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1. 序 
ペプチドフォルダマーとはヘリックス構造など特定の⼆次構造を形成するオリゴペプチドの

総称で、ペプチドの⼆次構造は標的タンパクへの結合親和性や細胞内移⾏性、プロテアーゼ耐性
など種々の性質に影響する 1。HIV-1 の転写制御タンパクに由来する TAT ペプチドやアルギニ
ン残基が連続したオリゴアルギニンペプチドは細胞膜を透過する性質を有することから膜透過
性ペプチドと呼ばれるが、この膜透過性ペプチドの分⼦設計においても化学修飾による⼆次構
造の制御が盛んに試みられている 2。例えば、⼭下・出⽔らはオリゴアルギニンペプチドにa,a-
ジ置換アミノ酸を導⼊したペプチドが安定なヘリックス構造を形成し、ランダムコイル型のペ
プチドに⽐べて⾼い細胞内取り込み量を⽰すことを報告している 3。 

膜透過性ペプチドは、近年注⽬を集めている抗体や核酸といった細胞膜透過性の低い⾼分⼦
医薬品のデリバリーツールとして期待されており、例えば、アンチセンス核酸*1 の⼀種であるモ
ルフォリノ核酸*2（PMO）においては膜透過性ペプチドとのコンジュゲート化合物（peptide-
conjugated PMO, PPMO*3）の開発がこれまで精⼒的に進められてきた。2004 年に Moulton ら
がノナアルギニン（R9）ペプチドを結合させた PPMO が未修飾の PMO に⽐べて⾼い細胞内取
り込み量とアンチセンス活性を⽰すことを報告して以来、複数の研究グループがペプチド構造
の最適化により更なる活性の向上を達成している 4。しかしながら、この PPMO の開発におい
て⼆次構造を制御したペプチドフォルダマーが活⽤された例はほとんど報告されておらず、ペ
プチドの⼆次構造が PPMO の細胞内動態やアンチセンス活性に与える影響については良く知ら
れていない。そこで私は、⾼活性の新規アンチセンス核酸医薬品の開発を⽬指して、a,a-ジ置換
アミノ酸を導⼊したヘリックス型膜透過性ペプチドと対応する PPMO を合成し、その機能評価
を⾏なった（Figure 1）。 

  
Figure 1. ヘリックス型膜透過性ペプチドの設計と PPMO への適⽤ 

 
2. 実験⽅法 
ペプチドの合成: Biotage Syro I 合成機を⽤いてペプチド固相合成法によりペプチドを合成した。
樹脂はNovaPEG Rink Amide resin、縮合剤は HBTU-HOBt、塩基はDIPEA、脱保護試薬はピ
ペリジンを使⽤し、Fmoc法によりペプチド鎖を伸⻑した。伸⻑したオリゴペプチドのN末端の
アミノ基は無⽔酢酸を⽤いてアセチル化した。固相担体からの切り出し、脱保護により得られた
粗ペプチドを逆相 HPLC により精製した。得られたペプチドの純度測定および質量分析は
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HPLC、LC-MSを⽤いて⾏なった。 
ペプチド−核酸コンジュゲートの合成: 5ʼ末端にアルキン基が修飾された PMO（5ʼ-CCT CTT 
ACC TCA GTT ACA-3ʼ）をGene Tools 社より購⼊した。PMO およびペプチドを⽔-DMSO溶
媒に溶解し、硫酸銅(II)、アスコルビン酸ナトリウム、TBTA を添加して銅触媒下アジド−アル
キン環化付加反応によりコンジュゲート体を合成した。反応液を陽イオン交換クロマトグラフ
ィーで精製し、濃縮、脱塩後に⾼純度の PPMO を得た。得られた PPMO の純度測定および質
量分析は LC-MSを⽤いて⾏なった。 
CDスペクトル分析: 円⼆⾊性（Circular Dichroism, CD）スペクトルの測定により、ペプチドの
⼆次構造を分析した。ペプチドを 20 mM リン酸塩緩衝液（pH 7.4）に 100 µM の濃度で溶かし、
JASCO CD spectrometerを⽤いて 37℃で CDスペクトルを測定した。 
アンチセンス活性の評価: ノースカロライナ⼤学より購⼊した HeLa pLuc705細胞を 10% FBS、
200 U/mLペニシリン、200 µg/mLストレプトマイシン、100 µg/mLハイグロマイシンを含む
DMEM培地中で 37℃、5% CO2条件下で培養した。培養した細胞を 30,000 cells/well の密度で
48 ウェルプレートに播種し、24時間後に培地を取り除いて PPMO を含む OptiMEM培地を添
加した。37℃、5% CO2条件下で 24時間インキュベーションした後に、Glo Lysis Bufferを⽤い
て細胞溶解液を調製し、遠⼼後に上澄み液と luciferase assay reagent を混合させルミノメーター
で発光強度を測定した。試料中のタンパク量を BCA法により定量し、発光強度をタンパク量で
補正することによりアンチセンス活性を算出した。 
細胞内取り込み量の評価: HeLa pLuc705細胞を 100,000 cells/well の密度で 24ウェルプレート
に播種し、24時間後に培地を取り除いて PPMO を含むOptiMEM培地を添加した。37℃、5% 
CO2条件下で 2-24時間インキュベーションした後に、培地を取り除き、20 U/mLヘパリンを含
むリン酸塩緩衝液で細胞表⾯を洗浄し、トリプシンを⽤いて細胞を剥離した。得られた細胞懸濁
液をフローサイトメーターに注⼊し、細胞内の蛍光強度を測定した。 
共焦点レーザー顕微鏡観察: HeLa pLuc705細胞を 20,000 cells/well の密度でガラスボトムディ
ッシュに播種し、24時間後に培地を取り除いて PPMO を含むOptiMEM培地を添加した。37℃、
5% CO2条件下で 6 時間インキュベーションした後に、培地を取り除き、Hoechst 33342 および
LysoTracker Red を含むOptiMEM培地を添加して核およびエンドソーム・ライソゾームを染⾊
した。得られた細胞を共焦点レーザー顕微鏡Nikon A1 を⽤いて観察した。 
 
3. 研究結果 
1) 膜透過性ペプチドフォルダマーの⼆次構造解析、および、PPMO のアンチセンス活性評価 

R9 ペプチド 2a に種々のa,a-ジ置換アミノ酸（X1‒X4）を 4 残基導⼊したペプチド 3a‒6a を合
成し、CDスペクトル測定により⼆次構造を解析した（Figure 2）。R9 ペプチド 2a がランダムコ
イル構造に特徴的な 196 nm付近の負の極⼤を⽰すのに対し、X1=Aibを有する 3a は 203 nmお
よび 225 nm付近に負の極⼤を⽰し、期待した通りa-ヘリックス構造に特徴的な CDスペクトル
を⽰した。さらに、環状a,a-ジ置換アミノ酸 Ac4c、Ac5c、Ac6c を有する 4a‒6a は、208 nmおよ
び 223 nm 付近に 3a より⼤きな負の極⼤を⽰した。このことから、4a‒6a はより安定なヘリッ
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クス構造を形成しているものと考えられる。 

 
Figure 2. R9 ペプチド 2a およびa,a-ジ置換アミノ酸を導⼊したペプチド 3a‒6a の CD スペクトル (Takada, 

H. et al., Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 

 
次に、これらのペプチドと PMO のコンジュゲート化合物 PPMO 2‒6のアンチセンス活性を

HeLa pLuc705細胞を⽤いて評価した。HeLa pLuc705細胞はルシフェラーゼ遺伝⼦をコードす
るプラスミドベクターが導⼊されているが、ルシフェラーゼ遺伝⼦中に変異配列が挿⼊されて
いるために異常なスプライシングが誘発され、正常なルシフェラーゼタンパクの発現が阻害さ
れている 5（Figure 3）。この変異配列に相補的なアンチセンス核酸を作⽤させると、スプライシ
ングが正常化されルシフェラーゼタンパクの発現が回復する。そこで、PPMO 2‒6 を HeLa 
pLuc705 細胞に添加し、正常に発現したルシフェラーゼによる発光強度を測定することで
PPMO のアンチセンス活性を評価した（Figure 4）。Moulton らの報告通り、未修飾の PMO 1
がほとんど活性を⽰さないのに対し、R9 コンジュゲート 2 は濃度依存的に⾼いアンチセンス活
性を⽰した。さらに、ヘリックス型ペプチド 3a‒6a を有する PPMO 3‒6は、R9 コンジュゲート
2 よりも⾼いアンチセンス活性を⽰した。中でも、環状a,a-ジ置換アミノ酸 Ac5c を導⼊した
PPMO 5が最も⾼いアンチセンス活性を有することが分かった。 

 
Figure 3. HeLa pLuc705 細胞を⽤いたアンチセンス活性評価の模式図 
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Figure 4. R9 ペプチドおよびヘリックス型ペプチドから成る PPMO 2‒6 のアンチセンス活性 (Takada, H. 

et al., Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 
 
2) ペプチドの⼆次構造と細胞内取り込み量およびアンチセンス活性の相関関係 

ヘリックス型ペプチド 3a‒6a はa,a-ジ置換アミノ酸の導⼊により R9 ペプチド 2a と⽐べて疎
⽔性が向上していることから、PPMO 3‒6 で⾒られた活性の向上はヘリックス構造の安定化に
よるものではなく疎⽔性の向上に起因している可能性が考えられる。従って、ペプチドの⼆次構
造とアンチセンス活性の相関を精査するには、疎⽔性を維持しながら異なるヘリシティを有す
るペプチドを⽤いて⽐較する必要がある。 

ペプチド 5a は右巻きのヘリックス構造を形成しているが、これは 5a が右巻きの指向性を有
する L体アルギニンと、アキラルなa,a-ジ置換アミノ酸によって構成されているためである。従
って、L 体アルギニンを D 体アルギニンに置換すると左巻きヘリックスの形成が誘導され、ま
た、L体および D体アルギニンを混合させた場合は右巻き指向性と左巻き指向性が打ち消し合う
ことによりヘリックス構造が不安定化すると予想される。そこで、同じ元素組成を有しながら異
なるヘリシティを有するペプチドとして、5a の L体アルギニン残基の⼀部あるいは全てを D体
アルギニンに置換した 7a および 8a を合成した（Figure 5）。また、細胞内取り込み量を評価す
るためにこれらの N 末端を蛍光⾊素のフルオレセインで修飾した 5a-F、7a-F、および 8a-F を
合成した。得られたペプチドの⼆次構造を CDスペクトル測定により解析した結果、5a-Fが 5a
同様に右巻きヘリックス構造を形成するのに対し、L 体および D 体アルギニンから構成される
7a-F においては予想通りシグナル強度が⼤きく減弱し、ヘリシティの低下が認められた。D 体
アルギニンのみで構成される 8a-Fは 208 nmおよび 223 nm付近に正の極⼤を⽰し、左巻きヘ
リックス構造の形成が確認された。但し、8a-Fのシグナル強度は 5a-Fに⽐べて若⼲低下してお
り、これは 8a-Fが C 末端に L体の 6-azido-L-lysine を含むためだと考えられる。また、これら
のペプチドを逆相 HPLC で分析した結果、いずれのペプチドも同程度の保持時間を⽰したこと
から、7a-Fおよび 8a-Fは期待通り 5a-Fと同等の疎⽔性を有することが分かった。 
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Figure 5. ペプチド 5a の⽴体異性体 7a および 8a の設計、および、CD スペクトル測定結果 (Takada, H. et 

al., Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 

 
蛍光ペプチド 5a-F、7a-F、および 8a-Fを⽤いて合成した PPMO 5-F、7-F、および 8-Fの細

胞内取り込み量をフローサイトメトリーにより評価した。その結果、ヘリックス型ペプチドを有
するコンジュゲート 5-F および 8-F は、⾮ヘリックス型ペプチドから成る 7-F に⽐べて⾼い細
胞内取り込み量を⽰した（Figure 6a）。この結果から、ペプチドのヘリックス構造を安定化させ
ることにより、PPMO の細胞内取り込み量が向上することが明らかとなった。5-F は 8-F より
も更に⾼い細胞内取り込み量を⽰したが、これには 5a-F のヘリシティが 8a-F よりも⾼いこと
が影響している可能性が考えられる。次に、5a、7a、および 8a を⽤いて合成した PPMO 5、7、
および 8 のアンチセンス活性を⽐較したところ、細胞内取り込み量とは相関せず、これらの
PPMO がほぼ同等のアンチセンス活性を⽰すことが分かった（Figure 6b）。 

 
Figure 6. PPMO 5-F, 7-F, 8-F の細胞内取り込み量、および、PPMO 5, 7, 8 のアンチセンス活性 (Takada, 

H. et al., Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 

 
3) 細胞内取り込み量の向上とエンドソーム脱出促進によるアンチセンス活性への相乗効果 

PPMO 5、7および 8のアンチセンス活性が細胞内取り込み量と相関しない原因としては、細
胞内に取り込まれた後の細胞内局在の影響が考えられる。アルギニンを含む膜透過性ペプチド
から成る PPMO は、エンドサイトーシス*4 によって細胞内に取り込まれることが報告されてい
る 6-9。従って、細胞内に取り込まれた PPMO が標的の pre-mRNA に作⽤する為には、エンド
ソームから脱出し核内へと移⾏する必要がある。実際に PPMO 5-Fを処置した HeLa pLuc705
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細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果、5-Fのフルオレセイン由来の蛍光シグナルは細胞
内で粒⼦状に広がっており、また、エンドソーム・ライソゾームマーカーである LysoTrackerと
共局在していることから、細胞内に取り込まれた 5-F の⼤部分はエンドソームあるいはライソ
ゾーム内に留まり核に到達していないことが⽰唆された（Figure 7）。 

 
Figure 7. PPMO 5-F および染⾊試薬で処置した HeLa pLuc705 細胞の顕微鏡観察像 (Takada, H. et al., 

Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 

 
そこで、エンドソーム脱出を促進させる効果のあるクロロキンを共添加した条件で PPMO 5、
7、および 8のアンチセンス活性を評価したところ、クロロキン⾮存在下に⽐べて全ての PPMO
において活性の向上が⾒られたが、中でもヘリックス型ペプチドから成る PPMO 5および 8は
PPMO 7に⽐べて⾼いアンチセンス活性を⽰した（Figure 8a）。この結果から、ヘリックス構造
の安定化による細胞内取り込み量の向上と、エンドソーム脱出効率の向上による相乗効果が⽰
唆された。最後に、PPMO 8のN末端にエンドソーム脱出を促進することで知られる疎⽔性の
GFWFG 配列 10 を導⼊した PPMO 9 を合成したところ、元の PPMO 8に⽐べて顕著に⾼いア
ンチセンス活性を⽰した（Figure 8b）。 

 
Figure 8. エンドソーム脱出を促進させた条件下におけるアンチセンス活性の評価 (Takada, H. et al., 

Bioconjugate Chem. 2022, 33, 1311-1318.) 
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4. 討論 
本研究では、ヘリックス型膜透過性ペプチドフォルダマーから成る PPMO を合成し、ペプチ

ドの⼆次構造と PPMO の細胞内取り込み量およびアンチセンス活性の相関関係を精査した。ヘ
リックス型ペプチドを有する PPMO 5-Fおよび8-Fが⾮ヘリックス型ペプチドから成る PPMO 
7-Fよりも⾼い細胞内取り込み量を⽰したことから、ペプチドのヘリックス構造を安定化させる
ことにより PPMO の細胞内移⾏性が向上することが明らかとなった。アルギニンを含むペプチ
ド（以下、アルギニンペプチド）は、アルギニン側鎖のグアニジノ基が細胞表⾯のプロテオグリ
カンやリン脂質に結合し、エンドサイトーシスを介して細胞内に取り込まれることが知られて
いる 11。⼭下・出⽔らが開発したオリゴアルギニンに Aibが挿⼊されたヘリックス型アルギニン
ペプチドもエンドサイトーシス、主にマクロピノサイトーシスを介して細胞内に移⾏すること
が分かっている 3。また、分⼦量が数千を超えるようなオリゴペプチドやオリゴ核酸が低分⼦化
合物のように細胞膜を直接透過することは困難であり 12、PMO やアルギニンペプチドから成る
PPMO もエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれることが先⾏研究より明らかとなっ
ている 6-9, 13。したがって、本研究で⽤いた PPMO も同様にエンドサイトーシスを介して細胞内
に取り込まれているものと考えられる。実際に、PPMO 5-F や 7-F を処置した細胞の顕微鏡画
像においては PPMO 由来の蛍光シグナルが細胞内に粒⼦状に分布しており、エンドソームに
PPMOが内包されていることが⽰唆されている。つまり、ヘリックス型ペプチドから成るPPMO 
5-F および 8-F の細胞内取り込み量の向上はエンドサイトーシスによる取り込みが促進したこ
とに起因すると考えられるが、この原因の⼀つとしてペプチドと細胞表⾯の結合親和性が関与
している可能性がある。Åmand らは膜透過性ペプチドの細胞内移⾏性が、ペプチドとプロテオ
グリカンの⼀種であるヘパラン硫酸、および、ペプチドと細胞表⾯の結合親和性に相関すること
を報告しており 14、また、Abesらは PPMO においてもヘパラン硫酸との結合親和性の向上に伴
って細胞内取り込み量が増加することを報告している 6, 15。薬物分⼦の設計においては標的分⼦
との結合親和性を向上させるために分⼦のコンフォメーションを制御し結合に伴うエントロピ
ーの減少を抑制するといった⼿法が⽤いられるが、カチオン性膜透過性ペプチドの分⼦設計に
おいても Nagel・Raschle らがヘリックス構造を安定化させることによりヘパラン硫酸との結合
親和性および細胞内取り込み量が向上することを報告している 16。以上のことから、PPMO 5-F
および 8-F においてもヘリックス構造の安定化によって細胞表⾯との結合親和性が向上し、そ
の結果エンドサイトーシスを介した細胞内への取り込みが促進した可能性が考えられる。 

ヘリックス構造の安定化により細胞内取り込み量が向上した⼀⽅で、PPMO 5および 8のア
ンチセンス活性は PPMO 7と同等であったことから、アンチセンス活性の向上には細胞内取り
込み量を向上させるのみでは不⼗分であり、細胞内に取り込まれた後のエンドソームからの脱
出効率を向上させることが必要であると考えられる。実際に、エンドソーム脱出を促進させるク
ロロキンを添加した条件においては、PPMO 5が PPMO 7に⽐べて細胞内取り込み量と同様に
⾼いアンチセンス活性を⽰した。またこの時、PPMO 8は PPMO 5よりも更に⾼いアンチセン
ス活性を⽰した。連続した L 体アルギニン残基を有するペプチドは細胞内で速やかにペプチダ
ーゼによって分解されることが知られているが 17、PPMO 8は⾮天然型の D体アルギニンで構
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成されているためペプチダーゼに対して⾼い分解耐性を有すると考えられる。つまり、PPMO 8
が⾼いアンチセンス活性を⽰したことから、分解されずに残ったペプチド部分がエンドソーム
脱出や核内への移⾏、標的 RNA への結合、スプライシングの制御といった⼯程においてアンチ
センス活性を向上させる⽅向に作⽤している可能性が⽰唆された。以上の結果から、今後更に⾼
活性の PPMO を探索するにあたっては、1) ヘリックス構造の安定化により細胞内移⾏性を向
上させ、2) 疎⽔性残基の導⼊によりエンドソーム脱出効率を向上させ、3) ⾮天然型アミノ酸の
活⽤により分解耐性を向上させる、といったペプチドの分⼦設計戦略が有効であると考えられ
る。 
 
5. まとめ 
1) R9 ペプチド 2a にa,a-ジ置換アミノ酸を導⼊したペプチド 3a‒6a は安定なヘリックス構造を

形成し、PMO とのコンジュゲート化合物 3‒6は R9 コンジュゲート 2 よりも⾼いアンチセ
ンス活性を⽰した。 

2) ヘリックス型ペプチドから成る PPMO 5-Fおよび 8-Fは、⾮ヘリックス型ペプチドから成
る PPMO 7-Fに⽐べて⾼い細胞内移⾏性を⽰した。⼀⽅で、PPMO 5および 8と PPMO 7
のアンチセンス活性は同等であった。 

3) エンドソーム脱出を促進させた条件下においては、PPMO 5 および 8 はその⾼い細胞内取
り込み量と相関して、PPMO 7よりも⾼いアンチセンス活性を⽰した。 
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8. ⽤語集 
*1) アンチセンス核酸：標的 RNA とワトソン−クリック塩基対を形成して遺伝⼦発現制御を⾏
う、10-30塩基程度で構成されるオリゴ核酸。RNase H1 を介して標的 RNA の分解を誘導する
ギャップマー型アンチセンス核酸や、スプライシング機構に関与するスプライシング制御型ア
ンチセンス核酸などがある。 
 
*2) モルフォリノ核酸（PMO）：Phosphorodiamidate Morpholino Oligomerの略。核酸のリボー
ス環がモルフォリノ環に置換された⼈⼯核酸。DNA や RNA と異なってリン酸部分に電荷を持
たず、ヌクレアーゼ耐性が⾼く細胞内移⾏性が低いといった特徴を有する。 
 
*3) PPMO：Peptide-conjugated PMO の略。ペプチドとモルフォリノ核酸が共有結合を介して
結合しているコンジュゲート化合物の総称。 
 
*4) エンドサイトーシス：細胞が細胞外の物質を取り込む過程の⼀種。細胞膜がエンドソームと
呼ばれる⼩胞を形成し、細胞外物質をエンドソーム内に内包する形で細胞内へ輸送する。アンチ
センス核酸が細胞内に侵⼊する際の主要経路であり、標的の RNA に作⽤するためには細胞内で
エンドソームから脱出する必要がある。 


