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１	 研究の背景と目的 
 
薬物の輸送過程をリアルタイムで観測し、“定量化”することは、薬の効果や毒性の評

価など、創薬の基礎となる重要な情報を与える。細胞に対して「磁場」という弱い摂動

しか与えない核磁気共鳴（NMR）を利用した in-cell NMRは負荷のない
．．．．．

計測手段であり、

細胞に対する薬物の作用を原子レベルで捉えることが期待される。しかしながら、薬物

輸送の“定量化”は、「生きた細胞」では成功していない。 
筆者らは、すでに、in-cell NMRを用いて、水溶液中に浮遊したヒト生細胞とペプチド
の相互作用の直接観測に着手した。蛍光発色団で標識したペプチドと非標識のペプチド

について、生細胞への取り込みの経時変化を観測したところ、蛍光色素のもつ疎水的性

質が細胞膜への結合を安定化させ、ペプチドの取り込みを加速させることが明らかとな

った[1]。生きた細胞を用いた物質輸送の研究には、輸送される分子の物性を変えること
なく、かつ、細胞に負荷を与えずにリアルタイムで計測する環境が必要であり、この意

味で、NMRが有効であることが分ってきた。 

そこで、本研究では、高分解能溶液NMRを用いた in-cell NMR法をさらに展開して、

「生きた」細胞への薬物の分配・輸送の非侵襲
．．．

定量
．．
法を確立することを目的とした。(1)

時間分解
．．．．

NMR
．．．

計測
．．
によって、薬物の輸送過程をリアルタイムで捉え、(2) 細胞の「内」

と「外」を識別して、薬物の結合量を“その場”で定量し、そのうえで、(3) 薬物の「結合
と解離の速度論的解析」を行う。これによって、蛍光標識に代わる新しい定量計測法を

確立し、細胞への「薬物輸送の予測と輸送機構の解明」を行う。小分子から巨大なタン

パク質までの輸送のようすを“そのまま”捉えて、薬物輸送のライブラリーを構築し、

作用や毒性の予測、創薬への応用を目指すことを最終目標とした。 
 
２	 研究方法・研究内容	 

	 	 

	 細胞膜を透過することが知られるオクタアルギニンペ

プチド (Arg)8をモデル薬物として選択し、ヒト白血病細胞

株HL60（図 1）への輸送過程を、NMRにより分単位の時
間分解でリアルタイム計測した。これをもとに、シグナル

強度の変化から、定量的な速度論へ展開した。細胞中のペ

プチドを識別するため、ペプチドの N 末端をパラトリフ
ルオロメチルフェニルアラニン (CF3-Phe) で修飾した
CF3-Phe- (Arg)8 を固相合成して使用した。 
	 リン酸 buffer（PBS, pH 7.4）中に浮遊させたヒト白血病
細胞株 HL60 (107 cells/mL) に CF3-Phe-(Arg)8ペプチド 80 
µMを加えた。ペプチド中のフッ素原子核をモニターした
19F NMRスペクトルの変化を、先に開発した方法 [1] を用いて、分単位の時間分解でリ
アルタイム計測した。「受容体や輸送タンパク質の関与しない新しいタイプの細胞内輸

送」を観測するために、温度は、タンパク質が機能しない 4 °Cで実施した。NMR計測

図 1. HL60細胞. 球形で 
直径 10 µm. 
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の前後にトリパンブルー染色を行い、細胞の生存を常時確認した。得られた 19F NMRス
ペクトルの変化から、ペプチドが細胞表面に結合し、細胞膜を通過して内部に移行する

様子を分単位で定量した。膜輸送過程が平衡状態に到達した後のペプチドの細胞内分布

は、可溶化と遠心分離操作で得られた各々の細胞画分について、19F NMRで定量した。 
 
３	 研究成果	 

	 	 

	 HL60添加後にリアルタイムで観測したCF3-Phe-(Arg)8ペプチドの
19F NMRスペクトル

には、4つの状態が観測された。それぞれ、水中（F）、細胞表面の糖鎖（G）と結合、細
胞膜中（M）、細胞質ゾル中（C）のペプチドに帰属される。それぞれの状態にあるペプ
チドの濃度の時間変化から、細胞へのペプチドの輸送は、図 2に示すように、正電荷を
有するペプチドが負電荷をもつ細胞表面糖鎖Gにまず結合し、その後、熱揺らぎにより
細胞膜 M を通過して細胞質内 C に輸送されるという「タンパク質の関与しない」新し
いタイプの輸送のプロセスを確認した。 
	  

	 	  
	 	 	 	 	 	 	 	  
 
 
リアルタイム計測終了後に細胞分画を行って、細胞質ゾル画分からペプチドの NMR シ
グナルを検出することができた。これによって、アルギニンペプチドが細胞膜を透過し

て確かに細胞質内に移行したことを確認した。 
 
本研究で得られた結果は、リアルタイム in cell NMR法が、アルギニンペプチドのよう
な細胞膜透過ペプチドの輸送機構の詳細を探るための新しい方法論となることを示すも

のである。一方、細胞への輸送がおこらないと予想されるα-クリスタリン由来のペプチ
ドでは in cell NMRスペクトル変化が観測されなかった。このことから、膜輸送の有無に
対応したリアルタイムの変化を in cell NMRで観測し、定量可能であることが証明された。
これらの成果は、内外の学会で公表するとともに、論文が学術誌に掲載された。 
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図 2. In-cell NMR計測の結果から予想される細胞へのペプチドの輸送機構. 
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	 本研究を通して、in cell NMR法が、アルギニンペプチドの細胞内への輸送過程をリア
ルタイムで定量計測するために有効であり、輸送の新しいメカニズムを研究する優れた

方法であることが明らかとなった。しかしながら、時間の関係で、他のペプチドについ

て、NMR 計測による詳細な輸送過程の解析を行うことはできなかった。今後、さらに
多くの輸送物質や薬物について観測を行い、in cell NMRの有効性を確認するとともに、
熱揺らぎにもとづく新しい輸送機構の解明、細胞への物質の輸送を予測するための理論

的なモデルの確立に向けて、研究を継続していきたい。 
 
４	 生活や産業への貢献および波及効果 
	 

本研究は、生きた細胞への薬物の輸送機構を解明する新しいアプローチとして、薬の

作用や毒性の予測、創薬への応用が期待される。今後、➀アルギニンペプチドに代表さ

れるような、バイオ医薬品を細胞へ効率的に導入するツールとしてのペプチド (Cell 
Penetrating Peptide, CPP) の設計、➁CPPの一種であるヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1、
エイズウイルス）由来ペプチドの細胞への感染メカニズムの解明と抗ウイルス薬の創出

などに貢献することが期待される。  
さらに、CPPで「受容体や輸送タンパク質の関与しない細胞内輸送機構」が示された
ことから、今後、薬物の種類を増やして研究を継続することで、従来のメカニズムで説

明のできない新しい物質輸送の概念を確立することが可能となる。生体系の物質輸送に

関する新しい研究分野への展開に繋がるものと考えられる。 
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