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研究成果の概要（和文）：細胞標的性のドラッグデリバリーシステム（DDS）の設計として、エンドサイトーシス経路
を制御した細胞内導入を達成するペプチドの開発を行なった。そのために、細胞膜に存在するガングリオシド（GM3お
よびGM1）に結合するペプチドをファージライブラリー法で探索して、細胞認識素子として用いた。それらペプチド提
示リポソームおよびペプチド修飾タンパク質を作製して、細胞内導入機構や細胞内局在などの評価を行なった。その結
果、ペプチド特異的な細胞内導入が達成され、ラフト／カベオラ介在型のエンドサイトーシスにより細胞内に取り込ま
れることが明らかとなった。これにより新たなDDSの素材の開発を行なった。
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞膜に存在しているスフィンゴ糖脂質
は、毒素やウイルスなどの受容体として感
染症等の疾病に関与していることが知られ
ている。本研究者は、糖鎖と抗体、毒素、
レクチン、ウイルスおよび細胞との相互作
用 に 関 す る 研 究 を 行 っ て き た
（BBA(1996),(1998)など）。また、糖鎖認識
デバイスの開発を目指して、ファージ提示
ペプチドライブラリーを用いて糖脂質（特
にガングリオシド GM3 および GM1）に結合
するペプチドの探索を行なってきた（TIGG 
(2007)）。得られたガングリオシド結合性ペ
プチドは、糖脂質のクラスター（Langmuir 
(2007)）や老齢マウスのシナプトゾーム
（BBA(2008)）への高い親和性を有していた。
さらに、コレラ毒素と受容体分子 GM1 との
結合を阻害し（FEBS Lett.(1999)）、インフ
ルエンザウイルスの感染を阻害する
（J.Med.Chem.(2009)）などの優れた機能を
有していた。このようなガングリオシド結
合性ペプチドの探索を世界に先駆けて成功
し、新規な機能を明らかにしてきた。とこ
ろが、ごく最近、GM3 結合性ペプチドを修
飾したアビジンービオチン複合体と細胞と
の相互作用を観察したところ、ラフト／カ
ベオラ介在型のエンドサイトーシスにより
高効率に取り込まれることを見いだした。
膜透過性ペプチドとして知られている HIV
由来 TAT ペプチドやポリアルギニンとは取
り込み機構が異なっていた。カベオラを介
した経路で取り込まれるウイルスとしては
Simian Virus (SV40)が知られている。しか
しながら、糖鎖認識性を有するラフト／カ
ベオラ介在型の DDS はこれまでに確立され
ていない。そこで、ガングリオシド結合性
ペプチドをラフト／カベオラの認識デバイ
スとして利用することで、タンパク質や核
酸などのバイオ医薬品に対する新規な DDS
の開発を着想した。 
 
２．研究の目的 
  
 細胞標的性のインテリジェントなドラッ
グデリバリーシステム（DDS）の設計にお
いては、細胞内への取り込み機構と細胞内
輸送経路の解析が不可欠である。細胞内へ
の取り込み経路として、ラフト／カベオラ
介在、マクロピノサイトーシス、およびク
ラスリン介在が知られている。本研究では、
ラフト／カベオラ依存型エンドサイトーシ

スによる細胞内導入を目指した DDS の開
発を行う。そのために、ラフト／カベオラ
に存在するガングリオシド（GM3 や GM1
など）に結合するペプチドを細胞認識デバ
イスとして用いる。ペプチドの認識を利用
したリポソームあるいはタンパク質などの
細胞内導入機構、細胞内導入後の輸送経路
や局在の解析、タンパク質やオリゴ核酸の
活性評価を行う。ラフト／カベオラ介在型
の DDS の特徴と意義について検討するこ
とで、本研究で開発するペプチドの特徴を
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
１）ガングリオシド結合性ペプチドの探索 
 ファージディスプレイ法の概要は図１
に示した。シアル酸を有するスフィンゴ糖
脂質（ガングリオシド）を含んだ気−液界
面単分子膜を作製し、疎水性の基板に１層
累積する。１５残基のペプチドライブラリ
ーを含んだファージを用いて、ガングリオ
シド結合性のペプチド配列を探索する。
GM1 および GM3 などのガングリオシドに結
合するペプチド配列を同定した。 
 

 
２）ペプチドを結合したバイオコンジュゲ
ートの設計 
 ペプチドを結合したバイオコンジュゲー
トを作製した。 
 ビオチン化ペプチドとしては、ガングリ
オシド結合性ペプチド配列の末端にビオチ
ン化リジンを延長した配列を自動合成機で
作製した。蛍光標識アビジンと混合するこ
とでアビジンービオチン複合体（ABC 複合
体）を作製した。 
 ペプチド提示リポソームの作製において
は、シアル酸含有オリゴ糖鎖に結合するペ
プチドとして、GM3 および GM1 結合性ペプ
チドを用いた 。ペプチド末端にアルキル基
を導入することで、リポソームへの提示を
行なった。薄膜水和法と押し出し法を用い

図１   ファージライブラリー法の概要   



て卵黄ホスファチジルコリン (EggPC) お
よびコレステロール (Chol) から成るリポ
ソームを作製し、EggPC に対して 3.85 mol%
のステアリル化ペプチド (C18-c01) を加
えることで、ペプチド提示リポソームを作
製した。蛍光標識された脂質を、EggPC に
対して 0.20 mol%加えてリポソームを標識
した。 
 ペプチド融合 GFP は GFP 発現ベクターに
ペプチド配列を導入し、大腸菌で発現させ
ることによって調製した。ペプチドは GM3
結合性 c01 ペプチドおよびコントールとし
て既知の細胞膜透過性ペプチドである TAT
ペプチドを用いた。 

 

３）ペプチドの糖鎖認識性の定量的評価  
ペプチド提示リポソームのガングリオ

シドに対する認識は表面プラズモン共鳴 
(SPR) 法を用いて評価した。ペプチドと糖
脂質単分子膜との相互作用を定量的に評
して、ペプチドと糖鎖との結合特異性およ
び親和性について検討した。 
 
４）ペプチドと細胞との相互作用の解析 

 ペプチドを担持したABC複合体あるいは
ペプチド提示リポソームと細胞との相互
作用をフローサイトメーター(FCM)および
共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）により解析
した。細胞としては、GM3 を発現する B16
メラノーマ細胞およびGM3と GM1を高発現
する COS7 細胞などを用いた。細胞内への
取り込み経路（ラフト／カベオラ、マクロ
ピノサイトーシス、クラスリン）を各種阻
害剤（MbCD、フィリピン、サイトカラシン
D、クロルプロマジンなど）を用いて解析
した。カベオラやクラスリンへの局在は、
抗カベオリン抗体やトランスフェリンと
の共局在により観察した。細胞内輸送経路
についても阻害剤（バフィロマイシンやノ
コダゾールなど）を用いて解析した。ゴル
ジや小胞体への移行は、各オルガネラ標識
プローブとの共局在により観察した。TAT
ペプチドなどをコントロールとして細胞
内輸送経路の比較解析を行ない、ガングリ
オシド結合性ペプチドの細胞内動態の解
明を行なった。 
 ペプチド融合GFPとHeLa細胞との相互作
用も同様に共焦点レーザー顕微鏡またはフ
ローサイトメーターを用いて検討した。さ
らにガングリオシド結合性ペプチドの糖鎖
特異性はシアル酸を共投与することにより

評価した。また細胞内移行メカニズムはエ
ンドサイトーシス阻害剤を使用することに
より評価した。  
 
４．研究成果 
 
１）ペプチド融合タンパク質の細胞内への
デリバリー 
 GM3 結合性 c01 ペプチドを有する ABC 複
合体と HeLa 細胞との相互作用をフローサ
イトメトリー法により定量的に評価した。
その結果、細胞と相互作用する複合体の量
は時間依存的に増加した。投与後 90 分で
c01 ペプチド複合体と TAT 複合体を比較す
ると、TAT 複合体の方が細胞と相互作用し
ている複合体の量は多かったが、細胞内に
取り込まれている複合体の量はほぼ同程度
であった。さらに c01 複合体では相互作用
した複合体の 90%が取り込まれたのに対し
て、TAT 複合体では 32%しか取り込まれてい
なかった。つまり、c01 複合体の方が効率
よく細胞内取り込まれていた。次に糖鎖認
識の関与を知るためにシアル酸を共投与し
た。フローサイトメトリーでの測定により、
c01 複合体は取り込みが 55%阻害されたの
に対して、TAT 複合体では 16%しか阻害され
なかった。また共焦点レーザー顕微鏡の結
果からも、シアル酸存在下での c01 ペプチ
ドの取り込みの減少が観察された。これよ
り、c01 ペプチドは細胞表面のシアル酸含
有糖鎖特異的に細胞と相互作用しているこ
とが示唆された。 
 次に、エンドサイトーシス阻害剤を用い
て、ペプチド複合体の細胞内移行メカニズ
ムを調べた。結果、c01 複合体はカベオラ
介在性エンドサイトーシス阻害剤である M
βCD で取り込みが大幅に減少した。一方、
TAT 複合体は MβCD やマクロピノサイトー
シス阻害剤であるサイトカラシン Dで取り
込みが減少した。このことより、c01 複合
体はカベオラ介在性エンドサイトーシスで
取り込まれるのに対して、TAT 複合体はカ
ベオラ介在性エンドサイトーシスやマクロ
ピノサイトーシス経路の複数の経路で細胞
内に取り込まれることが示唆された。一方、
クラスリン介在性エンドサイトーシスは取
り込みに関与していないことが示唆された。
さらに、カベオラの主要要素であるカベオ
リン-1 とペプチド複合体の共局在を共焦
点レーザー顕微鏡で観察した。結果、c01
複合体のほとんどがカベオリン-1 と共局
在していたのに対して、TAT 複合体は一部



しか共局在していなかった。このことは、
c01 複合体は主にカベオラ介在性エンドサ
イトーシスでのみ取り込まれ、TAT 複合体
は複数の経路で取り込まれるというエンド
サイトーシス阻害実験の結果と良い相関が
見られた。 
 
２）ペプチド融合タンパク質の細胞内への
デリバリー 
 GM3 結合性 c01 ペプチドを融合した GFP
と HeLa 細胞との相互作用を共焦点レーザ
ー顕微鏡とフローサイトメーターを用いて
検討した。シアル酸を共投与した結果、c01
融合 GFP の取り込みは 75%阻害されたのび
対して、TAT 融合 GFP は 21%しか阻害されな
かった。このことより、c01 融合 GFP はシ
アル酸含有糖鎖特異的に細胞と相互作用し
ていることが示唆された。また、エンドサ
イトーシス阻害剤を用いた実験では、ペプ
チド複合体を用いた実験の結果と同様に、
c01 融合 GFP はカベオラ介在性エンドサイ
トーシスで取り込まれ、TAT 融合 GFP は複
数の経路で取り込まれることを示唆するも
のであった（図２）。さらにリソソーム標識
試薬であるライソトラッカーとペプチド融
合 GFP の共局在を観察した結果、c01 融合
GFP では共局在は観察されなかったが、TAT
融合 GFP では共局在が観察された。 
 
3 

３）GM3 結合性 c01 ペプチド提示リポソー
ムの糖鎖認識性と細胞内へのデリバリー 
ペプチド提示リポソームと糖脂質単分子

膜との相互作用は表面プラズモン共鳴法に
より定量した。c01 ペプチドの提示により、
リポソームの GM3 単分子膜への結合量は増
加した。リポソーム (EggPC/Chol = 100：
50) の GM3 単分子膜への結合は、ほとんど
観察されなかったのに対し、c01 ペプチド
提示リポソーム (EggPC/Chol/C18-c01 = 
100：50：3.85) では、 [EggPC] = 75 μM
の時に約 5,000～7,000 RU の結合量が観察

された。一方、Chol を含んでいない c01 ペ
プチド提示リポソームおよび EggPC と等モ
ルのCholを含んだc01ペプチド提示リポソ
ームでは結合が観察されず、適度なコレス
テロールの存在がペプチドの糖鎖認識に必
要であることが示された  。 
 さらに、c01 ペプチド提示リポソーム 
(EggPC/Chol/C18-c01 = 100：50：3.85) と
細胞との相互作用を CLSM により観察した。
短時間では形質膜表面に強い蛍光が観察さ
れ、投与 1時間後から細胞内への取り込み
が見られ、2 時間以降では細胞内での強い
蛍光が観察された。また、c01 ペプチド提
示リポソームを 4 ℃で B16 細胞と相互作用
させた際には、細胞内での蛍光が観察され
なくなったことから、細胞内への取り込み
にエンドサイトーシスが寄与していること
が示された。 
 c01 ペプチド提示リポソームは、そのペ
プチド配列依存的に効率良く細胞内に取り
込まれた。また、エンドサイトーシス阻害
実験により、カベオラ介在性エンドサイト
ーシスとマクロピノサイトーシスの両方が
細胞内への取り込みに寄与していることが
示唆された。 
 
４）GM1 結合性 p3 ペプチドを用いた細胞と
の相互作用 
 ビオチン化した p3 ペプチドと蛍光標識
したアビジンとの ABC 複合体を作製した。
GM1 を発現している COS7 細胞、HeLa
細胞、MDCK 細胞、GM1 を発現していな
いB16細胞に投与した。また、COS7細胞
およびB16細胞を用いて、p3ペプチドABC
複合体の配列特異性、濃度依存性、時間依
存性を CLSM および FCM を用いて検討
した。4 種の細胞に p3 ペプチド複合体を
投与し CLSM で観察したところ、B16 細
胞以外は細胞内へ多く取り込まれることが
わかった。そこで、取り込み量が多かった
COS7 細胞との相互作用の検討を行った。 
 COS7 細胞において、p3 ペプチドの配
列依存性を FCM で測定した結果、コント
ロールの糖鎖結合性を有していないペプチ
ド複合体と比較して p3 ペプチド複合体の
結合量に有意差が見られた。次に、複数の
濃度での p3 ペプチド複合体を投与したと
ころ、ペプチド複合体濃度依存的な細胞と
の相互作用が見られた。さらに、p3 ペプ
チド複合体と細胞との相互作用時間を検討
したところ、相互作用時間が短いと主に細
胞表面に結合しており、相互時間が長くな

図 2 ペプチド修飾 GFP の細胞内への取り
込み機構 



るに伴い細胞内へ取り込まれていた。以上
の様に、COS7 細胞と B16 細胞の p3 ペプ
チド複合体の相互作用の比較では、配列依
存性、濃度依存性、時間依存性の検討の結
果すべてにおいて、COS7 細胞の方が p3
ペプチド複合体と相互作用していた。さら
に、取り込み経路を CLSM で観察した結
果、COS7 細胞においては主にカベオラ/
ラフト介在エンドサイトーシスで取り込ま
れ、リソソームへの移行は少なかった 
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