kean, J. E. Dennis, Biomaterials, 2009, 30, 3702. 

23. Y. W. Won, A. N. Patel, D. A. Bull, Biomaterials, 2014, 35, 5627. 



17 

24. R. Sackstein, J. S. Merzaban, D. W. Cain, N. M. Dagia, J. A. Spencer, C. P. Lin, R. 

Wohlgemuth, Nat. Med., 2008, 14, 181. 

25. D. Sarkar, J. A. Spencer, J. A. Phillips, W. Zhao, S. Schafer, D. P. Spelke, L. J. 

Mortensen, J. P. Ruiz, P. K. Vemula, R. Sridharan, S. Kumar, R. Karnik, C. P. Lin, J. 

M. Karp, Blood, 2011, 118, 184. 

26. K. Kato, C. Itoh, T. Yasukouchi, T. Nagamune, Biotechnol. Prog., 2004, 20, 897. 

27. O. Inui, Y. Teramura, H. Iwata, ACS Appl. Mater. Interfaces., 2010, 2, 1514. 

28. T. Tokunaga, K. Kuwahata, S. Sando, Chem. Lett., 2013, 42, 127. 

29. Y. Takafuji, Y. Higuchi, A. Muro, K. Oshiro, S. Kawakami, F. Yamashita, M. Hashida, 

Biol. Pharm. Bull., 2013, 36, 1731. 

30. S. Boonyarattanakalin, S. E. Martin, S. A. Dykstra, B. R. Peterson, J. Am. Chem. Soc., 

2004, 126, 16379. 

31. M. S. Brown, J. L. Goldstein, Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 1986, 25, 583. 

32. K. N. Chung, S. Roberts, C. H. Kim, M. Kirassova, J. Trepel, P. C. Elwood, Arch. 

Biochem. Biophys., 1995, 322, 228. 

33. K. Tobinaga, C. Li, M. Takeo, M. Matsuda, H. Nagai, T. Niidome, T. Yamamoto, A. 

Kishimura, T. Mori, Y. Katayama, J. Control. Release, 2014, 177, 27. 

34. M. Takeo, C. Li. M. Matsuda, H. Nagai, W. Hatanaka, T. Yamamoto, A. Kishimura, 

T. Mori, Y. Katayama, J. Biomater. Sci. Polym. Ed., 2015, 26, 353. 
35. T. Totani, Y. Teramura, H. Iwata, Biomaterials, 2008, 29, 2878. 
36. D. R. Marilyn, Nat. Chem. Biol., 2006, 2, 584. 

37. S. Shahinian, J. R. Silvius, Biochemistry, 1995, 34, 3813. 

38. M. Avadisian, S. Fletcher, B. Liu, W. Zhao, P. Yue, D. Badali, W. Xu, A. D. Schimmer, 

J. Turkson, C. C. Gradinaru, P. T. Gunning, Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 6248. 

39. M. Ishida, H. Watanabe, K. Takigawa, Y. Kurishita, C. Oki, A. Nakamura, I. Hamachi, 

S. Tsukij, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 12684. 

40. S. P. Creaser, B. R. Peterson, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 2444. 

41. L. C. Wyatt, J. S. Lewis, O. A. Andreev, Y. K. Reshetnyak, D. M. Engelman, Trends 

Biotechnol., 2017, 35, 653. 

42. S. Macholl, M. S. Morrison, P. Iveson, B. E. Arbo, O. A. Andreev, Mol. Imaging Biol., 

2012, 14, 725. 

43. D. W. Demoin, L. C. Wyatt, K. J. Edwards, D. Abdel-Atti, M. Sarparanta, J. Pourat, 

V. A. Longo, S. D. Carlin, D. M. Engelman, O. A. Andreev, Bioconjugate Chem., 2016, 

27, 2014. 



18 
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第二章 
 

細胞膜表面への安定な分子提示を可能にするペプチド型膜アンカーの開発 
 

2. 1 緒言 
序論で紹介したとおり疎水性相互作用に基づく膜修飾方法は、細胞機能や生存率への影響

が低く、多様な分子を提示できるなど細胞の機能化を目指した場合に他の修飾法に勝る利点

を有している。しかし、再生医療分野で有望とされる細胞懸濁液の投与への応用を考えた場

合、分子の膜上での寿命の短さが課題となっている。そのため、分子の寿命を延ばす戦略を

取り入れ、細胞投与を見据えた膜修飾分子の設計および評価が望まれる。そこで、従来の脂

質型の膜修飾分子に代わる分子として、ポリマー型やペプチド型の膜修飾分子（ポリマー型

膜アンカー、ペプチド型膜アンカー）がその設計の自由度の高さから注目されている。 

 
2. 1. 1 ペプチド型膜アンカー 

各膜アンカーは、主鎖上に複数の疎水基を簡便に導入できるため、分子の寿命を延ばす戦

略を立てやすい。しかし、ポリマー型膜アンカーでは複数導入した疎水基の一部が細胞外を

向き、細胞同士を架橋することで細胞凝集体の形成を誘導することが報告されている 1。細

胞投与を考えた場合、細胞の凝集は血管の詰まりの原因になる危険性があるため避けるべき

である。その点ペプチド型膜アンカーは、固相合成法を使用することで比較的短い主鎖上に

多様な疎水基をその導入数や導入位置を正確に把握して合成できる。そのため、複数の疎水

基を導入することによる細胞間の架橋など望まれない反応を防ぐことができると予想される。

しかし知る限りでは、細胞懸濁液の投与という応用を指向してペプチド型アンカーを合理的

に設計し評価した報告はない。 
 
2. 1. 2 本研究の目的および戦略 
本研究では、膜上に分子を安定して提示するペプチド型膜アンカーの合理的なデザインお

よびその機能についての評価を目的とした。ペプチド型膜アンカーは、細胞膜への修飾過程

で膜へ効率的に分配されるのに十分な水溶性と、膜上ではアンカー分子として十分な安定性

を示すだけの疎水性を兼ね備える必要がある。そこで、その設計戦略として荷電性のアミノ

酸を主鎖として側鎖に疎水基を導入することで、一見すると相反する性質を併せ持つペプチ

ドの開発に取り組んだ。また、ペプチド型膜アンカーを発展させてリガンドとしてビオチン

を細胞表面上に安定して提示できるペプチドを合成し、その相補的タンパク質である SA に

よる認識を細胞膜上で評価した。 
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2. 2 実験 
2. 2. 1 試薬 
以下に本研究で使用した試薬を記す。 

NovaSyn TGR resin、Fmoc amino acids、Fmoc-N-ε-biotinyl-L-lysine および Fmoc-21-

amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxaheneicosanoic acidはNovabiochem (Darmstadt, Germany)

か ら 購 入 し た 。 2-(1HBenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium 

hexafluorophosphate (HBTU)、N-hydroxybenzotriazole (HOBt)、piperidine、trifluoroacetic 

acid (TFA)、N,N′-diisopropylethylamine (DIEA)および N-methylpyrrolidone (NMP)は

Watanabe Chemical (Hiroshima, Japan)から購入した。HPLC grade acetonitrile および

sodium dithionite は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) か ら 購 入 し た 。 N,N-

dimethylformamide (DMF)および diethyl ether used for peptide synthesis は Kanto 

Chemical (Tokyo, Japan)から購入した。Dimethyl sulfoxide (DMSO) for biochemistryは

Wako Pure Chemical (Osaka, Japan)から購入した。Triisopropylsilaneおよび D-glucose

は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)から購入した。6-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol-4-yl)amino) hexanoic acid (NBD-hexanoic acid)、Hoechst 33342および Lysotracker 

Red DND-99は Invitrogenから購入した。D-Mannitolは Sigmaから購入した。CellBrite 

Green Cytoplasmic Membrane-Labeling Kit は Biotium から購入した。FluoroLinkCy3-

labeled streptavidin (Cy3-SA)は Amersham Biosciences から購入した。1,2-Dipalmitoyl-

snglycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (ammonium salt) 

(16:0 NBD PE)は Avanti Polar Lipidsから購入した。 

 
2. 2. 2 Fmoc固相合成法によるペプチド型膜アンカーの合成 
ペプチドはすべて Fmoc 固相合成法に基づき、対応する Fmoc アミノ酸を用いて

NovaSyn®TGR樹脂上で 0.025 mmolスケールにおいて行った。パルミトイル基修飾ペプチ

ドにおいては、Fmoc-N-ε-palmitoyl-L-lysineを用いた。また、リノール基修飾ペプチドにお

いては、Fmoc-Lys(Mtt)-OHに対して、リノール酸を導入した。具体的には、ペプチドのN

末端にNBD-hexanoic acidを修飾後、1 % TFAと室温で 30分間反応させたあと、リノール

酸（3 eq）、HOBT（3 eq）、HBTU（3 eq）を添加し、室温で 15分撹拌した。脱樹脂は、樹

脂に TFA/TIS/H2O（95/2.5/2.5（v/v））の混合溶液（1 mL）を加え室温で 90分撹拌させて、

ろ液を回収した。脱樹脂後、回収したろ液を 40 mLの cold Et2Oと混合し再沈殿させた。次

いで、混合溶液を 4 oC、10 min、3,500 × gで遠心することで黄色ペレット状の粗ペプチド

を得た。各ペプチドの精製は、逆相高速液体クロマトグラフ（HPLC）（Hitachi LaChrom 

Elite, Tokyo, Japan）を用いて行った。目的物の確認は、マトリックス支援レーザー脱離イ

オン化法（MALDI-TOF-MS）（Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA）を用いて行った
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（Figure 2-1）。精製したペプチドは、DMSOを用いて 1.0 mMの濃度に調製し、4 oCにて

保存した。濃度決定は、DMSO中で 478 nmにおけるNBDの吸光度（モル吸光係数 = 33186 

/M/cm）を用いて行った 2。 

 
2. 2. 3 細胞培養 

K562細胞 （ヒト慢性骨髄性白血病細胞株）の培養は、10 % ウシ胎児血清 （FBS）、100 

U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.25 µg/mL アンフォテリシン Bを含

む RPMI-1640を用いて、5 % CO2存在下、37 oCで培養した。 

Jurkat細胞 （ヒト T細胞性白血病細胞株）の培養は、10 % FBS、100 U/mL ペニシリ

ン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.25 µg/mL アンフォテリシン Bを含む RPMI-1640

を用いて、5 % CO2存在下、37 oCで培養した。 

 
2. 2. 4 細胞へのペプチド型膜アンカーの修飾 

K562細胞 （2 × 106 cells/mL）を遠心分離して上澄みを除去し、2 mLの無血清培地を細

胞に加えて懸濁させ、遠心分離を行った。上澄みを除去し、同様の操作を再度行うことで細

胞を洗浄した。細胞は、250 µLの 10 mM HEPESで緩衝された 300 mMマンニトール等張

液（pH 7.4）中に懸濁させた。その後、1.0 mM ペプチドの DMSO溶液 3.0 µLを 247 µL

の 300 mM マンニトール含有 10 mM HEPES 緩衝液で希釈して調製した、250 µL（終濃

度 12 µM）のペプチド溶液と細胞懸濁液を混合させた。この懸濁液を 37 oCで 5分間培養し

た後、2 mL の血清含有培地を加えて、遠心分離を行った。同様の操作を再度行うことで未

修飾のペプチドを除去し、培地中で任意の時間培養した。培養後、オールインワン蛍光顕微

鏡 BZ-8000 （KEYENCE, Osaka, Japan）および TaliTM イメージベースサイトメーター

（Life Technologies Japan, Tokyo, Japan）により評価を行った。 
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Figure 2-1. 各ペプチド型膜アンカーのMSスペクトルとその構造 

 
2. 2. 5 ペプチド型膜アンカーの溶解性 

20 µLの 1.0 mMペプチドの DMSO溶液を 980 µLの 300 mM マンニトール含有 10 mM 

HEPES 緩衝液で希釈し、最終濃度 20 µMの溶液を調製し、ボルテックスで完全に撹拌させ

た。30 分間室温で放置した後、ペプチド溶液を 0.22 µm フィルターを通過させた。そして

ろ液中の NBD基の 478 nmにおける吸光度をUV-2550紫外/可視吸光高度計（Shimadzu）

により測定した。溶解度は、（フィルター濾過後の A478）/（フィルター濾過前の A478）とし

て定義した。 

MALDI-TOF spectrum of XX1 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1412.0, Found 1411.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1412.0, Found 1411.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of ZZ 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1460.0, Found 1459.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XZ 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1436.0, Found 1435.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XB 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1215.6, Found 1216.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of BB 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 1019.2, Found 1020.0 
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2. 2. 6 ペプチド型膜アンカーの細胞上での安定性 

2 .2. 4の方法に従ってペプチドを添加したK562細胞または Jurkat細胞を任意の時間 5 % 

CO2存在下 37 oCで培養した。ついで、0、1、3、6、24および 48時間培養後の細胞上に存

在しているペプチドをNBD由来の蛍光からそれぞれ定量した。蛍光の定量には、TaliTM イ

メージベースサイトメーターを使用した。 

 
2. 2. 7 ペプチド型膜アンカーの濃度依存的な修飾量および細胞生存率の変化 
細胞膜上に修飾されたペプチドを定量するため、まず 2. 2. 4に従って細胞にペプチドを添

加した。このとき、ペプチドと反応させた後の細胞懸濁液から遠心分離によって、上澄みを

回収した。100 µLの上澄み溶液を 900 µLの DMSOにより希釈し、NBD由来の 478 nmに

おける蛍光を 96-well マイクロプレートリーダー（WALLAC 1420 Multilabel Counter, 

Perkin Elmer）により測定した。上澄み溶液中のペプチド濃度は、事前に同種のペプチドか

ら作成した検量線を用いて算出した。 

細胞に修飾されたペプチドの毒性を定量するため、まず 2. 2. 4に従って細胞表面修飾を行

った後、細胞を培地中に懸濁させた。この後、修飾直後および修飾後 48時間培養後の細胞生

存率を以下の方法により定量した。100 µLの細胞懸濁液を微小遠心管に移し、1.0 µLの Tali® 

Dead Cell Red reagent （containing PI）を添加し、ピペッティングしたあと、暗所で 1分

間置いた。その後、TaliTM イメージベースサイトメーターを用いて生存率を測定した。 

 
2. 2. 8 ペプチド型膜アンカーの細胞内局在 

2. 2. 4 の方法に従って細胞表面修飾を行った後、細胞懸濁液 1 mL に対して、1 µL の

Hoechstを添加することで細胞核を染色した。さらに、LysoTracker Redを 50 nMで添加

して 1時間培養することでリソソームを染色した後にこの細胞を観察した。細胞の観察には

共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡（CLSM）（LSM700, Carl Zeiss）を使用した。 

 
2. 2. 9 リサイクリング経路によるペプチド型膜アンカーの再提示 

2. 2. 4の方法に従って細胞表面修飾を行った後、2 mLの DPBS（2 g/L グルコース入り）

中に細胞を懸濁させた。この細胞懸濁液を 4 oCで 10分間保持した後、30 mM Na2S2O4含

有無血清培地 1 mLを添加し、4 oCで 5分間保持し細胞表面に存在するNBD基の消光を行

った 3。その後、懸濁液を遠心分離して上澄みを除去し、2 mLの DPBS（2 g/L グルコース

入り）で細胞を懸濁させ、さらに遠心分離を行った。同様の操作を再度行うことで残存

Na2S2O4を除去し、2 mLの DPBS（2 g/L グルコース入り）中に細胞を懸濁させた。細胞懸
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濁液を 1.5 mL エッペンチューブに等量ずつ分注し、一方を 4 oCで 30分間保持し、もう一

方を 37 oCで 30分間保持した。その後、細胞を 96-wellガラスボトムプレートに移し、オー

ルインワン蛍光顕微鏡 BZ-8000により観察した。 

 
2. 2. 10 レセプターとして機能するペプチド型膜アンカーの合成 

ペプチドはすべて Fmoc 固相合成法に基づき、対応する Fmoc アミノ酸を用いて

NovaSyn®TGR樹脂上で 0.025 mmolスケールにおいて行った。パルミトイル基の導入には

Fmoc-N-ε-palmitoyl-L-lysineを、オリゴエチレングリコールの導入には Fmoc-21-amino-4, 

7, 10, 13, 16, 19-hexaoxaheneicosanoic acidを、そしてビオチンの導入には、N-α-Fmoc-N-

ε-biotinyl-L-lysineをそれぞれ用いた。またペプチドのN末端には、NBD-hexanoic acidを

修飾し、蛍光標識を行った。脱樹脂は、樹脂に TFA/TIS/H2O（95/2.5/2.5（v/v））の混合溶

液（1 mL）を加え室温で 90分撹拌させて、ろ液を回収した。脱樹脂後、回収したろ液を 40 

mLの cold Et2Oと混合し再沈殿させた。次いで、混合溶液を 4 oC、10 min、3,500 × gで遠

心することで黄色ペレット状の粗ペプチドを得た。各ペプチドの精製は、逆相HPLCを用い

て行った。目的物の確認は MALDI-TOF-MS を用いて行った（Figure 2-1(b)）。精製したペ

プチドは、DMSOを用いて 1.0 mMの濃度に調製し、4 oCにて保存した。濃度決定は、DMSO

中で 478 nmにおけるNBDの吸光度（モル吸光係数 = 33186 /M/cm）を用いて行った 2。 
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Figure 2-2. 各ビオチン修飾ペプチド型膜アンカーのMSスペクトルとその構造 

 
2. 2. 11 細胞表面におけるレセプター/リガンド認識 

2. 2. 4と同様の手順で各レセプター修飾ペプチド型膜アンカー（XX2-1, 2, 3）による細胞

表面修飾を行った後、ペプチドに修飾されているビオチン（1 µmol）の 1/10の Cy3 SA（0.1 

µmol）を 500 µL の細胞懸濁液に添加し、室温で 10 分間保持した。その後、細胞懸濁液か

ら遠心分離によって上澄みを回収し、上澄み中の Cy3 由来の 575 nm における蛍光を 96-

well マイクロプレートリーダーにより測定した。この結果と、培地中に 0.2 µMに調製した

Cy3 SA溶液の蛍光強度を比較することで、細胞表面に結合した SAを定量した。また、細胞

には培地を加えて懸濁させ、遠心分離を行った。同様の操作を再度行うことで未修飾の SA

を完全に除去し、培地中で任意時間培養した。得られた細胞の観察および定量的な評価には、

オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-8000 および TaliTMイメージベースサイトメーターを使用し

た。 

MALDI-TOF spectrum of XX2-2 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2437.2, Found 2436.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-1 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2101.8, Found 2101.5 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-2 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2437.2, Found 2436.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-3 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2772.6, Found 2772.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)

(b)
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2. 3 結果と考察 
2. 3. 1 Fmoc固相合成法によるペプチド型膜アンカーの合成 

細胞膜表面に分子を安定に提示できるペプチド型アンカーを開発するにあたって、まず五

つのアミノ酸残基からなる六種類のペプチドをアンカーモチーフとして設計した（Table 2-

1）。基本的な分子設計として各ペプチドは、三つの L-Lys残基と二つ以下の疎水性アンカー

を有している。ペプチド中の三つの L-Lys残基は、ペプチドの水溶液への溶解性向上だけで

なく、負に帯電した細胞膜との静電相互作用を介して細胞膜表面に安定してペプチドが修飾

されることへの寄与が期待される。疎水性アンカーには二つの異なるタイプの疎水性分子と

して、飽和パルミトイル基（X）、不飽和リノレオイル（Z）を採用し、各疎水性アンカーは

L-Lys残基の側鎖 εアミノ基にアミド結合で導入された（Figure 2-3）。また、疎水性アンカ

ーの細胞膜修飾に対する効果を確認するための対照として、アセチル（B）基を使用した。上

記の各疎水性アンカーの導入位置は、二番目および五番目の位置にＸ基を含む XX2 を除い

て、全てのペプチドの二番目および四番目の位置である。以上の異なる疎水性アンカーおよ

びその導入位置を変えたペプチドを使用することで、細胞膜修飾に対する疎水基の影響を評

価した。全てのペプチドは、細胞膜上での挙動を蛍光顕微鏡で観察できるように N 末端を

NBDで標識されている。合成した各ペプチドのMSスペクトルと対応する構造を Figure 2-

1に示した。 

 

Table 2-1. 設計した各ペプチド型膜アンカーの配列とその特性 (a) ペプチド修飾後の細胞の
ペプチド由来の蛍光強度、(b) ペプチドの水溶液への溶解性、(c) 細胞上でのペプチドの半減
期 (d) 修飾量が少ないため評価不可 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 
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Figure 2-3. 各種疎水基修飾 L-Lysの構造 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
2. 3. 2 細胞へのペプチド型膜アンカーの修飾 

疎水基を修飾した各ペプチドは、DPBS中で疎水性相互作用により凝集してしまい細胞膜

にうまく修飾されなかった。そこで細胞膜修飾実験では、10 mM HEPES（pH7.4）で緩衝

化された 300 mMマンニトール等張液を使用することで、ペプチドの溶解性を向上させ分散

状態で細胞膜に修飾した。Figure 2-4(a), (b)は、それぞれ 37 oCで 5分間各ペプチドを修飾し

た K562細胞の蛍光顕微鏡画像およびイメージングサイトメトリーによる結果を示す。Table 

2-1 には、イメージングサイトメトリーの結果から得られた各ペプチド修飾細胞の蛍光強度

の中央値をまとめている。蛍光顕微鏡画像の結果から、疎水部を二つ有するペプチド XX2、

ZZ、および XZ では、細胞膜上および細胞内部から NBD 由来の蛍光が確認された（Figure 

2-4(a)）。後述するが、細胞内部に存在するペプチドは、LysoTracker Redと共局在化してお

り、ペプチドが膜へ修飾されたあとにエンドサイトーシスによって速やかに細胞内部へ取り

込まれたことを示唆している。一方、疎水部を一つだけ有する XBおよび疎水部を含まない

BB は、細胞上で蛍光を示さなかった。これは、疎水性アンカーと細胞膜の疎水性相互作用

がペプチドの安定した膜修飾に必須であることを示している。 
  

known to use peptide-based hydrophobic anchors for stable
anchoring on the inner leaflet of the cell membrane.26 For
example, Src family protein kinases and G-proteins contain
typically divalent hydrophobic anchors on their N- or C-termini
that they use for stable anchoring.26 Silvius et al.15 collected
short peptides from the termini of these proteins and found
that divalent acyl-modified peptides have more extended
duration on the liposome membranes than monovalent ones.
Peptide-based anchors have several critical advantages over

lipid-based anchors, in that they allow for the precise design of
diverse peptide sequences and facilitate the conjugation of
bioactive molecules such as peptides through sequential
synthesis on a solid phase. However, to the best of our
knowledge, there have so far been no reports in the literature
pertaining to the rational design of peptide-based anchors for
the cell surface modification. Herein, we report the rational
design of a series of peptide-based anchors capable of
presenting bioactive molecules on the cell surface. From a
practical perspective, anchors should be able to satisfy two
contradictory conditions, in that they should possess sufficient
aqueous solubility to allow them to partition efficiently into the
cell membrane during the modification step, and they should
exhibit good stability on the cell surface once anchored. We
have succeeded in developing peptides with these properties
and have applied them to the presentation of a bioactive ligand,
biotin, on the cell surface to evaluate its recognition by a
complementary protein, streptavidin.

■ RESULTS AND DISCUSSION
Design of the Peptides. Six peptides consisting of five

amino acid residues were rationally designed as anchoring
motifs for the cell surface modification (Table 1). The peptides
consisted of three lysine residues and no more than two
hydrophobic anchors. Three different types of hydrophobically
modified L-lysine residues were used in the current study
(Chart 1), including L-lysine residues modified with saturated
palmitoyl group (X), unsaturated linoleoyl (Z), and acetyl (B)
groups. The B group was used to evaluate the impact of the
hydrophobic groups on the cell surface modification. It was
envisaged that the three lysine residues in the six peptides
designed in the current study would enhance the solubility of
the peptides as well their stability in terms of their ability to
anchor to the cell surface through electrostatic interactions with

the negatively charged cell membrane.27 Hydrophobic L-lysine
derivatives were introduced at the second and the fourth
positions of these peptides except for XX2, which included an X
group at the second and the fifth positions. The N-termini of
the peptides were labeled with NBD as a fluorophore.

Modification Efficacy of Peptides. Peptides modified
with hydrophobic anchors showed poor solubility properties in
DPBS, and the cell surface modification of the peptides was
therefore performed in an isotonic 300 mM mannitol solution
buffered with 10 mM HEPES (pH 7.4). Figure 1a,b shows the
fluorescence images and results of the fluorescence cytometry
experiments with K562 cells modified with each peptide for 5
min at 37 °C, respectively. Table 1 provides a summary of the
median fluorescence intensities of the peptide-modified cells,
which were determined by fluorescence cytometry. Relatively
bright fluorescence signals were observed for the NBD both on
the cell surface and within the cells for XX2, ZZ, and XZ, which
all contained two hydrophobic lysine derivatives (Figure 1a).
The fluorescence signals observed within the cells were co-
localized with LysoTracker Red, which indicated that the
peptides were rapidly internalized through endocytosis (this
result will be discussed in greater detail later). XB and BB,
which included one and no hydrophobic lysine derivatives,
respectively, showed weak and no fluorescence, which indicated
that the hydrophobic lysine derivative was essential to the
success of the cell surface modification process.

Table 1. Characterization of the Peptides

aFluorescence intensities (F.I.) of the cells measured by fluorescence cytometry immediately after their modification with each peptide. bDefined as
remaining amount of peptide in the filtrate fraction after filtration through a 0.22-μm filter. cHalf-life of fluorescence intensity. dNot determined due
to the low modification efficacy.

Chart 1. Structures of the Hydrophobic Lysine Derivatives
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Figure 2-4. (a) 各ペプチド型膜アンカーで修飾した K562 細胞の蛍光顕微鏡画像（スケール
バー：20 µm）、(b) 各ペプチドを修飾した K562細胞のイメージングサイトメトリーによる
評価 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 
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次に、細胞表面修飾において最も良い修飾結果を示した XX2について、ペプチドに標識さ

れた蛍光基が膜修飾に与える効果を調べた。蛍光基としてNBDの代わりに Cy3を用いてペ

プチドのN末端を修飾したペプチドを合成した（Figure 2-5）。この Cy3修飾 XX2を K562

細胞に添加した結果、NBD 修飾 XX2 と同様に細胞表面から蛍光が確認された（Figure 2-

5(b)）。しかし、その後の時間経過とともに奇妙な蛍光強度の変化、つまり蛍光強度が最初は

増加し、その後減少するという挙動を細胞上で示した（Figure 2-5(c)）。この挙動は、修飾初

期段階で Cy3修飾 XX2が Cy3特異的に膜上で凝集して蛍光が消光していることが可能性と

して考えられる。 

 

Figure 2-5. (a) Cy3の構造、(b) Cy3修飾 XX2で修飾した K562細胞の蛍光顕微鏡画像（スケ
ールバー：20 µm）、(c) Cy3修飾 XX2で修飾した K562細胞のイメージングサイトメトリー
による評価 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 

また、XX2の結果から XX2を改良した以下のペプチドを合成した（NBD-Lys-Lys (X)-Lys-

Lys-Lys (X)-Lys-Lys-Lys (X)-NH2）。このペプチドは、ßシートの周期性を避けつつ二番、

五番、および八番目の位置にそれぞれパルミトイル基を有する。このペプチドが適切な溶解

度を保持しつつ、XX2よりも一つ多いパルミトイル基が細胞膜上でより高い安定性を示すと

予想された。細胞膜修飾の結果、ペプチドは細胞表面に修飾されたものの、ペプチド自体の
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Figure S2. Chemical structure (a), fluorescence microscopic images (b), and fluorescence cytometry 

results of Cy3-labeled XX2 (c). Scale bar: 20 µm. 
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results of Cy3-labeled XX2 (c). Scale bar: 20 µm. 
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溶解性がかなり低いことに起因して修飾量が少なく、修飾されたペプチドの半減期を決定す

るには至らなかった（Figure 2-6）。この結果から私は、溶解性を考慮すると一つのペプチド

上に修飾できるパルミトイル基の数が最大二つであると結論づけた。 

 

Figure 2-6. (a) X残基を三つ有するペプチド型膜アンカーで修飾した K562細胞の蛍光顕微鏡
画像（スケールバー：20 µm）、(b) X残基を三つ有するペプチド型膜アンカーで修飾した K562

細胞のイメージングサイトメトリーによる評価 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
2. 3. 3 ペプチド型膜アンカーの溶解性 

これまでの実験から、四つの異なるペプチド（XX1、XX2、ZZ、XZ）の細胞膜に対する修

飾量や半減期の違いは、細胞膜修飾時に使用される等張液中でのペプチドの溶解度の差に起

因することが示唆された。そこで次に、各ペプチドの溶解性を評価した。Figure 2-7は、DMSO

（実線）および 10 mM HEPES（pH7.4）含有 300 mMマンニトール等張液（破線）中の

XX1 および XX2 の吸収スペクトルを示す。等張液中の各ペプチドの吸収スペクトルには、

淡色効果および NBD 由来の吸収波長のブルーシフトが観察された。この結果は、各ペプチ

ドが等張液中で NBD 基同士の相互作用によりＨ会合していることを示唆した。等張液中で

のペプチドの溶解度を調べるために、各ペプチド溶液を 0.22 µmのフィルターに通してろ過

し、ろ液の吸収スペクトルを測定することで溶液中に残存するペプチドを定量した（Figure 

2-7、点線）。その結果、XX1ではそのほとんどがろ過により除去されたのに対して、XX2で

はその 72%がろ液中に残った。ろ過前とろ過後のペプチド溶液の吸収スペクトルからペプチ

ドの溶解度を定義し、各ペプチドの溶解度を Table 2-1にまとめた。 
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Figure S3. Fluorescence microscopic images (a) and fluorescence cytometry results of NBD-Lys-Lys(X)-

Lys-Lys-Lys(X)-Lys-Lys-Lys(X)-NH2 (b). Scale bar: 20 µm. 
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Figure S3. Fluorescence microscopic images (a) and fluorescence cytometry results of NBD-Lys-Lys(X)-

Lys-Lys-Lys(X)-Lys-Lys-Lys(X)-NH2 (b). Scale bar: 20 µm. 
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溶解度の調査から、四種類のペプチドの溶解度はそれらの細胞上での蛍光強度に比例する

ことがわかった。従ってペプチドの溶解度は、水相から細胞膜へのペプチドの効果的な分配

において重要な役割を果たしていることが明らかにされた。特に、XX1 および XX2 の溶解

度から、ペプチドが同じ二つの疎水基を含んでいたとしても、その溶解性は全く異なること

が見出された。XX1の低い溶解度は、ペプチド配列中の X残基の周期性（nおよび n + 2位）

に起因し、またこの周期性が βシートと同じであることから XX1は、β-シートを形成する傾

向があると考えられる 4。その結果として、XX1 はより多くのペプチドが凝集したと考察さ

れる。一方、二つの不飽和リノレオイル基を有する ZZ は、同様の周期性を有するにもかか

わらず比較的高い溶解度を示し、膜修飾効率も高かった。ZZが高い溶解性を示した理由とし

て、リノレオイル基がパルミトイル基に比べて分子の自由度が高く、パッキングに不利であ

ることが考えられる。同様の結果が脂質を基体とした膜アンカーの研究において報告されて

おり、一つの不飽和結合を含むジオレオイル脂質がジステアロイル脂質よりも溶解度が高く、

かつより高い修飾率を示した 5。 

 
 
Figure 2-7. XX1（a）および XX2（b）の吸収スペクトル（実践：DMSO 中、破線：10 mM 

HEPES（pH7.4）含有 300 mMマンニトール等張液中、点線：10 mM HEPES（pH7.4）含有
300 mMマンニトール等張液中 0.22 µmのフィルターろ過後） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

  

The marked difference in the modification efficacy of the four
different types of peptide (i.e., XX1, XX2, ZZ, and XZ) was
attributed to the solubility properties of the peptides in the
isotonic aqueous medium used in the cell surface modification
process. Figure 2 shows the absorption spectra of XX1 and XX2
in DMSO (solid line) and the isotonic aqueous medium
(broken line), respectively. Hypochromism and the blue shift of
NBD were observed in the absorption spectra of these peptides
in the isotonic buffer, which suggested that H-aggregation was
occurring between the NBD groups of these peptides. To
examine the solubility of the peptides in the isotonic aqueous
medium, the peptide dispersions were filtered through a 0.22
μm filter and the absorption spectra of the resulting filtrates
were measured to quantify the amount of peptide remaining in
solution (dotted line in Figure 2). Almost all of the XX1 was

removed by filtration, whereas 72% of the XX2 peptide
remained in the filtrate. The remaining absorption in the filtrate
was defined as the solubility and the solubility of each peptide is
summarized in Table 1. The solubilities of the four different
types of peptide were found to be proportional to their cellular
fluorescence intensity. Thus, the solubility of the peptide was
determined to play a critical role in the effective partitioning of
the peptide from the aqueous phase to the cell membrane.
Notably, the solubilities of XX1 and XX2 were found to be
quite different, even though they contained the same two
hydrophobic lysine derivatives. The poor solubility of XX1 was
attributed to the periodicity of the X residues in its peptide
sequence (n and n+2 positions), which was the same as that of
a β-sheet.28 For this reason, XX1 tended to form β-sheets,
which resulted in the aggregation of the peptide. Despite
possessing a similar β-sheet periodicity, the ZZ peptide, which
contained two unsaturated linoleoyl groups, showed relatively
high solubility that led to the efficient modification on the cell
surface. The high solubility of ZZ was attributed to the poor
packing capability of the linoleoyl group. Similar levels of
solubility dependence with regard to the anchoring efficacy
have been reported in lipid-based anchors, where a dioleoyl
lipid including one unsaturated bond was more soluble than a
distearoyl lipid, which led to a higher modification ratio.24

The longevities of the peptides on the cell surface were then
determined at 37 °C in RPMI-1640 medium containing 10%
FBS. Figure 3 shows the fluorescence intensities of the cells
modified with XX2 and ZZ plotted against incubation time.
The results in this figure revealed that the fluorescence intensity
decreased with time, which indicated that the peptides were

Figure 1. (a) Fluorescence microscopy images of K562 cells
immediately after their modification with the peptides (6.0 μM) for
5 min at 37 °C. Scale bar: 20 μm. (b) Fluorescence cytometry analysis
of the peptide-modified K562 cells.

Figure 2. Absorption spectra of 6.0 μM solutions of the XX1 and XX2
peptides in DMSO (solid line), and in 10 mM HEPES buffer
containing 300 mM mannitol before (dashed line) and after filtration
(dotted line).
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2. 3. 4 ペプチド型膜アンカーの細胞上での安定性 
次に、細胞上に修飾されたペプチドがどれだけの時間細胞上に存在し続けるかを、血清含

有培地中 5 % CO2存在下 37 oCでペプチド修飾細胞を任意の時間培養した後に蛍光強度から

評価した。Figure 2-8(a), (b)は、培養時間に対して XX2および ZZで修飾した K562細胞の

蛍光強度をプロットした結果である。図から細胞の蛍光強度が経時的に減少することがわか

り、この結果は時間経過とともにペプチドが細胞から脱離していることを示す。蛍光強度の

初期の減衰は、線形性を有するため各ペプチドの細胞上での半減期が近似直線から計算でき

た。その結果 XX2および ZZの半減期は、それぞれ 14および 6.8時間であった（Figure 2-

8(a)）。この結果と合わせて、別の細胞株である Jurkat 細胞においても同様の評価を行い、

ペプチドの半減期がそれぞれ 37 時間および 23 時間であることを見出している（Figure 2-

8(b)）。これらの結果から両細胞株において XX2 は、最も高い修飾効率および最長の半減期

を示した。そのため私は、本ペプチドが本研究での最良のペプチド型膜アンカーであると決

定した。特に膜アンカーの性能として XX2で注目すべきは、両細胞株における XX2の半減

期が、不飽和炭化水素基を有する脂質型の膜アンカーの半減期（8 時間）よりも長かったこ

とである 6。ZZ よりも XX2 の半減期が長い理由は、リノレオイル基よりもパルミトイル基

の疎水性のほうが高いことに起因すると考えられる。今後の課題として、ペプチドが細胞に

存在する加水分解酵素によって分解されている場合を考慮する必要がある。本研究で決定し

たペプチドの半減期は、加水分解の影響を考慮していない結果であるため、加水分解の影響

を精査するためには D体のアミノ酸に置換したペプチドでの検討が必要である。 
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Figure 2-8. (a) K562細胞上でのペプチド由来の蛍光強度の経時変化、(b) Jurkat細胞上での
ペプチド由来の蛍光強度の経時変化 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
2. 3. 5 ペプチド型膜アンカーの濃度依存的な修飾量および細胞生存率の変化 
ここまでの検討によって、XX2が最も効果的なペプチド型膜アンカーであることが判明し

た。そこで、本項では細胞膜への修飾において最適な XX2の濃度を検討した。具体的には、

細胞に添加するペプチド溶液の濃度を変えることで、細胞膜に修飾されるペプチドの量およ

び細胞生存率に与える影響を精査した。Figure 2-9(a)に示すように、細胞膜上のペプチド密

度は、添加するペプチド溶液の濃度が上昇するのに伴って直線的に増加し、10 µMの濃度で

11 × 108 peptide/cellと計算された。また XX2の修飾効率は、添加したペプチド量の 60~70%

とその濃度に関わらず高いことが見出された。そして XX2の修飾率は、6.0 µMの濃度で修

飾した場合、市販のNBD標識脂質（Figure 2-9(b)）よりも 3.6倍高かった。この XX2の高

い修飾率は、その高い溶解度に起因すると考えられる。 
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Figure 2-9. (a) K562細胞に修飾される XX2の量（●）および修飾効率（●） 

（○：NBD-PEの修飾効率）、(b) NBD-PEの構造 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 

高い修飾効率を示す XX2について、その細胞傷害性をペプチド修飾直後および培養 48時

間後の 2つの時点で調べた。Figure 2-10(a), (b)は、それぞれペプチド修飾直後および修飾後

48時間後の細胞生存率を示す。どちらの条件においても、XX2の濃度が 2.0 µMまではペプ

チド由来の細胞傷害性が観察されなかった。ペプチド由来の細胞毒性が生じる原因として、

ペプチドが細胞膜と相互作用し修飾される段階で、膜の構造が破壊され細胞にダメージを与

えている可能性が考えられる。細胞毒性と同時に、ペプチド修飾が細胞の増殖能に与える影

響についても検討を行い、XX2 が少なくとも 48時間後までの細胞増殖能に対して負の影響

がないことを確認した。細胞に対する低い毒性および増殖能に与える影響が少ないことは、

膜修飾分子として XX2が有望であることを示している。今後のさらなる検討事項として、ペ

プチドがエンドサイトーシスなどの細胞機能に対して与える影響が挙げられる。一例として

Ishiwataらは、コレステロールを修飾した比較的高分子量のポリエチレングリコールが細胞

修飾後にクラスリン依存性エンドサイトーシスを特異的に阻害することを見出した 7,8。この

ことから、本ペプチドが細胞機能に対してどのような影響を持つか検討することは、ペプチ

ドの機能を理解するために有益であると考えられる。 

(b)
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Figure 2-10. 各濃度の XX2を修飾した K562細胞の生存率 (a) 修飾直後、(b) 48時間培養後 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
2. 3. 6 ペプチド型膜アンカーの細胞内局在 
本項では、細胞内部に取り込まれた XX2が細胞内のどこに局在しているか精査した。具体

的には、市販の細胞小器官染色試薬および XX2による共染色を行った後に、ペプチドの細胞

内局在を CLSMを用いた観察により確認した。その際、ペプチドの比較対象として市販の膜

染色試薬である CellBrite Greenを使用した（Figure 2-11(a)）。Figure 2-11(b)に示すように

CellBrite Greenは、形質膜、リソソーム膜、エンドソーム膜および核膜を含むすべての膜に

局在した。対照的に XX2 は、形質膜、リソソームおよびエンドソーム膜に特異的に局在し

た。XX2に対して CellBrite Greenがすべての膜に非特異的に局在した理由は、分子全体と

しての高い疎水性に起因した高い膜透過性によるものと考えられる。一方 XX2 の特異的な

局在は、膜透過性が不十分であるためと考えられ、ペプチドが細胞膜外葉に修飾された後、

それらがエンドサイトーシスにより取り込まれ、リソソームおよびエンドソーム膜の内葉に

分布したと予想される。XX2が膜透過性に乏しい原因としては、その両親媒性が考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

(a) 0 h 48 h
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Figure 2-11. (a) CellBrite Greenの構造、(b) 各種細胞小器官染色試薬と CellBrite Green（上）
または XX2（下）で修飾した K562細胞の CLSM画像（スケールバー：20 µm） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
2. 3. 7 リサイクリング経路によるペプチド型膜アンカーの再提示 

XX2は、細胞表面からエンドサイトーシスにより細胞内部へと取り込まれた。そこで次に、

取り込まれたペプチドがリサイクリングエンドソーム経路に乗って、再び細胞表面上に提示

されるかどうかを調査した。想定されるようなリサイクリングエンドソームによる分子の再

提示は、トランスフェリンや Gタンパク質共役受容体などの内因性受容体ならびにコレステ

ロールを含有した人工両親媒性膜修飾分子において報告されている 9-14。XX2 の再提示を証

明するために、細胞表面に修飾されているペプチド上のNBD基を膜非透過性のNa2S2O4に

よって選択的に還元し消光させ、ついでペプチドの再提示による細胞膜上の蛍光の回復を蛍

光顕微鏡によって評価した（Figure 2-12）。Figure 2-12(a)は、K562細胞を 6.0 µMの XX2

(a)

(b)
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で修飾し、エンドサイトーシスによる取り込みを可能にするために 37 oC で 30 分間培養し

た後に、細胞を 4 oCで冷却してリサイクリングプロセスの速度を低下させた細胞である。こ

の細胞を cold Na2S2O4 で処理することで、膜外葉に存在する XX2 の NBD 基を消光した

（Figure 2-12(b)）。次に、処理した細胞を 4または 37 oCで 30分間培養した（Figure 2-12(c), 

(d)）。その結果、4 oCでの培養結果と比較して 37 oCで培養した細胞では膜上の蛍光の有意

な回復が観察された。これは、XX2がエネルギー依存的なリサイクリングエンドソーム経路

を通して細胞表面に再び提示されたことを示している。XX2がリサイクリングエンドソーム

によって膜上に再分配される性質は、細胞表面に特定の分子を長時間提示するという膜修飾

分子の目的上有益であるといえる。 

 

 
Figure 2-12. XX2 を修飾後以下の処理をした K562 細胞の蛍光顕微鏡画像（スケールバー：
20 µm） (a)：修飾後 37 oCで 30分間培養し、4 oCで冷却した細胞、(b)：(a)の細胞を Na2S2O

で処理した細胞、(c), (d)：(b)の細胞を 4 oCまたは 37 oCで 30分間培養した細胞 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 
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2. 3. 8 レセプターとして機能するペプチド型膜アンカーの合成 

ここまでの評価から、開発した XX2 はペプチド膜アンカーとして優れた性質を示したた

め、XX2を基体として用いて細胞表面上にモデルリガンドとしてビオチンを提示する分子を

設計した。本分子の設計にあたって、ビオチンと SA の認識がリンカーの長さに影響を受け

ることを考慮し、リンカーとして長さの異なる柔軟なオリゴエチレングリコール（OEG）を

使用した三種類のビオチン化 XX2を合成した（Figure 2-2, 2-12）。合成したビオチン化 XX2

を、そのリンカーの長さからそれぞれ XX2-1、XX2-2および XX2-3と命名した（Table 2-2）。 

 

Table 2-2. 各ビオチン修飾ペプチド型膜アンカーの特性 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

 
Figure 2-12. (a) XX2-1、XX2-2および XX2-3の構造 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

MALDI-TOF spectrum of XX2-2 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2437.2, Found 2436.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-1 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2101.8, Found 2101.5 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-2 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2437.2, Found 2436.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF spectrum of XX2-3 

MALDI-TOF matrix: α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid 

Calcd. For [M+H]+ 2772.6, Found 2772.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)

(b)

long time with a half-life of 14 h. The long half-life of XX2 was
attributed to the high affinity of its saturated palmitoyl groups
for the cell membrane. XX2 was found to be recycled back to
the cell membrane through endocytotic uptake, which made a
significant contribution to its observed long-lasting presenta-
tion. Biotin was also attached to the cell surface using XX2 as a
peptide anchor, and the efficacy of the surface binding of biotin
was examined based on its recognition by streptavidin. The use
of a long spacer between biotin and the peptide anchor enabled
efficient binding with streptavidin on the cell surface likely
because of a reduction in steric hindrance from the cell surface,
which is crowded with membrane proteins. The peptide motif
described in this paper could therefore be used to present
bioactive molecules such as peptides for cell delivery and could
be used to control cell−cell and cell−material adhesion. Studies
toward these applications are currently underway in our
laboratory and will be reported in due course.

■ EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials. NovaSyn TGR resin and Fmoc amino acids were

purchased from Novabiochem (Darmstadt, Germany). 2-(1H-
Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium hexafluoro-
phosphate (HBTU), N-hydroxybenzotriazole (HOBt), piper-
idine, trifluoroacetic acid (TFA), N,N′-diisopropylethylamine
(DIEA), and N-methylpyrrolidone (NMP) were purchased
from Watanabe Chemical (Hiroshima, Japan). HPLC grade
acetonitrile and sodium dithionite were purchased from Nacalai

Tesque (Kyoto, Japan). The N,N-dimethylformamide (DMF)
and diethyl ether used for peptide synthesis were purchased
from Kanto Chemical (Tokyo, Japan). Dimethyl sulfoxide
(DMSO) for biochemistry was purchased from Wako Pure
Chemical (Osaka, Japan). Triisopropylsilane and D-glucose
were purchased from Tokyo Chemical Industry (Tokyo,
Japan). 6-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino) hexa-
noic acid (NBD-hexanoic acid), Hoechst 33342, and
Lysotracker Red DND-99 were purchased from Invitrogen. D-
Mannitol was purchased from Sigma. CellBrite Green
Cytoplasmic Membrane-Labeling Kit was purchased from
Biotium. FluoroLinkCy3-labeled streptavidin (Cy3-SA) was
purchased from Amersham Biosciences. 1,2-Dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadia-
zol-4-yl) (ammonium salt) (16:0 NBD PE) was purchased
from Avanti Polar Lipids.

Synthesis of Peptides. All of the peptide sequences were
synthesized on the 0.025 mmol scale using from the
corresponding Fmoc-amino acids using Fmoc-based chemistry
on a NovaSyn TGR resin. Fmoc-N-ε-Biotinyl-L-lysine was used
for the biotin modification experiments. Fmoc-N-ε-Palmitoyl-L-
lysine was used for the synthesis of the palmitate-modified
peptides, whereas the linoleate-modified peptides were
synthesized using Fmoc-Lys(Mtt)-OH as follows to allow for
the modification of the linoleic acid residues. Following the
modification of the N-termini peptides of NBD-X, the Mtt
groups of the Lys(Mtt) residues were removed via the
treatment of the peptide with 1% (v/v) TFA in dichloro-
methane for 30 min at room temperature. Linoleic acid was
then introduced to the ε-amino groups of the unprotected
lysine residues. The peptides were then cleaved from the resin
by treatment with TFA containing 2.5% (v/v) triisopropylsilane
and 2.5% (v/v) water, and purified by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (HPLC) (Hitachi LaCh-
rom Elite, Tokyo, Japan) on a Protein-R column (Nacalai
Tesque; 10 × 150 mm) using a mobile phase consisting of
acetonitrile/0.1% TFA (20% v/v to 100% v/v). The obtained
peptides were identified by a matrix assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometer. The peptides were

Chart 3. Chemical Structure of the Biotinylated Peptide Anchors (n = 1, 2, and 3)

Table 2. Characteristics of the Biotin-Modified Peptide
Anchors

name
n of
spacer

extended
spacer length

(nm)

normalized
F.I. of
peptidea

normalized F.I.
ratio of SA/
peptideb

t1/2
(h)

XX2 - - 1.00 - 14
XX2−1 1 2.7 0.84 1.0 9.8
XX2−2 2 5.4 0.84 0.94 11
XX2−3 3 8.1 0.74 1.3 7.0
aDetermined by fluorescent cytometry. bNormalized based on the F.I.
of XX2−1.

Bioconjugate Chemistry Article

dx.doi.org/10.1021/bc500465j | Bioconjugate Chem. 2014, 25, 2134−21432140
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2. 3. 9 細胞表面におけるレセプター/リガンド認識 
合成した各ビオチン化 XX2の細胞膜上での SAの認識能を評価するために、各ペプチドを

2.0 µMの濃度で K562細胞に修飾し、その細胞に 0.2 µMの Cy3 SAを添加した。Figure 2-

13(a)は、XX2-3で修飾された細胞の蛍光画像である。Cy3 SA由来の赤色蛍光およびペプチ

ド由来の緑色蛍光が細胞表面上で共局在化していることから、ペプチドを介したビオチンの

細胞膜上への提示が成功し、SAによる認識が起こったことが示された。 

Figure 2-13(b)は、三種類のビオチン化ペプチドで修飾された細胞のイメージングサイトメ

トリーの結果である。細胞上のペプチド量は、スペーサー長の増加に伴い減少する傾向にあ

った。この傾向は、スペーサー長の増加に伴いペプチドの水溶性が増加し、その結果細胞膜

へのペプチドの分配量が減少したことに起因すると考えられる。各ペプチドの半減期を 2. 3. 

4項と同様の方法で評価した結果、XX2-3は最短の半減期を示した（Table 2-2, Figure 2-14）。

この理由として、XX2-3が最も長い親水性のリンカーを有するために、分子全体の水溶性が

最も高いことが挙げられる。Figure 2-13(c)には、細胞表面上に結合した SAのイメージング

サイトメトリーの結果を示す。興味深いことに、細胞に結合した SAの量は XX2-3で最も高

く、この結果は XX2-3が最も低い修飾率であったことと合致しない。このような結果になっ

た理由について以下で考察する。XX2-3 と比較して、XX2-1 および XX2-2 で修飾された細

胞に対する SA の結合量は少なく、この結果から SA のビオチンの認識にはスペーサー長が

重要であることが示唆される。事実、SAの結合効率は、XX2-1から XX2-3になると 30％増

加した。以上のことから、XX2-3が最も高い SA修飾効率を示した理由として、細胞表面に

存在する糖鎖、例えば膜タンパク質上に高密度で存在する多糖などが関与していると考えら

れる。つまり、膜上に存在する糖鎖の影響を受けない程度のリンカー長を有していることが

SAのビオチンの認識には重要であるといえる 15。今回、見出した XX2-3を利用することで、

細胞表面にペプチドおよび SAを介したビオチン化分子の提示が可能になると期待できる。

また、XX2-3の知見から、XX2を応用することでビオチンのみならず様々なリガンド分子を

細胞表面にレセプターに認識される状態で提示できる可能性がある 15。 
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Figure 2-13. (a) XX2-3および Cy3 SAを修飾した K562細胞の蛍光顕微鏡画像（スケールバ
ー：20 µm）、(b), (c) XX2-1, 2, 3で修飾した K562細胞のイメージングサイトメトリーによる
評価（b：ペプチド由来の緑色蛍光、c：Cy3 SA由来の赤色蛍光） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

peptid
e

Cy3-
SA
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Figure 2-14. K562 細胞上での各ペプチド由来の蛍光強度の経時変化（細胞膜上での半減期
t1/2は修飾後 6時間までの蛍光強度から作成した各近似直線より算出） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2014, 25, 2134. Copyright 2014 American Chemical Society. 

  

 S6

 

 

Figure S5. Decay in the fluorescence intensity signals of the XX2-1, XX2-2, and XX2-3 peptides in the 

cells over time. The median relative fluorescence unit (RFU) values of the peptide modified cells were 

subtracted from those of the unmodified cells and plotted against the incubation time at 37 °C. Each curve 

represents the best fitted result of initial 6 hours with a linear function. 
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2. 4 結語 
本章では、膜修飾分子の寿命を延ばすことを目的に、細胞膜への安定な分子提示を可能に

するペプチド型膜アンカーの開発についての研究を紹介した。XX2は、比較的高い溶解性と

細胞膜への迅速かつ効率的な分配（60~70％）を示し、これは合成した六種のペプチドの中

で膜修飾分子として最高の性能であった。また、ペプチド配列中の疎水基の周期性は、ペプ

チドの溶解性に大きな影響を及ぼした。XX2 は、細胞膜上で 14 時間という長い半減期を示

し、これが疎水性の細胞膜に対するパルミトイル基の高い親和性に起因することであるとわ

かった。さらに XX2の長い半減期には、エンドサイトーシスによる取り込み後のリサイクリ

ング経路を通じた細胞膜上への再提示も寄与していることが見出された。ペプチド型膜アン

カーとして優れた XX2を基体として用いて、ビオチンを修飾した分子（XX2-3）を合成した

結果、細胞膜上に SA を提示することに成功した。そして、このビオチンと SAの認識には

ペプチドが有するリンカーの長さが重要であることがわかった。この理由としては、細胞膜

上が膜タンパク質や糖鎖が密集しており、それらの SA に対する立体障害が考えられる。以

上の結果から、本章で紹介したペプチド型膜アンカーは、その応用として細胞選択性を持つ

分子を細胞上に修飾する手段として活用できる。その結果、機能性の細胞の選択的な送達を

必要とする再生医療に貢献できると考えられる。 

実際、我々の研究室ではペプチド型膜アンカーを応用した細胞の送達に関する研究を展開
している。炎症部位の内⽪細胞表⾯に特異的に発現するレセプターである E-セレクチンを認

識する E-セレクチンホーミングペプチド（E-sel-HP）16 をリガンドとして採用し、細胞を炎

症部位特異的に集積させ、治療効果が出るかどうか検討している 17。 
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第三章 
 

膜貫通タンパク質の機能模倣を目指した膜貫通分子の開発 
 

3. 1 緒言 
本章では、膜貫通状態での膜修飾が可能な膜貫通分子（Transmembrane Molecule: TM）

の開発と膜貫通状態を達成する修飾法について紹介する。膜貫通型の膜修飾が達成されれば、

膜貫通タンパク質の機能を模倣した TMの実現が期待でき、細胞膜外葉や内葉を分子で修飾

するよりも高度な細胞の機能化が可能になると考えられる。 

 
3. 1. 1 膜貫通タンパク質の機能 
細胞の機能を制御する膜貫通タンパク質として、各種のイオンチャネルや七回膜貫通型の

タンパク質である Gタンパク質共役受容体（GPCR）が存在する（Figure 3-1(a), (b)）。イオ

ンチャネルは、イオン選択的な認識によってイオンの透過を制御し 1、浸透圧や静止膜電位

の調節を行っている。静止膜電位は、細胞種や周期により異なるが、膜の外側を 0 mVとし

て-5 mVから-90 mV程度の電位であることが知られている 2。GPCRは、外部でリガンドを

認識することで細胞内部にシグナルを伝達し、多数の細胞プロセスを調節している 3。また

細胞は、複数回膜貫通型のタンパク質以外にも各種の一回膜貫通型タンパク質を受容体とし

て提示しており、リガンドを認識しシグナルを誘起して増殖や分化の制御を行っている

（Figure 3-1(c)）。一回膜貫通型タンパク質は、一回の膜貫通でその機能を発現しているため、

TMによる模倣対象として適当であると考えられる。 

Figure 3-1. 細胞膜上に存在する膜貫通タンパク質 (a) イオンチャネル、(b) GPCR、(c) 一回
膜貫通型タンパク質 
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ion channel

0 -V
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+ + + + +

- - - - -
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3. 1. 2 膜貫通状態を達成する膜修飾法 

これまで、膜を貫通した修飾が達成されているのは pHLIP のみである 3。しかし pHLIP

は、酸性条件でのみ膜貫通が達成される点や膜貫通状態が pH 依存的に解かれる 4という欠

点を持つ。また、方向を制御した膜修飾の機構が不明であるため、ペプチド上への分子の修

飾に配慮する必要がある。そのため TMの設計には、環境に依存することなく方向が制御さ

れて膜を貫通し、その状態を維持できる戦略が必要と考えられる。そこで、私は細胞が必ず

有する膜電位を利用することで方向を制御して分子を膜に挿入する膜修飾法を考案した

（Figure 3-2）。本修飾法では、膜電位を感受性して膜を透過する性質を備えた膜透過分子を

TM に修飾することで方向を制御した膜への挿入および膜貫通状態での膜修飾を達成する戦

略である。 

 

 

 

Figure 3-2. 膜貫通状態を達成するための TMを用いた膜修飾法（▲：リガンド結合部、●：
膜透過部） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

  

Transmembrane Molecule 
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3. 1. 3 膜貫通分子の設計 
Figure 3-2の修飾法に対応した膜修飾分子として、リガンド結合部、膜貫通部および膜透

過部の三つのドメインから成る TMを考えた。リガンド結合部は、細胞外でリガンドと結合

する機能を備えたドメインである。膜貫通部は、膜に修飾されると貫通状態で膜の中に存在

するドメインである。そして、膜透過部は疎水性相互作用により膜に修飾された後に、膜電

位を感受性して膜を透過、膜内葉に移行するドメインである。 

膜電位を感受して膜を透過する分子として、疎水性かつカチオン性の分子が挙げられる。

例えば、蛍光色素である Rhodamine 123 は、膜電位を感受して細胞膜を透過することが報

告されている（Figure 3-3(a)）5。これは、分子の疎水性の高さにより膜に分配しやすく、カ

チオン性により膜電位がかかった細胞膜中で電場由来のクーロン力を感受して細胞内部方向

へ移動した結果と考えられる。また、このような機構が関与した膜透過が一部のペプチドに

おいても報告されている。Wenderらは、ヒト免疫不全ウイルスの Tatタンパク質由来の配

列（tat ペプチド）および Arg 八量体（R8）の膜を透過する量が膜電位に依存することを明

らかにしている 6。また Kelleyらやは、非天然の疎水性アミノ酸とカチオン性のアミノ酸か

ら成るペプチドが膜透過すること、そしてペプチドの疎水性が向上するのに伴ってペプチド

のミトコンドリアへの集積量が増加することを明らかにしている（Figure 3-3(b)）7, 8。ミト

コンドリアは、形質膜よりも大きい膜電位を有するため、分子の集積が膜電位依存的に起こ

ったと考えられる。この知見を活かして、ペプチド型膜アンカーに疎水基および Argを導入

し疎水性およびカチオン性を調節することで、膜透過部として適した分子および TMの合成

が達成できると考えられる。 
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Figure 3-3. (a) Rhodamine 123、(b) 非天然の疎水性アミノ酸とカチオン性のアミノ酸から成
る細胞膜透過能を有するペプチド 7, 8   
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3. 1. 4 本研究の目的および戦略 

本研究では、疎水性相互作用に基づいた膜修飾によって膜貫通状態での膜修飾を達成する

ための膜修飾分子およびその膜修飾法の開発を目的とする。本研究で膜を貫通した状態で

TMを膜に修飾する戦略は、Figure 3-2に示した。今回設計した TMは、リガンド結合部、

膜貫通部および膜透過部の各ドメインから成る。膜透過部は、既報の膜電位感受性の膜透過

分子から着想を得て、疎水性のペプチド型膜アンカーに Argを導入することでカチオン性を

付与することにした。膜透過部を有する TMを細胞に添加すると、膜透過部が疎水性相互作

用により膜に修飾され、膜電位により生じるクーロン力を利用して細胞膜を透過する。そし

て、膜透過部が膜内葉表面に達することで、TM の方向を制御した膜貫通状態での膜修飾が

達成される戦略である。このような分子は前例がなく非常に挑戦的であるが、疎水性相互作

用に基づく細胞の機能化の幅を広げる可能性をもつ膜貫通タンパク質の機能模倣につながる

有意義な研究と考えられる。  
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3. 2 実験 
3. 2. 1 試薬 

以下に本研究で使用した試薬を記す。 

NovaSyn TGR resin、Fmoc amino acids、Fmoc-N-ε-biotinyl-L-lysine および Fmoc-21-

amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxaheneicosanoic acidはNovabiochem (Darmstadt, Germany)

か ら 購 入 し た 。 2-(1HBenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium 

hexafluorophosphate (HBTU)、N-hydroxybenzotriazole (HOBt)、piperidine、trifluoroacetic 

acid (TFA)、N,N′-diisopropylethylamine (DIEA), N-methylpyrrolidone (NMP)および

Fmoc-N-ε-Palmitoyl-L-lysine は Watanabe Chemical (Hiroshima, Japan)から購入した。

HPLC grade acetonitrile は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)から購入した。N,N-

dimethylformamide (DMF)および diethyl ether used for peptide synthesis は Kanto 

Chemical (Tokyo, Japan)から購入した。Dimethyl sulfoxide (DMSO) for biochemistryおよ

び sodium dodecyl sulfate for biochemistryはWako Pure Chemical (Osaka, Japan)から購

入した。Triisopropylsilane は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)から購入した。

Hoechst 33342、MitoTracker Red CMXRos および LysoTracker Red DND-99 は Life 

Technologies (Grand Island, NY, USA)から購入した。D-Mannitol、fetal calf serum (FCS)、

lithocholic acid (LCA)およびmethyl-ß-cyclodextrin (CD)は Sigma-Aldrich (St Louis, MO, 

USA)か ら購 入 した 。 FluoroLinkCy3-labeled streptavidin (Cy3-SA)は Amersham 

Biosciences (Pittsburgh, PA, USA)から購入した。4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F)

は Dojindo (Kumamoto, Japan)から購入した。 

 
3. 2. 2 Fmoc固相合成法によるペプチドの合成 

ペプチドはすべて Fmoc 固相合成法に基づき、対応する Fmoc アミノ酸を用いて

NovaSyn®TGR樹脂上で 0.025 mmolスケールにおいて行った。ペプチド側鎖の LCA基は、

Fmoc-Lys(Mtt)-OHに対して脱Mtt後に LCAを修飾することで導入した。ペプチド側鎖の

パルミトイル基は、Fmoc-Lys(Mtt)-OHに対して脱Mtt後にパルミチン酸を導入した。そし

て、NBDは、アミノ酸N末端のアミノ基に対して脱 Fmoc後にNBD-Fを用いて導入した。

TM 3 については、細胞膜を貫通する部位として、Fmoc-N-amido-dPEG6-acid を使用する

ことでヘキサエチレングリコール（6EG）を三つ連続してペプチドに導入した。そして、そ

の N 末端を脱保護後に Fmoc-Lys(biotin)-OH を SA に特異的に認識されるリガンド部位と

して導入した。 

peptide 1および peptide 2の脱樹脂は、樹脂に TFA/TIS/H2O（95/2.5/2.5（v/v））の混合

溶液（1 mL）を加え室温で 1時間撹拌させて、ろ液を回収する操作を三回繰り返すことで行

った。脱樹脂後、回収したろ液を 40 mLの cold Et2Oと混合し再沈殿させた。次いで、混合
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溶液を 4 oC、10 min、3,500 × gで遠心することで黄色ペレット状の粗ペプチドを得た。各

ペプチドの精製は、逆相高速液体クロマトグラフ（HPLC）（Hitachi LaChrom Elite, Tokyo, 

Japan）を用いて、Protein Rカラム（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）上で行った。1は、

eluent A/eluent B = 30/70から 10/90へ 20分かけて流出させた（eluent A: H2O + 0.1% 

TFA, eluent B: CH3CN + 0.1% TFA）。2は、eluent A/eluent B = 35/65から 15/85へ 20分

かけて流出させた。目的物の確認はマトリックス支援レーザー脱離イオン化法（MALDI-

TOF-MS）（Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA）を用いて行った（Figure 3-4(a), (b)）。

精製したペプチドは、DMSOを用いて 1.0 mMの濃度に調製し、4 oCにて保存した。濃度決

定は、DMSO中で 478 nmにおけるNBDの吸光度（モル吸光係数 = 33186 /M/cm）を用い

て行った 9。 

3の脱樹脂後、回収したろ液を減圧除去することで黄褐色かつ粘性状の粗ペプチドを得た。

この粗ペプチドを DMSO に再溶解後、任意の割合で混合した HPLC の展開溶媒で希釈し、

3の精製を逆相HPLCを用いて、Atlantis dc18 OBDカラム（Nihon Waters K.K., Tokyo, 

Japan）上で行った。その際、3は eluent A/eluent D = 25/75から 5/95へ 20分かけて流出

させた（eluent A: H2O + 0.1% TFA, eluent D: MeOH + 0.1% TFA）。目的物の確認には

MALDI-TOF-MSを用いた（Figure 3-4(c)）。精製した 3を DMSOにより 0.5 mMの濃度に

調製し、4 oCにて行った。濃度決定は、DMSO中で 478 nmにおけるNBDの吸光度を用い

て行った 9。 
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Figure 3-4. ペプチドのMSスペクトル (a) peptide 1、(b) peptide 2、(c) TM 3 

 
3. 2. 3 ペプチドの溶解性 

3. 2. 2で合成したペプチドは高い疎水性を有するため、水溶液中でペプチドが十分な溶解

性を示すかどうか確認した。その際、溶解性向上の戦略として疎水基を包摂し、その溶解性

を向上させることが報告されているmethyl-ß-cyclodextrin （CD）を用いた 10-13。各ペプチ

ドの DMSO溶液（18 µL, 100 µM）を 72 µLの DMSO、300 mM mannitol含有 10 mM 

HEPES緩衝液または 20 mM CD含有HEPES 緩衝液で希釈して、最終濃度 20 µMの溶液

を調製し、ボルテックスで完全に撹拌させた。なお、本実験条件では CD（20 mM）とペプ

チド（20 µM）の濃度および CDとコレステロールの結合定数（Kd = 1.8 × 10-6）14を考慮す

ると、平衡状態で 99%以上のペプチドが CDと会合していると算出された。そして、ペプチ

ド溶液調製直後、室温で 30分間放置後、0.22 µmフィルター（MILLIPORE, PVDF（タン

パク質低吸着）, SLGVR04NL）通過後の計三回、NBDの極大吸収波長である 478 nmにお

ける溶液の吸光度をUV-2550紫外/可視吸光高度計（JASCO, Tokyo, Japan）により測定し

た。溶解度は、（フィルター濾過後の A478）/（DMSO中での A478）として定義した。 

peptide 1 peptide 2

receptor 3

(a) (b)

(c)
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3. 2. 4 細胞培養 

K562細胞（ヒト慢性骨髄性白血病細胞株）の培養は、10 % 仔ウシ血清 （FCS）、100 U/mL 

ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.25 µg/mL アンフォテリシン B を含む

RPMI-1640を用いて、5 % CO2存在下、37 oCで培養した。 

 
3. 2. 5 細胞上でのペプチドの挙動 

K562細胞（2 × 105 cells）を遠心分離して上澄みを除去し、2 mLの無血清培地を細胞に

加えて懸濁させ遠心分離を行った。上澄みを除去し、同様の操作を再度行い細胞を洗浄した。

細胞に添加するペプチド溶液を調製するためにペプチドの DMSO溶液（20 µM）と 20 mM 

CD 含有 HEPES 緩衝液を混合し、室温で 30 分かけて包摂させた。回収した細胞に上記の

ペプチド溶液を添加し、37 oCで 5分間修飾した（ペプチド終濃度：2 µM）。その後、血清含

有培地を加えて懸濁させ、遠心分離を行うことで未修飾のペプチドを除去し、血清培地中で

任意の時間培養した。ペプチド修飾細胞の観察および評価には、共焦点レーザー走査型蛍光

顕微鏡（CLSM）（LSM700, Carl Zeiss）および TaliTM イメージベースサイトメーター（Life 

Technologies Japan, Tokyo, Japan）を使用した。 

 
3. 2. 6 ペプチドの細胞内局在 

K562細胞の懸濁液（2 × 105 cells/mL）に対して、Hoechst33342を 1 µL添加し 5 % CO2

存在下 37℃で 30分培養し、細胞核の染色を行った。その後、リソソームを染色する細胞に

ついては LysoTracker® Red DND-99を 1 µMで添加して 15分間培養することで染色した。

一方、ミトコンドリアを染色する細胞については、MitoTracker® Red CMXRosを 1 µMで

添加して 30分間培養することで染色した。その後、3. 2. 5の方法に従ってペプチドを細胞

に修飾し、CLSMを用いて細胞の観察および共局在率の評価を行った。 

 
3. 2. 7 膜電位阻害条件下でのペプチドの細胞内局在の変化 
細胞膜電位を阻害するためにリン酸カリウムを用いた生理食塩水（K+PBS）を以下に示す

方法で調製した 7。KCl（13.69 mmol）、KH2PO4（0.15 mmol）および K2HPO4（0.83 mmol）

を 100 mLの超純水に加え溶解後、滅菌済みの 0.22 µmフィルター（MILLIPORE）に通し

て滅菌処理をした 15。調製した K+PBSを使用して 20 mM CD含有 K+PBS溶液を調製し、

ペプチドの DMSO溶液と混合し細胞実験用のペプチド溶液を得た。また、K+PBSを使用し

て細胞懸濁液を調製し、3. 2. 5に従ってペプチドを細胞に修飾した。細胞の観察には CLSM

を使用した。 
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3. 2. 8 ペプチド濃度に依存した細胞生存率への影響 
ペプチドが細胞生存率に与える影響を評価するために、3. 2. 5の方法に従ってペプチドを

細胞に修飾した後、細胞を培地中に懸濁させた。そこに Propidium Iodide（PI）水溶液（1 

µL, 1 µg/ml）を添加し撹拌後、暗所に 1分間置いた。各濃度のペプチドで処理した細胞の生

存率は、PI 由来の蛍光強度を TaliTMイメージベースサイトメーターにより測定することで

算出された。 

 
3. 2. 9 人工脂質二重膜を使用したペプチドの膜透過能の評価 

人工脂質二重膜を用いたペプチドの膜透過メカニズムの調査は、東京農工大学川野研究室

のデバイスおよび測定装置を使用して行った 16,17。測定は、電圧印加条件でペプチドが膜を

透過する際に発生するカリウムイオンの移動を電流として Jet patch clamp amplifier

（Tecella, Foothill Ranch, CA, USA）を用いて検出した。実際の操作では、デバイスの 2つ

のウェルそれぞれに人工脂質である 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DPhPC）

溶液（10 mg/mL in CH3Cl）を 2 µLずつ加えた。その後、各ウェルに 4.7 µLずつカリウム

イオン水溶液（1 M KCl, 10 mM 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid（MOPS））を添加

し、ウェルを繋ぐ細孔上で平面脂質膜が形成されるまで静置した。脂質膜が形成されない場

合または測定中に壊れた場合には、疎水性のチップで細孔をなぞることで余分な脂質分子を

除去し、脂質膜の形成を促した。平面脂質膜の形成は、二つのウェルの間の抵抗値または測

定後の膜破壊時にみられる特異的なシグナルから確認した。得られた結果の解析には、

pCLAMP ver. 10.5 （Molecular Devices）を用いた。 

 ペプチドの膜透過能を評価するにあたっては、上記の手順で平面脂質膜を細孔上に作製す

る際、一方の水相にあらかじめCDと包接させた各ペプチドを添加した溶液（終濃度 peptide: 

5 µM, CD: 5 mM）を用いた。また、測定はウェル間に 180 mVまたは 100 mVの電圧を印

加した条件で行った。 

 
3. 2. 10 膜貫通分子の細胞表面におけるレセプター/リガンド認識 

3. 2. 5と同様の手順で K562細胞（2 × 105 cells）に 3を修飾した。3修飾細胞の観察およ

び評価には、CLSMおよび TaliTM イメージベースサイトメーターを使用した。さらに、500 

µLの培地に懸濁させた 3修飾後の細胞に対して、添加したビオチン（10 pmol）の 1/10量

の Cy3-SA（1 pmol）を添加し、37 oCで 10分間反応させた。その後、細胞に血清含有培地

を加えて懸濁させ、遠心分離を行うという操作を二回行い未修飾の SA を完全に除去し、培

地中で任意時間培養した。また、3の細胞毒性を評価するために、3. 2. 8と同様の方法で評

価を行った。 

細胞内に存在する 3がエンドソームによって取り込まれたことを確認するために、3. 2. 6
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と同様の実験を行った。具体的には、K562細胞懸濁液（2 × 105 cells/mL）に対して、リソ

ソームを染色するために LysoTracker® Red DND-99を添加した。その後に、3. 2. 5の方法

に従って 3を細胞に修飾し、オールインワン蛍光顕微鏡BZ-8000（KEYENCE, Osaka, Japan）

を用いて細胞の観察を行った。 
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3. 3 結果と考察 
3. 3. 1 Fmoc固相合成法によるペプチドの合成 
まず、膜電位感受性の膜透過ドメインの合成を行った。先行研究から、Arg 8,18またはグア

ニジニウム基 19を有する疎水性ペプチドやその類似体は、膜電位によって生じるクーロン力

により膜を透過することが報告されている。そこで、私は上記の条件を満たすペプチドとし

て、Arg残基と疎水基で修飾された Lys残基を有する分子を（peptide 1, peptide 2）設計し

た（Figure 3-5）。二種類のペプチドはそれぞれ疎水基として飽和脂肪酸であるパルミトイル

基または胆汁酸の二次代謝物であるリトコール酸（LCA）をその配列に二つ有する。二章の

研究から、分子全体の疎水性向上を狙って導入する疎水性基の数は二つとした 15。細胞修飾

後のペプチドの挙動を蛍光顕微鏡で観察できるように、これらのペプチドの N末端を NBD

で標識した。Figure 3-4(a), (b)にMSスペクトルの結果を示す。 

また、1 を膜透過部として TM の設計を行った。膜貫通部には両親媒性の hexaethylene 

glycol（6EG）を三つ繋げた構造を採用した。6EGは、水溶液だけでなく有機溶媒中にも可

溶であるため、疎水性の細胞膜中で貫通した状態で存在することが期待される。これまでの

報告から、オリゴエチレングリコールといくつかの種類の脂質は、均一に混和することがわ

かっている 20。また、この研究で使用された膜貫通部は、伸び切り鎖長が 8. 2 nmであり、

これは細胞膜の厚さ（4.25 nm）の二倍の長さであった 21。リガンド結合部のビオチンは、膜

貫通部の 6EGの N末端に修飾され、細胞膜外にビオチンを提示できるデザインとした。以

上のように設計した TM 3を Fmoc固相合成法により合成した（Figure 3-5, Figure 3-4(c)）。 
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Figure 3-5. 本研究で合成した各ペプチド 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

 

 

TM 3 
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3. 3. 2 ペプチドの溶解性 

ペプチドへの疎水基の導入は、その水溶性の低下を招き膜修飾効率を低下させる原因とな

っていた。そこで、疎水性分子の可溶化剤として一般的に使用されるmethyl-ß-cyclodextrin 

（CD）を使用することで合成した疎水性ペプチドの溶解性の改善を試みた。CDが可溶化剤

として使用されている一例として、ß-CD に胆汁酸を包摂させて水溶液中に可溶化させる研

究が報告されており、複合体形成の解離定数（Kd）は 10-3~10-5 Ｍであった 12。この程度の

解離定数であれば、CD は疎水性のペプチドの水溶液への分散を促進させつつ、細胞膜への

ペプチドの分配を妨げない可溶化剤としての機能が期待できる。実際、CD は疎水性脂質の

細胞膜への修飾に利用されているため、本研究でも可溶化剤として採用した 13。 

二章と同様のろ過法を用いて 1および 2の溶解度を評価した。Figure 3-6に、0.22 µmの

フィルターによるろ過後の CDの存在下（破線）、非存在下（点線）および DMSO（実線）

中での 1および 2の水溶液の吸収スペクトルを示す。Figure 3-6(a)から 1は、CDの非存在

下では 10 mM HEPES（pH7.4）含有 300 mMマンニトール等張液にほとんど不溶であっ

た。しかし、CD存在下では、1の約 70%が等張液に可溶化された。2についても 1と同様

の溶解度の改善がみられたが、その改善の程度は 1よりも顕著ではなかった（Figure 3-6(b)）。

この結果は、疎水基である胆汁酸およびアルキル鎖と CDとの会合定数の差を反映している

と考えられる。また、3についても CDが可溶化剤として有効であることがわかった。 
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Figure 3-6. フィルターろ過後の各ペプチド溶液の吸収スペクトル(破線) CD 存在下、(点線) 

CD非存在下、(実線) DMSO (a) peptide 1、(b) peptide 2、(c) receptor 3 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

  

(a) 

(b) 

(c) 
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3. 3. 3 細胞上でのペプチドの挙動 

CD がペプチドの可溶化剤として機能したため、引き続き CD を可溶化剤として用いて各

ペプチド（2 µM）を K562細胞に修飾した。その結果 Figure 3-7に示されるように、1およ

び 2は細胞内分布において明らかな違いを示した。1は、その蛍光の大部分が細胞内から確

認され、この結果は 1が膜透過に成功していることを示している（Figure 3-7(a)）。一方、2

は細胞膜から強い蛍光が確認された（Figure 3-7(b)）。この結果は、二章で報告した XX2に

似ていることから、2 に膜透過能がないもしくは、膜透過に時間がかかり観察時間中には膜

透過が観察されなかった可能性がある。 

 

 

Figure 3-7. ペプチド修飾後の K562 細胞の CLSM 観察画像（下図は上図中の白枠内を拡大
したもの）(a) 1、(b) 2 をそれぞれ修飾した細胞 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

 

(a) (b) 
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3. 3. 4 ペプチドの細胞内局在 
1 が膜透過能をもつことがわかったため、1 が膜透過後に細胞内のどこに局在するかを市

販の各オルガネラの蛍光標識試薬を用いて精査した。その結果 1は、エンドソームおよびリ

ソソームのマーカーである LysoTracker Red よりもむしろミトコンドリアのマーカーであ

るMitoTracker Redとよく共局在した（Figure 3-8）。共局在率を計算すると、1とエンドソ

ームおよびリソソームについては 32%、ミトコンドリアについては 72％であった。1がミト

コンドリアにより局在した理由として、ミトコンドリアの内膜も形質膜同様に負の膜電位を

有するためと考えられる 22。この結果は、膜電位由来のクーロン力を介したペプチドの膜透

過を支持する結果である。我々と同様に分子がミトコンドリアへ蓄積するという報告が、本

ペプチドの設計戦略と似た戦略を取る研究グループから報告されている 8,19。これらの研究

から、1および 2の膜透過能の違いは、それらの相対的な疎水性の違いに起因しているとい

える。つまり、2 が有するパルミトイル基は、疎水基として細胞膜を透過するのに適した疎

水性ではないと考えられる。 

 
Figure 3-8. 1の細胞内での局在評価（上）リソソーム、（下）ミトコンドリア 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 
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3. 3. 5 膜電位阻害条件下でのペプチドの細胞内局在の変化 
1 が膜を透過する要素として膜電位の重要性が示唆されたため、次に膜電位を阻害した条

件でペプチドを細胞に修飾して、その挙動を評価した。本実験では、膜電位を阻害するため

にペプチドの修飾を 10 mM HEPES（pH7.4）含有 300 mM マンニトール等張液中から

K+PBS中へ変更して行った。K+PBSとは、リン酸緩衝生理食塩水中のNa+を K+に置換した

ものである。膜電位を阻害した結果、細胞上に修飾された 1の量がマンニトール等張液と比

較して減少した（Figure 3-9(a)）。このことから、1が膜電位由来のクーロン力により膜を透

過していることが示唆された。一方、CLSM画像から K+PBS中で培養した細胞はその形態

が一部変化しており、また強い蛍光を発する死細胞のような細胞が確認された（Figure 3-9(b), 

(c)）。そのため、膜電位を阻害しての実験には慎重な検討が必要と考えられる。 

 

 

Figure 3-9. 膜電位阻害条件下での 1 による細胞修飾 (a) イメージングサイトメトリーの結
果、(b) 膜電位非阻害条件下でのペプチド修飾細胞、(c) 膜電位阻害条件下でのペプチド修飾
細胞（矢印：死細胞） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

 
3. 3. 6 ペプチド濃度に依存した細胞生存率への影響 

1 が膜を透過し、ミトコンドリアへ集積することが明らかになったことで、その細胞毒性

が懸念された。そこで、1の K562細胞に対する細胞毒性を調べたところ、2 µMの濃度で 1

が修飾された細胞は、48時間培養後も目立った細胞死を示さなかった（Figure 3-10）。また

2 mMの CD は、細胞生存率に対して悪影響を及ぼさなかった。以上のことから、1は TM

の膜透過部として使用可能であることが示された。 
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Figure S4. Fluorescence images after modification of peptide 1 on K562 cells. Modification 

was done with the same aqueous mediun with Figure 3 (10 mM HEPES buffer containing 

300 mM mannitol) (A) or with K+PBS (NaCl of PBS is replaced with KCl) (B). Fluorescence 

intensity resulting from peptide 1 was weaker in K+PBS than in the aqueous medium of 

Figure 2. The strongly stained cells indicated with arrows in (B) seem to be dying cells 

because of ruffling of the cell surface. We found that a long time incubation of the cells in 

K+PBS results in cell death. (C) Results of imaging cytometry of the cells modified with 

peptide 1 in the above-mentioned media. A fraction of cells treated in K+PBS indicated as 

black bracket seems to be dead cells which are stained by peptide 1 more strongly than living 

cells.   
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Figure 3-10. 1修飾細胞の各培養時間後の細胞生存率（黒）および細胞数（赤） 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 
 
3. 3. 7 人工脂質二重膜を使用したペプチドの膜透過能の評価 

1 が細胞膜を透過する要素として膜電位由来のクーロン力の関与が示されたため、より詳

細な膜透過のメカニズムについて評価を行った。具体的には、1 の膜の透過過程を平面脂質

二重膜（pBLM）上で分析することで、どのようにして膜を透過しているかを調べた。本研

究遂行にあたり、当研究室では pBLMの作製や分析が困難であったため、全ての測定は東京

農工大学の川野研究室にて行った。また、実験で使用したデバイスおよび実験方法は全て川

野グループで確立、報告されたものを使用した 16,17。デバイスは、二つのウェルとそのウェ

ルを繋ぐ細孔（半径 50 µm）から成り、ウェルの底面には、Ag/AgCl電極が設置されている

物を使用した（Figure 3-11）16。測定は、電圧印加条件でペプチドが膜を透過する際に発生

するカリウムイオンの移動を電流として検出した。 

 

Figure 3-11. (a) 二つのウェルと電極の写真、(b) デバイスの模式図 16 

(b)(a)
5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. Time-course analysis of K562 cell viability and proliferation after modification by 

peptide 1 (2 µM). 
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分析の結果、CD（5 mM）存在下での 1（5 µM）は、+ 180 mVの電圧を印加することで、

デバイス上で主にスパイク状のシグナルを示した（Figure 3-12(a)）。川野らのシグナルの分

類 17から、このシグナルは瞬間的に膜が欠損した場合に発生し、この現象は 1が膜を直接透

過したことを示す。ここで重要な点は、印加電圧が+ 100 mVの条件では電流信号が観測さ

れなかったことである（Figure 3-12(b)）。これは、1 が脂質二重層を直接貫通するためには

十分な膜電位、つまり十分なクーロン力が必要であることを示し、本研究の仮説を証明する

ものである。また、2について同様の実験を行った結果、+ 180 mVの電圧を印加してもシグ

ナルは確認されなかった（Figure 3-12(c)）。このことから、2はやはり膜透過能に乏しく、1

が膜透過部として優れていることが本実験からも示された。以上の結果と細胞膜上での 1の

挙動を合わせると、1 が細胞膜から内部へと移行するメカニズムとして考えられるのは、ク

ーロン力による直接的な膜の貫通である。1 が膜を直接透過するというメカニズムは、本研

究で目的とする膜貫通状態での膜修飾の達成に必須であるため、1は TMの膜透過部として

適していると結論付けることができる。 
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Figure 3-12. (a)～(c) 各ペプチドを添加した人工膜上での電流の観測（(a) 1：5 µM, 電圧：+ 

180 mV、(b) 1：5 µM, 電圧：+ 100 mV、(c) 2：5 µM, 電圧：+ 180 mV） 
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3. 3. 8 膜貫通分子の細胞表面におけるレセプター/リガンド認識 

合成した 3の細胞上での挙動を評価するために、Figure 3-13(a)に示す異なる二つの手順で

実験を行った。具体的には、K562 細胞を 3 で修飾した後に細胞に直ちに SA を添加するか

（Figure 3-13(a), procedure 1）、または 37 oCで 3時間培養した後に SAを添加した（Figure 

3-13(a), procedure 2）。procedure 1では、3および SAの蛍光は細胞膜上で共局在したため、

細胞膜上に 3が修飾され SAがビオチンを認識したことを示している（Figure 3-13(b) i）。ま

た、一部の SA は細胞質内の核に隣接した部分に局在することがわかった。これは 3-SA 複

合体がエンドサイトーシスにより取り込まれ、微小管形成中心（MTOC）に蓄積した結果と

予想される 23。実際にエンドソームおよびリソソームをマーカーによって染色した結果、3-

SA 複合体が細胞質内でマーカーと共局在したため、複合体のエンドサイトーシスによる取

り込みが確認された（Figure 3-14）。一方、細胞質から観察された 3の蛍光の一部は、MTOC

上で SAと共局在しなかった。この結果は、6EGの親水性に関わらず 3の一部が SAによる

認識の前に膜を透過して細胞質内に移行したことを示唆している。Figure 3-13(b) ii は、

Figure 3-13(b) iに示される細胞から 5 % CO2存在下 37 oCで 3時間培養後の結果である。3

時間の培養後でも細胞膜上から 3-SA 複合体由来の強い蛍光が確認できた。この結果は、3-

SA複合体が SAの親水性およびその大きなサイズ（長軸方向の長さ：6.8 nm）が原因で、も

はや細胞膜を透過できないことを明らかにしている 23,24。対照的に procedure 2の場合は、

procedure 1で観察されるよりはるかに 3-SA複合体由来の蛍光が弱くなった（Figure 3-13(b) 

iii）。この結果から、3 時間の培養中に膜上の 3 が細胞質移行し細胞膜から消失したことで、

SA の認識が起こらなかったことが示唆された。イメージングサイトメトリーによる結果か

らも、Figure 3-13(a)中(iii)の細胞の SA由来の蛍光強度が(ii)の細胞よりもはるかに弱いこと

が示された（Figure 3-13(c)）。 
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Figure 3-13. (a) 実験スキーム、(b) 各条件で細胞に修飾された 3および Cy3 SAの蛍光画像
（右端の画像は merge画像中の白枠の拡大図）（i, ii, iiiはそれぞれ(a)中の各条件の細胞）(c) 

イメージングサイトメトリーの結果 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 

  

(a) 

(b) 

(c) 
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Figure 3-14. 3-SAのリソソームとの局在画像（下図は上図中白枠の拡大図） 
Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 
  

9 
 

 

 

Figure S5. (A) Microscopic observation of K562 cells modified with receptor 3/SA 

following the procedure 2 of Figure 5A. First, the cells were stained with LysoTracker Red 

DND-99, and then receptor 3 and then Dylight650-labelled SA were modified on the cells. 

(B) and (C) are magnified images of the regions highlighted in the white squares 1 and 2, 

respectively. 
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本実験で得られた結果から考察される 3の細胞膜上での挙動を Figure 3-15にまとめた。

実験の結果から、膜透過部が膜内葉表面に達した後、ペプチドにクーロン力が働かなくても

3は細胞膜を透過して細胞質に移行した。この説明として、膜内葉表面に存在する 3を疎水

性相互作用を介して膜から引き抜く細胞質内タンパク質の存在が示唆される。一方、ペプチ

ドの添加直後に SA を添加した場合は、3 に結合した SA の親水性およびサイズが寄与して

3 の完全な膜透過を抑制した。そして 3-SA 複合体は直接の膜透過ではなく、エンドサイト

ーシスによる取り込みによって膜上から細胞内へ移行した。これらをまとめると、3 はそれ

自体では膜を完全に透過し細胞質へ移行してしまうが、SA の存在により完全な膜透過が抑

制され、膜上で膜透過部のみが膜を透過した膜貫通状態で膜上に存在することが期待される。 

 

 
Figure 3-15. 推測される 3の細胞膜上での挙動 

Reprinted with permission from Bioconjugate chem., 2017, 28, 296. Copyright 2017 American Chemical Society. 
  



69 

3. 4 結語 
本章では、膜貫通状態での膜修飾が可能な TMの開発と膜貫通状態を達成する修飾法の開

発を目指した。その結果 TMの膜透過部として機能する、クーロン力により膜を透過するカ

チオン性 peptide 1の開発および機能評価に成功した。さらに、このペプチドに 3つの 6EG

を介してビオチンを修飾した TM 3は、それ単体では親水性のオリゴエチレングリコールを

有するにもかかわらず短時間で細胞膜を透過し細胞質へ移行した。しかし、SA が結合した

場合には、その大きさと親水性から、細胞膜の完全な透過が抑制された。その結果として、

TM の膜透過部のみが膜を透過し膜貫通状態で 3-SA 複合体が膜上に存在することが示唆さ

れた。この TMを応用することで、TMの細胞外ドメインのリガンド認識に対応したシグナ

ル伝達の人工的な誘導が達成される可能性がある。このような応用を見据えた場合に、細胞

内に提示する分子としては、比較的小さなアゴニストまたはアンタゴニスト分子が膜透過ド

メインの機能を妨げない良い候補になると考えられる。 
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第四章 
 

内葉上に分子提示する膜貫通分子のクリック反応による合成とその機能評価 
 

4. 1 緒言 
三章で疎水性かつカチオン性のペプチド型膜アンカーを膜透過部としてもつTMが細胞膜

上で膜貫通状態を達成している可能性を見出した。しかし、TM が膜を貫通した状態で膜に

修飾されていることを直接証明することはできていなかった。そこで本章では、TM が膜貫

通を達成していることを証明するべく、細胞内葉上に分子を提示可能な新規 TMの合成およ

びその評価を行った。また、新規 TMが膜貫通状態で分子を膜内葉上に提示できれば、膜貫

通タンパク質の機能模倣に向けた新たな知見の獲得につながる。新たな TMを合成するにあ

たって、これまで用いてきた Fmoc固相合成法のみによる合成では、より複雑な構造を持つ

分子を効率よく合成することが困難であると予想された。事実、三章の TMの合成収率は十

分と言えず、その理由として嵩高い LCA のペプチド側鎖への導入および長いオリゴエチレ

ングリコールドメインの主鎖への導入が挙げられる。そこで私は、既報の TMを新たに膜貫

通ドメインと膜透過ドメインに二分しそれぞれを樹脂状上で合成し回収、銅を触媒として使

用するアジド-アルキン 1,3-双極子付加環化反応、通称クリック反応により組み合わせる方法

を採用した。本戦略により、合成収率の向上およびより複雑な構造を持つ TMの合成が可能

になると期待できる。 

 
4. 1. 1 クリック反応を用いた複雑な分子の合成 
クリック反応とは、1963 年に Huisgen らが報告したアジドとアルキンの加熱によるトリ

アゾール環形成反応 1を、2002 年に Sharpless らが銅触媒存在下で行うことで室温中でも

100 万倍速く選択的に環化反応が進行するという報告 2により発展させ、命名した反応であ

る。クリック反応は、簡便さと汎用性の高さから、ペプチドを基体とした複雑な分子の合成

に利用されてきた。Danishefskyらは、ペプチドの複数の Lys側鎖にアルキンを導入し、ア

ジド修飾した嵩高い多糖をクリック反応によりペプチドに修飾し、複雑な分子の合成を達成

している 3。また Liらは、Danishefskyらと同じくペプチド性のワクチンの合成にクリック

反応を利用した（Figure 4-1）4。彼女らは、20残基以上のオリゴペプチドの主鎖末端にアジ

ドを、疎水基を有するリポペプチドの主鎖末端にアルキンを修飾した二つのペプチドクリッ

ク反応により二つの分子にした。また、二つおよび四つのオリゴペプチドをクリック反応に

より複数のアルキンを持つリポペプチドに導入し、さらに複雑な分子の合成を達成している。

これらの報告からクリック反応を利用することで、TM の課題であった嵩高く、長いペプチ
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ドの合成による収率の低下を克服できると期待される。 

 

 

Figure 4-1. Liらが報告したペプチド 4 

Reprinted with permission from Angew. Chem. Eur. J., 2011, 17, 6396. Copyright 2011 John Wiley & Sons, Inc. 

  

(a) (b)

(c) 
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4. 1. 2 本研究の目的および戦略 

本研究では、既報 TM の知見を活かして細胞膜の内外に分子を提示する TMを合成し、細

胞膜上での膜貫通状態の達成を証明することを目的とした。既報の TMを発展させ細胞膜内

葉上にも分子を提示できるような新規 TMは、複雑な分子構造から従来の Fmoc固相合成法

だけでは合成が厳しいと予想された。そこで、TM の合成戦略として固相合成法とクリック

反応を組み合わせることにした。また、今回目的とするような TMは今までに報告がないた

め、膜内葉上にどのような分子を提示可能か予想できなかった。そこで、これまでに膜内葉

上に分子を提示する研究として報告されている Gunning らや Tsukijiらの分子 5,6を参考に

することとした。幸い、Tsukijiらとの共同研究により、eDHFRの細胞内局在を変化させた

実績のある TMPを使用できることになったため、TMPを膜内葉上に提示するリガンドとし

て採用した。この TMPを膜透過ドメインに修飾した新規 TMを固相合成法およびクリック

反応により合成した後、三章で確立した修飾方法によって細胞膜に導入し、細胞質に存在す

る eDHFRを膜内葉上に局在させることができるかどうか評価した。予想される新規 TMの

細胞膜内葉上への TMP提示までの過程を Figure 4-2に示す。TMを細胞に添加すると膜透

過ドメインが疎水性相互作用により膜へ水相から移行し、膜電位由来のクーロン力を受け細

胞膜を透過、膜内葉上に到達する。この時、SA が存在することで TM の完全な膜透過が抑

制、膜貫通状態で膜に修飾され、膜内葉上に TMPが提示される。膜内葉上の TMPを eDHFR

が認識しその局在を変えることを観察することで膜貫通状態の証明を試みた。 

 

 
Figure 4-2. 予想される新規 TMの細胞膜内葉上への TMP提示までの過程 
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4. 2 実験 
4. 2. 1 試薬 
以下に本研究で使用した試薬を記す。 

NovaSyn TGR resin、 all Fmoc-protected l-amino acids および d-amino acids は

Novabiochem (Darmstadt, Germany)から購入した。2-(1HBenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyl-uronium hexafluorophosphate (HBTU)、N-hydroxybenzotriazole (HOBt)、

piperidine 、 trifluoroacetic acid (TFA) 、 N,N′-diisopropylethylamine (DIEA) 、 N-

methylpyrrolidone (NMP)および Fmoc-N-ε-Palmitoyl-L-lysine は Watanabe Chemical 

(Hiroshima, Japan)から購入した。HPLC grade acetonitrile は Nacalai Tesque (Kyoto, 

Japan)から購入した。N,N-dimethylformamide (DMF)、diethyl ether used for peptide 

synthesis および tetrahydrofuran (THF) dehydrated stabilizer free は Kanto Chemical 

(Tokyo, Japan)から購入した。Dimethyl sulfoxide (DMSO) for biochemistry、for organic 

synthesis、N-hydroxysuccinimide (NHS)、copper(I) iodide、triethylamine (Et3N)および

sodium dodecyl sulfate for biochemistry は FUJIFILM Wako Pure Chemicals (Osaka, 

Japan)から購入した。 Triisopropylsilane、 azido acid、 4-Pentynoic acid、 N,N'-

Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) お よ び Tris [(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl] 

amine (TBTA)は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)から購入した。Hoechst 33342、

MitoTracker Red CMXRosおよび LysoTracker Red DND-99は Life Technologies (Grand 

Island, NY, USA)から購入した。D-Mannitol、fetal calf serum (FCS)、lithocholic acid (LCA)

およびmethyl-ß-cyclodextrin (CD)は Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)から購入した。

FluoroLinkCy3-labeled streptavidin (Cy3-SA)は Amersham Biosciences (Pittsburgh, PA, 

USA)から購入した。4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F)は Dojindo (Kumamoto, Japan)

から購入した。Fmoc-N-amido-dPEG6 acidは Quanta BioDesign (San Diego, CA, USA)か

ら 購 入 し た 。 Fmoc-11-Amino-3,6,9-Trioxaundecanoic Acid (miniPEG) は Peptides 

International, Inc. (Louisville, KY, USA)から購入した。Lipofectamine® 2000およびOpti-

MEM® Reduced Serum Mediaは Thermo Fisher Scientific K.K. (Tokyo, Japan）から購入

した。 

 
4. 2. 2 クリック反応用分子の合成 

クリック反応に使用する 3、3’、5および 5’は、すべて Fmoc固相合成法に基づき対応する

Fmoc アミノ酸を用いて NovaSyn®TGR樹脂上で 0.025 mmol スケールにおいて行った。3

および 3’は、膜貫通部である 6EGを有しており（3：6EG × 3、3’：6EG × 4）、その両末

端に L-Lysを介して biotin および NBD を修飾した。さらに、本ペプチドの N 末端には脱

Fmoc 後ペンチン酸を縮合させることでクリック反応の反応点となるアルキンを修飾した。
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5および 5’は、膜透過部として膜電位感受性の Arg を三残基、後に疎水基である LCAを導

入するために側鎖未修飾の Lysを二残基有していた。また、両ペプチドともに主鎖のN末端

に miniPEG を介してアジド酢酸を縮合させることでクリック反応の反応点となるアジドを

修飾した。5’に修飾した TMPは、名古屋工業大学築地研究室からご提供頂いた TMP-COOH

を用いて導入された。なお、5’の合成には、細胞内に存在する加水分解酵素等によるペプチ

ドの分解を防ぐため、L-Arg, Lys に代わり D-Arg, Lys を使用した。脱樹脂は、各樹脂に

TFA/TIS/H2O（95/2.5/2.5（v/v））の混合溶液（1 mL）を加え室温で 1時間撹拌させて、ろ

液を回収する操作を三回繰り返すことで行った。脱樹脂後、回収した各ろ液を 40 mLの cold 

Et2Oと混合し再沈殿させた。次いで、混合溶液を 4 oC、10 min、3,500 × gで遠心すること

でペレット状の粗ペプチドを得た。各ペプチドの精製を、逆相高速液体クロマトグラフ

（HPLC）（Hitachi LaChrom Elite, Tokyo, Japan）を用いて、Atlantis dc18 OBDカラム

（Nihon Waters K.K., Tokyo, Japan）上で行った。3および 3’は、eluent A/eluent B = 75/25

から 60/40へ 15分かけて流出させた（eluent A: H2O + 0.1% TFA, eluent B: CH3CN + 0.1% 

TFA）。5および 5’は、eluent A/eluent B = 100/0から 50/50へ 50分かけて流出させた。目

的物の確認はマトリックス支援レーザー脱離イオン化法（MALDI-TOF-MS）（Bruker 

Daltonics, Billerica, MA, USA）（Figure 4-3）を用いて行った。精製した 3 および 3’は、

DMSOを用いて 100 mMの濃度に調製し、4 oCにて保存した。濃度決定は、DMSO中で 478 

nmにおけるNBDの吸光度（モル吸光係数 = 33186 /M/cm）を用いて行った 7。 

合成・精製した 5および 5’を使用して、クリック反応に使用する 2および 2’の合成を行っ

た。本合成では、疎水性分子である LCA を活性エステル化してペプチド上の Lys側鎖のア

ミノ基と反応させることで疎水基をペプチドに導入した 8。具体的には、LCAを活性エステ

ル化するために LCA（226 mg、600 µmol）、NHS（76 mg、660 µmol）および 4.7 mLの無

水 THFを混合した。この溶液を DCC（136 mg、660 µmol）に添加し窒素雰囲気下、室温

で 4時間撹拌した。その後、ろ過して生成した LCAの活性エステル体 4から不溶性の尿素

を除去した。次に Et3N（200 µmol、16eq）、50 µLの 5および 5’の DMSO溶液（12.5 µmol、

最終濃度：12.5 mM）の混合液それぞれに回収した 4 の THF 溶液（785 µL、100 µmol、

8eq）を滴下し窒素雰囲気下、室温で一晩反応させた。その後、反応液に 1 M HCl水溶液を

加えて中和した。得られた 2および 2’の精製を逆相 HPLC上で CH3CN/0.1%TFA（35％～

60％ v/v）を移動相として Protein Rカラム（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を使用して

行った。目的物の確認は MALDI-TOF-MS を用いて行った（Figure 4-3）。精製した 2 およ

び 2’は、その重量から収量を確認し、DMSOを用いて 100 mMの濃度に調製し、4 oCにて

保存した。 
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Figure 4-3. 各分子のMSスペクトル 

 
  

1731.7

MALDI-TOF spectrum of 2
MALDI-TOF matrix: 2,5-dihydroxybenzoic acid
Calcd. For [M+H]+ 1730.2, Found 1731.7

1771.0

1016.2

MALDI-TOF spectrum of 3
MALDI-TOF matrix: α-cyano-4-hydroxycinnamic acid
Calcd. For [M+Na]+ 1770.9, Found 1771.0

MALDI-TOF spectrum of 5
MALDI-TOF matrix: α-cyano-4-hydroxycinnamic acid
Calcd. For [M+H]+ 1013.6, Found 1016.2

1836.5

2553.0

MALDI-TOF spectrum of 5’
MALDI-TOF matrix: α-cyano-4-hydroxycinnamic acid
Calcd. For [M+H]+ 1835.1, Found 1836.5

MALDI-TOF spectrum of 2’
MALDI-TOF matrix: 2,5-dihydroxybenzoic acid
Calcd. For [M+H]+ 2551.6, Found 2553.0

MALDI-TOF spectrum of 3’
MALDI-TOF matrix: α-cyano-4-hydroxycinnamic acid
Calcd. For [M+K]+ 2122.1, Found 2122.0

2122.0
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4. 2. 3 膜貫通分子のクリック反応による合成 

4. 2. 2で合成・精製した 2、2’、3および 3’を使用して、銅触媒存在下クリック反応により

目的物である 1、1’および 1’’を合成した。具体的には、CuI（I）（10 mM, 2eq）、TBTA（10 

mM, 2eq）および Et3N（10 mM, 2eq）の混合液にDMSOに溶解させた 2または 2’（5 mM）

および 3または 3’（5 mM）を添加した。この溶液に N2ガスを 5分間吹き込み、室温で 12

時間撹拌した。ついで、得られた 1、1’および 1’’の精製を逆相HPLC上で CH3CN/0.1%TFA

（30％~60％ v/v）を移動相として Protein-R カラムを使用して行った。目的物の確認は

MALDI-TOF-MSを用いて行った（Figure 4-4）。各分子は、DMSOを用いて 1.0 mMの濃

度に調製し、4 oCにて保存した。濃度決定は、DMSO中で 478 nmにおけるNBDの吸光度

（モル吸光係数 = 33186 /M/cm）を用いて行った 7。 
 

 
Figure 4-4. 各分子のMSスペクトル 

 
 

  

4305.5

MALDI-TOF spectrum of 1’
MALDI-TOF matrix: 2,5-dihydroxybenzoic acid
Calcd. For [M+H]+ 4299.6, Found 4305.5

3483.0

MALDI-TOF spectrum of 1
MALDI-TOF matrix: 2,5-dihydroxybenzoic acid
Calcd. For [M+H]+ 3478.1, Found 3483.0

MALDI-TOF spectrum of 1’’
MALDI-TOF matrix: 2,5-dihydroxybenzoic acid
Calcd. For [M+H]+ 4638.8, Found 4638.0

4638.0
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4. 2. 4 膜貫通分子の溶解性 

合成した 1、1’および 1’’は、高い疎水性を有すると予想されるため溶液中での分子の溶解

性を評価し、十分な溶解性を示すか確認した。溶解性の評価には、これまでと同様の手順で

合成した分子の溶解性を評価した。溶解度は、（フィルター濾過後の A478）/（DMSO中での

A478）として定義した。 

 
4. 2. 5 細胞培養 

K562 細胞（ヒト慢性骨髄性白血病細胞株）の培養は、10 % ウシ胎仔血清（FBS）、100 

U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.25 µg/mL アンフォテリシン Bを含

む RPMI-1640を用い、5 % CO2存在下、37 oCで培養した。 

CHO細胞（チャイニーズハムスター卵巣由来細胞）は、10 % FBS、100 U/mL ペニシリ

ン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.25 µg/mL アンフォテリシン Bを含む RPMI-1640

を用い、5 % CO2存在下、37 oCで培養した。 

 
4. 2. 6 細胞上での膜貫通分子の挙動 

CHO細胞 （2 × 104 cells/mL）を予め 96-wellガラスボトムプレートに播種し、一日 5 % 

CO2存在下 37 oCで培養した。この細胞の培養液を除去し、200 µLの無血清培地および 10 

mM HEPES含有 300 mMマンニトール等張液（pH 7.4）で洗浄した。一方、細胞に添加す

る 1の溶液の調製のために、1の DMSO溶液（40 µM）と 20 mM CD含有HEPES 緩衝液

を混合し、室温で 30分かけて包摂させた（CD-1）。そして、CD-1に対して Cy3 SA（4 µM）

を添加、撹拌し 10分間室温で保持した。準備した細胞に調製した 1-SAまたは 1-Cy3 SAを

それぞれ添加し、37 oCで 10分間修飾した（1終濃度：4 µM）。その後、200 µLの血清含有

培地で二回洗浄することで未修飾の 1-SAまたは 1-Cy3 SAを除去した。細胞の観察には、

共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡（CLSM）（LSM700, Carl Zeiss）を使用した。1’の細胞修

飾についても、上記と同様の条件および方法で行った。ただし、使用した SA は蛍光標識さ

れていないものを使用した。 

1の細胞毒性についての評価は、以下の方法によって行った。K562細胞（2 × 105 cells）

を遠心分離して上澄みを除去し、2 mL の無血清培地を細胞に加えて懸濁させ遠心分離を行

った。上澄みを除去し、同様の操作を再度行い細胞を洗浄した。細胞に添加する 1の溶液を

調製するために 1の DMSO溶液と 20 mM CD含有HEPES 緩衝液を混合し、室温で 30分

かけて包摂させた。回収した細胞に各濃度に調製した 1の溶液を添加し、37 oCで 5分間修

飾した。その後、血清含有培地を加えて懸濁させ、遠心分離を行うことで未修飾の 1を除去

し、血清培地中で細胞を懸濁させた。そこに Propidium Iodide（PI）水溶液（1 µL, 1 µg/ml）

を添加し撹拌後、暗所に 1 分間置いた。各濃度の 1で処理した細胞の生存率を PI 由来の蛍
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光強度を TaliTMイメージベースサイトメーター（Life Technologies Japan, Tokyo, Japan）

により測定することで算出した。 

 
4. 2. 7 mCherry-eDHFRの発現 

CHO細胞 （2 × 104 cells/mL）を予め 96-wellガラスボトムプレートに播種し、一日 5 % 

CO2存在下 37 oC で培養した。トランスフェクション用の試薬である Lipofectamine® 2000

（2 µL）を Opti-MEM®培地（23 µL）で希釈し、室温で 5分間保持した（溶液 A）。一方、

mCherry-eDHFRをコードしたプラスミド DNA溶液（287.0 µg/mL, 1.8 µL, 0.5 µg）を Opti-

MEM®培地（23.2 µL）で希釈することによって溶液 Bを調製した。溶液 Aと Bをそれぞれ

等量ずつ混ぜ合わせ、室温で 20 分間保持することでプラスミド DNA と脂質の複合体を調

製した（溶液 C）。この溶液 C（10 µL）を Opti-MEM®培地（90 µL）で希釈し、トランスフ

ェクション用の溶液 Dを調製した。次に血清含有培地中で培養した CHO細胞の培養液を除

去し、200 µLの DPBSで二回洗浄した。そこへ溶液 D（100 µL）をウェル毎に加え、5 % 

CO2存在下 37 oCで 4時間培養することでプラスミド DNAを細胞内へ導入した。その後、

細胞を血清含有培地で洗浄し、血清含有培地中で更に 20時間 5 % CO2存在下 37 oCで培養

した。本実験で使用したmCherry-eDHFRをコードしたプラスミド DNAは、名古屋工業大

学築地研究室より頂いたものである。 

 
4. 2. 8 mCherry-eDHFR発現細胞膜内葉上でのレセプター/リガンド認識 

mCherry-eDHFR を発現した CHO 細胞を使用して 1’および 1’’の細胞膜上での挙動を確

認した。1’および 1’’の細胞修飾は、4. 2. 6と同様の手順で行った。SAとして蛍光標識され

ていないものを使用した。細胞の観察には、CLSMを使用した。 
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4. 3 結果と考察 
4. 3. 1 クリック反応用分子の合成 

提案する合成アプローチが新規 TMの合成に有効かどうかを調べるために、まず三章で紹

介した TM 3を新たな合成アプローチで合成した（Scheme 4-1）。本合成で最終的にクリッ

ク反応により 1、1’および 1’’を合成するために使用する分子として 2、2’、3および 3’を合成

した。2および 2’は、三章で報告した三つの Arg残基と二つの LCA基が修飾された Lysか

ら構成される膜透過ドメインを有する。そして、そのドメインに対してスペーサーとして

miniPEGを介してアジド基を修飾した。2’に関しては、2の C末端に 6EGと Lysを介して

TMPがリガンドとして修飾されている。また、TMPと 2間のスペーサー長は既報の分子設

計を参考にして決定した 6。2’は、膜内葉上に TMPを安定して提示するために加水分解酵素

等による分解を防ぐ目的で L-Arg, Lysに代わり、D-Arg, Lysを使用した。一方 3および 3’

は、リガンドとしてビオチンを片端に有し、膜貫通部位である 6EG を三つないし四つ介し

てクリック反応の反応点となるアルキンを有している。以上の四種類のペプチドについて、

3および 3’を固相合成法で合成し、2および 2’を固相合成法と LCA の Lys側鎖への修飾の

組み合わせ（Scheme 4-2）で合成した。本合成手順の利点として、固相合成中に嵩高い LCA

を導入することで続く反応の効率を低下させる恐れをなくすことができ、また LCA 上の水

酸基が反応点になり収率が低下するという問題を克服することができる。合成後、各ペプチ

ドを逆相HPLCで精製した。以下に各分子のMSスペクトルを示す（Figure 4-3）。 
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Scheme 4-2. ペプチドの Lys側鎖への LCAの修飾 
 

4. 3. 2 膜貫通分子のクリック反応による合成 

クリック反応用のペプチドの合成に成功したため、合成したペプチドを用いてクリック反

応により 1、1’および 1’’の合成を行った。アルキン修飾分子およびアジド修飾分子と銅触媒

および反応の活性化剤である TBTA9を DMSO中、窒素雰囲気下で 12時間反応させた。こ

の時、DMSOは各ペプチド、塩化銅（I）および TBTAを完全に溶解させる溶媒として最適

であった。Figure 4-5 は、12 時間後の反応液を逆相 HPLCにより分析した結果であり、目

的物を含むピークが確認された。ピークに目的物が含まれていることは、MALDI-TOF-MS

により確認した（Figure 4-4）。反応収率は、1が 6.4%、1’が 14.4%、1’’が 20%となった。こ

の反応収率は、既報の TM 3と比較して格段に高くなったものの、十分とは言い難い。より

高収率で目的物を合成するためには、反応条件の最適化が必要と考えられる。本実験から、

合成戦略は、1 のような比較的長く合成が困難な分子を効率よく得るために有効といえる。

また、TMPを修飾した 1’および 1’’の合成を確認できたことから、より複雑な構造を持つ TM

の合成にも有用な汎用性の高い方法であることが示された。 
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Figure 4-5. クリック反応の各反応液（a：1, b：1’, c：1’’）の HPLCによる分析（*のピーク
は副生成物を含む） 
  

0 5 10 15 20 25 30

0

1000

2000

Ab
so

rb
an

ce
 4

67
 n

m

0 5 10 15
Retention Time (min)

0

1000

2000

(a)

(b)

1
6.4%

3
85.1%

3
48.8%

1’
14.4%

Ab
so

rb
an

ce
 4

67
 n

m

Retention Time (min)

0 5 10 15
Retention Time (min)

0

1000

2000

(c)

3’
33.6%

1’’
20.0%

Ab
so

rb
an

ce
 4

67
 n

m

*

*
*

*

*

*



84 

4. 3. 3 膜貫通分子の溶解性 

合成に成功した各 TMについてこれまでと同様の方法で溶解度を評価した。得られたろ液

の吸収スペクトルを Figure 4-6に示す。1は、10 mM HEPES（pH7.4）含有 300 mMマン

ニトール等張液中で 55%がろ液中に存在し、可溶化剤である CD を使用した場合溶解度が

100%まで向上した。1’は、マンニトール等張液中で 20%がろ液中に存在し、可溶化剤である

CDを使用した場合溶解度が 67%まで向上した。1と比較して 1’の溶解性が低い理由は、修

飾されている TMP の疎水性にあると推察される。以上の結果から合成した TM は、CD 存

在下で水溶液に対して高い溶解性を示したことから、これまでと同様に細胞修飾実験におい

て分散状態で細胞膜へ分配されることが期待できる。 

 

 
Figure 4-6. (A) 1、(B) 1’ の各溶液を 0.22 µmのフィルターに通したろ液の吸収スペクトル 
 
4. 3. 4 細胞上での膜貫通分子の挙動 

合成した 1（4 µM）を CD（2mM）と包摂させた後に Cy3 SAと結合させた複合体（1-Cy3 

SA）を CHO 細胞に添加し 10分間保持することで、細胞上に複合体を修飾した。この時、

1を４ µMで細胞に添加しても顕著な細胞毒性を示さないことを予め確認している（Figure 

4-7(a)）。Figure 4-7(b)は、SAと複合体を形成させない分子（CD-1）を修飾した CHO細胞

の CLSM画像である。この画像から 1は、核を除く細胞質全体からその存在がされたため、

10 分以内に 1 が膜を透過したことが示唆された。一方、1-Cy3 SA を細胞に添加した場合、

Cy3 SA 由来の赤色蛍光が主に細胞表面から観察され 1 由来の緑色蛍光とよく共局在した

（Figure 4-7(c)）。ここで注目すべきは、TMの細胞上での局在が SAの存在の有無によって

完全に異なっていたことである。このような 1の細胞上での挙動は、三章で報告した TM 3

と同様であり、このことからクリック反応で合成した 1が既報の分子と同じように機能する

可能性が高いことを示している。それはつまり、ビオチンに SAが結合することで 1全体の

膜透過を抑制し、膜透過ドメインのみが膜内葉表面近傍へとクーロン力によって移行、そし
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て細胞膜を貫通した構造を達成する可能性が高いということである。 

クリック反応によって合成した 1が既報の分子と同様の挙動を示したため、次に TMPを

修飾した新規 TM である 1’を細胞に 1 と同条件で添加し、その挙動を確認した。その結果

SA非存在下では 1’由来の蛍光が細胞質内から観察され（Figure 4-7(d)）、この結果は、１と

比較して 1’が 1 ユニット分多く 6EG を有し、またリガンドとして TMP を提示しているに

もかかわらず、1’が膜透過能を有することを示唆している。一方、SA との複合体である 1’-

SAを添加した場合は、細胞膜上から蛍光が確認された（Figure 4-7(e)）。細胞室内からいく

らかの緑色の輝点が観察されたが、これは複合体がエンドサイトーシスによって取り込まれ

たものと考えられる。１を修飾した細胞と比較して 1’を修飾した細胞では、SA 非存在下で

比較的大きな輝点（Figure 4-7(d) 白色矢印）、SA存在下で細胞膜上からドット状の蛍光が観

察された。これらの現象は、１と比較して 1’の疎水性が高いことに起因して（Figure 4-6）、

分子同士が凝集した結果と推察される。 

以上の結果をまとめると 1および 1’は、既報の TMと同様の挙動を細胞上で示した。その

ため、1 および 1’は細胞膜上で膜貫通状態を達成している可能性がある。そして、1’は膜貫

通状態を達成すると同時に、膜透過ドメイン上に修飾された TMP を膜内葉上に提示してい

ることを期待させる。そこで、次に TMPの相補的なタンパク質である eDHFR に蛍光タン

パク質を修飾したmCherry-eDHFRを発現させた CHO細胞を使用して、TMPの認識が起

こるかどうか検証を行った。 
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Figure 4-7. (a) 各濃度の 1を添加した場合の細胞毒性、(b) CD-1（4 µM）を修飾した細胞、
(c) 1-Cy3 SA（1: 4 µM, SA: 4 µM）を修飾した細胞（緑：1または 1’、赤：Cy3 SA）、(d) CD-

1’ （4 µM）を修飾した細胞、(e) 1’-SA（1’: 4 µM, SA: 4 µM）を修飾した細胞（スケールバ
ー: 20 µm） 
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4. 3. 5 mCherry-eDHFR発現細胞膜内葉上でのレセプター/リガンド認識 

4. 3. 4と同様の条件で 1’および 1’’を SAと複合体化させた状態でmCherry-eDHFR を発

現したCHO細胞に添加した。Figure 4-8(a)は、1’-SAを細胞に修飾した結果であり、mCherry-

eDHFR を発現した細胞膜上から 1’由来の緑色蛍光がドット状で確認された。しかし、細胞

質内に存在する eDHFR が膜内葉上に局在することはなかった。この原因として、1’の膜貫

通ドメインの長さが十分でなく、TMP が膜内葉上に提示されていないことを考えた。そこ

で、1’より 6EG1つ分長い 1’’を 4 µMで修飾した細胞を用意し観察した（Figure 4-8(b)）。し

かし、結果は Figure 4-8(a)と同様に細胞上からペプチド由来の蛍光が確認できるものの、

eDHFRの局在が変化することはなかった。 

 

 
 

Figure 4-8. (a) 1’-SA（1’: 4 µM, SA: 4 µM）を修飾した細胞、(b) 1’’-SA（1’’: 4 µM, SA: 4 µM）
を修飾した細胞（緑：1’または 1’’、赤：mCherry-eDHFR）スケールバー：20 µm  
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以上より、新規 TMを用いて eDHFRの細胞内局在を変化させるには至らなかった。その

ため、TMPが膜内葉上に提示されていないことが考えられる。その原因として（1）細胞膜

表面を覆う糖鎖層の立体障害、（2）TMの凝集および（3）TMPの膜内葉への埋没の三点が

考えられる。 

（1）の場合、細胞膜表面を覆う厚い糖鎖層の立体障害により TM の膜貫通状態が達成さ

れず、TMPが膜内葉上に提示されていないと考えられる（Figure 4-8(a)）。糖鎖の厚みは、

50～300 nm程度であり、細胞種によって大きく異なる 10。CHO細胞は糖鎖が厚い上皮細胞

であるため、厚い糖鎖が SAと TMの複合体の膜への挿入を妨げている可能性がある。その

ため、対策として糖鎖層以上の膜貫通部をもつ TMを用いることが考えられる。Devarajら

は、snap-tag11,12に対して特異的な反応基質となる benzylguanine（BG）を脂質に修飾した

分子を用いた局在制御の研究において報告している 13。彼らは、BG と脂質間のスペーサー

がなしまたはエチレングリコールの繰り返しが 7 の場合 snap-tag による認識が起こらず、

その繰り返しが 17および 45の場合、認識が起こることを明らかにした。このような小分子

とタンパク質の認識に適切な長さのスペーサーが必要であることは、K562 細胞上でのビオ

チンと SAの認識についても同様であることを二章の研究から見出している。K562細胞は、

糖鎖の厚みが約 40 nmと報告されている 14。そのため、膜貫通部の長い TMを合成するとい

う対策の他に、糖鎖の薄い K562細胞や糖タンパク質の糖鎖が欠損した CHO細胞株 15を使

用しての実験が有効と考えられる。 

（2）の場合、TMと SAの複合体が凝集し膜貫通状態が達成されず、TMP が膜内葉上に

提示されていないことが考えられる（Figure 4-8(b)）。また、凝集の結果 TMの実行濃度が低

下し eDHFRの局在変化が確認されないことも考えられる。TMの凝集は、Figure 4-7の顕

微鏡画像から確認されており、この凝集が TMPの疎水性に由来するものと疑われる（Figure 

4-6）。SAと複合体化しても TMを介した凝集が確認されるため、複数の TMが SAに結合

していることが疑われる。そのため、対策として大過剰の SAに TMを添加して複合体化す

ることが考えられる。また、TMP近傍に正荷電を導入することで凝集を抑制するという方法

も考えられる。 

（3）の場合 TMPの埋没原因も、その疎水性が考えられる（Figure 4-8(c)）。今回、Tsukiji

らが報告している分子 6を参考に新規 TMを設計した。しかし、彼らの分子とは膜内葉への

分子の提示のされ方が根本的に異なるため、同様の結果が得られなかったと推察される。そ

のため、（2）と同様に正荷電を TMP近傍に導入することが有効と考えられる。 
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Figure 4-9. mCherry-eDHFRの局在変化が起こらなかった原因 
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4. 4 結語 
本研究では、これまで用いてきた Fmoc固相合成法と銅を触媒として使用するクリック反

応の組み合わせにより、TM の効率的な合成を達成した。また、その分子がこれまでの TM

と同様の挙動を細胞上で示すことを明らかにした。そして、同様の合成法によって細胞膜内

葉上に分子を提示可能な新規 TMの合成に成功した。膜内葉上に提示する分子としては、こ

れまでに eDHFRの細胞内局在を変化させた実績のある TMPを採用し、Figure 4-2のよう

な戦略で膜貫通状態で TMPの膜内葉上への提示を試みた。しかし、新規 TMが細胞質に存

在する eDHFRを膜内葉上に局在させることはなかった。その原因として、（1）TMの膜貫

通状態での膜修飾が達成されていない、もしくは（2）膜貫通状態が達成されているものの、

TMP が膜内葉に埋もれてしまっていることが疑われた。そのため、今後の検証として（1）

に対しては、膜貫通部の長さを更に長くした TMの使用、糖鎖の薄い K562細胞や糖鎖欠損

CHO 細胞株 15を使用しての実験が必要と考えられる。また、TM の凝集を抑制するために

大過剰の SA に TM を添加して複合体化することや、TMP 近傍に正荷電を導入することが

有効と考えられる。TMP 近傍への正荷電の導入は、（2）に対しても有効と考えられる。ま

た、モデルを TMP と eDHFRの系から GpYLPQTV-NH2と STAT3 の系 5や BGと snap-

tagの系 13に変更することも有用と考えられる。 
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第五章 
 

結論 
 

本論文では、疎水性相互作用に基づいた細胞膜修飾によって細胞を機能化する分子の開発

を目指した。二章では、細胞膜上に提示する分子の寿命を延ばすことを目的に、安定した修

飾を実現するペプチド型膜アンカーの開発に取り組んだ。また、ペプチド型膜アンカーにリ

ガンドを修飾した分子を用いて、細胞膜上へのタンパク質の提示を行った。三章および四章

では、膜貫通タンパク質の機能の模倣を指向した膜貫通分子（TM）の開発を行った。三章で

は、膜電位を感受性するペプチド型膜アンカーおよび TMの合成、機能評価を行った。そし

て四章では、細胞膜内葉上に分子を提示可能な新規 TMの効率的な合成およびその機能評価

に取り組んだ。 
 
細胞膜表面への安定な分子提示を可能にするペプチド型膜アンカーの開発 
本研究では、多くの利点を有するものの修飾される分子の寿命の短さが応用へのボトルネ

ックとなっていた、疎水性相互作用に基づいた細胞の機能化の課題克服を目的として、細胞

膜膜への安定な分子提示を可能にするペプチド型膜アンカーの開発を行った。ペプチド型膜

アンカーは、その配列上に複数の疎水基を導入できるため、脂質型の膜修飾分子以上の安定

性が見込まれた。また、ポリマー型の膜修飾分子と比較して設計および配列の制御がしやす

いため、膜上での挙動の検討や最適化が容易であると考えられた。しかし私の知る限りでは、

提示される分子の寿命を延ばすことを目的としてペプチド型膜アンカーを合理的に設計し評

価した報告はこれまでになかった。そこで本研究では、細胞膜外葉に分子を提示できる一連

のペプチド型膜アンカーの合理的なデザインおよびその機能についての評価を行った。また、

ペプチド型膜アンカーを発展させてリガンドとしてビオチンを細胞膜上に安定して提示でき

るペプチドを合成し、その相補的タンパク質である SAによる認識を細胞膜上で評価した。 

 ペプチド型膜アンカーの開発では、ペプチドに導入する疎水基の種類や数、導入位置を詳

細に検討した。その結果、XX2と名付けたペプチドが最も優れた性能を示すことがわかった。

これは、脂質を基体とした細胞膜アンカーと比較しても高効率な細胞表面修飾を達成してい

た。また、XX2は細胞表面と細胞膜がエンドサイトーシスに取り込まれた結果、行き着く先

であるリソソームに選択的に局在し、さらに、細胞内に取り込まれた XX2においてもリサイ

クリングエンドソームによって細胞膜へ再分配されることがわかった。そこで、開発したペ

プチド型膜アンカーを利用して、実際に細胞表面に分子を提示し、提示した分子が細胞表面

でタンパク質から正しく認識されるか検討した。ここでは、ペプチド型膜アンカーからスペ
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ーサーであるオリゴエチレングリコール鎖を介してビオチンを提示した。細胞懸濁液中にお

いてビオチンと SAの認識を調査した結果、スペーサーが最も長い、伸び切り鎖長で 8.1 nm

のときに最も優れた効率で、ビオチンと SAの認識が起こることがわかった。以上より、XX2

がペプチド型膜アンカーとして細胞の投与を指向した細胞膜修飾分子として有望であること

が示された。 

 
膜貫通タンパク質の機能模倣を目指した膜貫通分子の開発 
本研究では、疎水性相互作用に基づいた膜修飾によって膜貫通状態での膜修飾を達成する

ための膜修飾分子およびその膜修飾法の開発を目的とした。本研究で方向を制御して膜を貫

通した状態でTMを膜に修飾する戦略として、膜電位により膜透過する分子の利用を考えた。

そこで本戦略で使用する TMは、リガンド結合部、膜貫通部に膜透過部を修飾した構造とし

た。膜透過部は、既報の膜電位感受性の膜透過分子から着想を得て、疎水性のペプチド型膜

アンカーにカチオン性の Arg を導入したペプチド型膜アンカーとした。膜透過部を有する

TM を細胞に添加すると、膜透過部が疎水性相互作用により膜に修飾され、膜電位により生

じるクーロン力を利用して細胞膜を透過する。そして、膜透過部が膜内葉に達することで、

TMの方向を制御した膜貫通状態での膜修飾が達成される戦略である。 

 合成したペプチド型膜アンカーの評価では、アルギニンおよび疎水基として LCA を導入

した peptide 1 が細胞膜を透過する特性を有することがわかった。また、1 は、膜透過し細

胞内に移行した後、リソソームにいくらか局在する以外に、大部分がミトコンドリアに集積

することが示された。この結果から 1は、膜電位によって膜透過していることが示唆された。

そこで、膜電位を阻害し 1を細胞に添加した結果、1は細胞膜上に局在し膜を透過しなかっ

た。また、人工膜を用いた評価においても 1存在下では膜透過ペプチド特異的なシグナルが

観測された。以上の結果から 1は、膜電位によって直接膜を透過することが示された。そこ

で、1にスペーサーであるオリゴエチレングリコールを介してビオチンを修飾した TM 3を

合成した。細胞に 3を添加した結果、本分子が膜透過することがわかった。しかし、3添加

後に SA を添加すると、ビオチンと SA の認識が膜表面で起こり、膜透過が抑制された。以

上の挙動から、3はそれ自体では膜を完全に透過し細胞質へ移行してしまうが、SAの存在に

より完全な膜透過が抑制され、膜上で膜透過部のみが膜を透過した膜貫通状態で膜上に存在

することが期待される結果を得た。 

 
内葉上に分子提示する膜貫通分子のクリック反応による合成とその機能評価 
本研究では、既報 TM の知見を活かして細胞膜の内外に分子を提示する TMを合成し、細

胞膜上での膜貫通状態の達成を証明することを目的とした。細胞膜内葉上に分子を提示する

新規 TMは、複雑な分子構造から従来の固相合成法だけでは合成が厳しいと予想された。そ
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こで、TM の合成戦略として固相合成法とクリック反応を組み合わせることにした。また、

目的とした TMは類似研究がないため、膜内葉上にどのような分子を提示可能か予想できな

かった。そこで、これまでに膜内葉上に分子を提示する研究を参考に、eDHFR の細胞内局

在を変化させた実績のある TMPを膜内葉上に提示するリガンドとして採用した。この TMP

を膜透過ドメインに修飾した新規TMを固相合成法およびクリック反応の組み合わせにより

合成した。その後、三章で確立した修飾方法によって細胞膜に導入し、膜内葉上に TMP が

提示されるかどうかを eDHFRの局在を観察することで評価した。 

固相合成法とクリック反応の組み合わせにより、TMPを修飾したTMの合成に成功した。

また、その分子が既報の TM と同様の挙動を細胞上で示すことを明らかにした。しかし、

eDHFR発現細胞に新規 TMを添加しても細胞質に存在する eDHFRの局在は変化しなかっ

た。また、膜貫通ドメインの長さを長くした TMを添加した場合も、同様に局在の変化は確

認されなかった。その原因として、（1）TM の膜貫通状態での膜修飾が達成されていない、

もしくは（2）膜貫通状態が達成されているものの、TMPが膜内葉に埋もれてしまっている

ことが疑われた。そのため、今後の検証として（1）に対しては、膜貫通部の長さを更に長く

した TMの使用、糖鎖の薄い K562細胞や糖鎖欠損 CHO細胞株を使用しての実験が必要と

考えられる。また、TMの凝集を抑制するために大過剰の SAに TMを添加して複合体化す

ることや、TMP近傍に正荷電を導入することが有効と考えられる。TMP近傍への正荷電の

導入は、（2）に対しても有効と考えられる。また、モデルを TMP と eDHFR の系から

GpYLPQTV-NH2と STAT3 の系や BG と snap-tag の系に変更することも有用と考えられ

る。 

 

以上より本論文において、疎水性相互作用に基づいた細胞膜修飾によって、細胞を機能化

する分子として、ペプチド型膜アンカーの開発および膜貫通分子の合成に成功した。ペプチ

ド型膜アンカーの今後の展望として、リガンドを Eセレクチンホーミングペプチドにするこ

とで炎症部位特異的に機能性細胞を送達することができると期待される。実際、応用研究に

おいて明るい結果も出ているため、今後の発展に期待したい。膜貫通分子の今後の展望とし

て、まずは膜貫通状態が達成されていることの証明が必要と考えられる。そのためには、上

述したような細胞を変更しての実験や分子の最適化等が望まれる。分子の最適化には、私が

確立した固相合成法とクリック反応の組み合わせが効力を発揮すると考えている。また、脂

質人工二重膜に分子を導入することで、細胞と比較してよりシンプルに評価できる系を構築

することも有望な戦略と思う。膜貫通状態の証明が達成された際には、膜貫通タンパク質の

機能の模倣など、疎水性相互作用に基づいた細胞膜修飾による細胞の機能化の可能性を広げ

る戦略になると感じるため、その達成を後輩に期待したい。 
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