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マクロピノサイトーシスを活用した細胞内送達の可能性

二木 史朗，広瀬 久昭

1. はじめに

近年，siRNAやアンチセンス核酸，抗体などのタンパク
質，活性構造を化学的に増強したペプチドなどをはじめと
した，種々のバイオ医薬品の開発が盛んに行われるように
なった．これらの中には血中や細胞表面の分子と相互作用
し，薬効を示すものもあるが，細胞内に移行して初めて効
果を示すものも多い．分子量が500程度までで適度な親水
性と疎水性のバランスを有する小分子薬物の中には，受動
拡散により細胞膜を透過し，細胞内に移行するものも多
い．しかし，上記のようなバイオ医薬品は分子量が大きい
上に一般に親水性が高く，細胞膜にほとんど浸透しない．
このような分子を細胞内に送達する際には，エンドサイ
トーシスによりいったん細胞内に取り込ませ，次いで，何
らかの手段でエンドソームからサイトゾルに移行（エンド
ソーム脱出）させるアプローチが一般にとられる．エンド
ソーム脱出を促進させる作用を持つ高分子やリポソーム，
ペプチド等の開発も盛んに行われている 1）．しかし，目的
物質がエンドソーム内に移行することなしには，これらの
系は効果を発揮しえない．つまり，エンドソーム脱出を促
進させる系を活用するには，これに先立ちバイオ医薬品の
細胞外からエンドソーム内への移行量を高めることが重要
である．細胞外分子をエンドソームに効果的に封入する細
胞機能として，受容体依存性エンドサイトーシスがある．
リガンドと細胞表面の受容体との相互作用により，リガン
ドは効果的にエンドソーム内に封入される．しかし，細胞
内に取り込ませたいバイオ医薬品に対して，標的細胞が適
当な受容体を持っているとは限らない．
筆者らは，タンパク質・ペプチドの細胞内送達に有用な

アルギニンに富む塩基性ペプチド（HIV-1 TATペプチドや
オリゴアルギニンなど：以下，アルギニンペプチドと記
載）の細胞内移行にマクロピノサイトーシスと呼ばれるア

クチン駆動型の液相エンドサイトーシスが重要な役割を
果たすことを報告している 2）．一方では，ここ数年の研究
により，マクロピノサイトーシスには，従来考えられてい
た以上にさまざまな様式のものがあることが見いだされ
（表1），がん細胞の養分摂取に重要な役割を果たす可能性
も示唆されている 3）．本稿では，マクロピノサイトーシス
の理解の現況を概説するとともに，細胞内へのバイオ医薬
品の送達におけるマクロピノサイトーシスの可能性に関し
て，筆者らの知見を併せ紹介したい．

2. マクロピノサイトーシスとは

代表的なエンドサイトーシスとしてクラスリン依存性エ
ンドサイトーシスやカベオラ依存性エンドサイトーシス
が知られる．これらにおいては，細胞膜が積荷分子とと
もに細胞内に陥没し，クラスリンやカベオリンによる膜の
被覆化を伴って膜小胞が形成される．一方，マクロピノサ
イトーシスでは，外的刺激に呼応して細胞骨格タンパク質
のアクチンの重合により，細胞外に向けて細胞膜が突出
後，細胞膜との融合が起こり，巨大なサイズの膜小胞（マ
クロピノソーム）が形成される 4）．外的刺激としてはEGF, 
PDGFなどの増殖因子，ストロマ細胞由来因子1α（SDF-1α）
などのケモカイン，あるいはアデノウイルス等が知られて
いる．Wnt-3aによる刺激によりマクロピノサイトーシス
が誘導されることも最近報告された（図1）5）．

表1 マクロピノサイトーシスの様式例

刺激誘導型
内因性
成長因子（EGF, PDGFなど）
ケモカイン（SDF-1α）
分泌タンパク質（Wnt-3a）
外因性
ウイルス（アデノウイルスなど）
ホルボールエステル（phorbol myristate acetate：PMA）
リポ多糖（LPS）

常時活性型
マクロファージ［カルシウム感知受容体（CaSR）依存的］
Ras変異がん細胞（KRAS G12V変異など）
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クラスリン依存性エンドサイトーシスやカベオラ依存性
エンドサイトーシスにより生じる小胞の直径がそれぞれ
120 nm, 80 nm程度であるとされるのに対し，マクロピノ
ソームの直径は1 µm～数µmにも達することが報告されて
いる 6）．そのため，マクロピノソーム形成時に細胞外液と
その溶質分子，あるいは細胞表面に付着していた細胞外分
子が非特異的にマクロピノソーム内に取り込まれると考え
られている．顕微鏡観察においては，クラスリン依存性・
カベオラ依存性エンドサイトーシスや，小胞サイズの小さ
いクラスリン・カベオラ非依存性エンドサイトーシスと区
別するために，これらのエンドサイトーシスではほとんど
取り込まれないサイズの大きな溶質として70 kDaデキス
トランが一般的なマクロピノソームマーカーとして使用さ
れる 5, 7）．
一方，マクロファージなどの貪食系の細胞では，リポ多

糖（LPS）刺激などでマクロピノサイトーシスが誘導され
ることも知られているが，恒常的にもマクロピノサイトー
シスが起こっており，生体防御の一端を担うとされてい
る 8）．この恒常的なマクロピノサイトーシス活性化には，
カルシウム感知受容体（calcium sensing receptor：CaSR）
が関与することが示唆されている．非マクロファージ系の
細胞として，Ras変異を有するがん細胞においても，マク
ロピノサイトーシスが外的刺激によらず恒常的に起きてい
ることが報告されている 9, 10）．これらのがん細胞では，マ
クロピノサイトーシスにより血清タンパク質（アルブミン
など）を積極的に細胞内に取り込み，エネルギー源として
いることが報告され，非がん細胞における取り込み量との
差を利用したがん治療への応用の可能性に関しても言及さ
れている．マクロファージなどでは，古くなった赤血球細
胞や細菌等の貪食に関わるファゴサイトーシスと呼ばれ
るエンドサイトーシスも行われている．アクチン駆動性で
ある点でマクロピノサイトーシスと共通するが，ファゴサ
イトーシスは，（i）マクロファージ等の貪食細胞において，
細菌などの病原微生物や死細胞などの大きな異物を細胞
内に取り込むエンドサイトーシス（食作用）の一様式であ
り，（ii）取り込む異物の周囲に細胞膜を密着させて，細胞
内への取り込みを行う．これに対し，マクロピノサイトー

シスは貪食細胞以外でもみられる細胞外液を取り込むエン
ドサイトーシス（飲作用）であり，取り込む物質と細胞膜
の密着は特に必要ないことで区別される 4）．

3. 細胞内送達の観点から見たマクロピノサイトーシス

外因性物質の細胞内送達という観点からは，マクロピノ
サイトーシスは他のエンドサイトーシスとは二つの点で
異なる特徴を有すると筆者らは考えている．一つはその
取り込みサイズである．上述のようにクラスリン，あるい
はカベオラ依存性のエンドサイトーシスの小胞の直径は
100 nm前後であるとされるのに対し，マクロピノサイトー
シスでは1 µmを超える小胞が形成されるとされている．
直径数十nmあるいはそれ以上のナノ粒子が細胞内に移行
しようとするとき，物理的にクラスリンエンドサイトーシ
スやカベオラエンドサイトーシスにより形成される小胞に
は入り込みにくいことが容易に予想される．
もう一つはマクロピノサイトーシスにおける取り込みの
非特異性である．クラスリンエンドサイトーシスは，一面
ではクラスリン被覆ピットとアダプター分子を介して相互
作用可能な受容体を用いて，細胞の営みに必要な特定の養
分等を，積極的にエンドソーム内に取り込む経路と捉える
ことができる．一方，マクロピノサイトーシスは細胞表面
分子と相互作用する粒子や細胞付近に存在する溶質を一網
打尽に細胞内に取り込む経路と考えられる．必ずしも特異
的な相互作用は必要ない．したがって，標的細胞に目的物
質を送達するために利用できる適切な受容体が存在しない
場合でも，マクロピノサイトーシスを利用することで細胞
内送達が促進されることが期待される．
例として細胞透過ペプチド（cell-penetrating peptide：

CPP）を用いた細胞内送達があげられる．CPPとしては，
HIV-1 TATペプチドやオリゴアルギニンなどのアルギニン
ペプチドが汎用されており，これらのペプチドとのコン
ジュゲーションによりさまざまなタンパク質や薬物が細
胞内に効率的に送達され，所望の活性が得られることが報
告されている 2）．これを達成できる理由の一つとして，ア
ルギニンペプチドの細胞表面のヘパラン硫酸プロテオグリ
カン（HSPG）等との相互作用による細胞表面への濃縮と
マクロピノサイトーシスの誘起による細胞内取り込みの促
進が考えられている．アルギニンペプチドの他にも，炭化
水素鎖で構造規制されたヘリックスペプチド（ステープル
ペプチド），種々のナノ粒子，ウイルス，細胞外小胞など
もマクロピノサイトーシスで取り込まれる可能性が指摘さ
れており 11, 12），これまで詳細に調べられていなかっただけ
で，種々の外因性分子の細胞内移行にマクロピノサイトー
シスが関連している可能性がある．

図1 細胞の飲食作用
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4. マクロピノサイトーシスを利用した細胞内送達

マクロピノサイトーシスを含むエンドサイトーシスで
バイオ医薬品が細胞内に取り込まれたとしても，多くの
場合はこれらの分子はリソソームなどに運搬されて分解
される．したがって，細胞内送達という観点からは，エン
ドソーム内に保持されたバイオ医薬品が分解を受ける前
に，エンドソームからサイトゾルに放出されることが必要
と考えられる．エンドソーム膜の傷害により，これは可能
となる一方，細胞膜も傷害すれば細胞に大きなダメージ
を与える．このため，エンドソーム膜を優先的に撹乱する
方法論の開発がなされてきた．例として，エンドソームの
成熟に伴うエンドソーム内のpH低下を利用して，エンド
ソーム膜を優先的に傷害するpH感受性ペプチドや高分子
があげられる．一方，エンドソームの成熟化に伴い，構成
脂質に変化が起こることも知られており，たとえば，後期
エンドソームやリソソームの膜にはbis（monoacylglycero）
 phosphate（BMP）が多量に含まれることが示唆されてい
る 13）．生体内での脂質のほとんどは中性もしくは酸性であ
ることを考えると，BMPが多量に含まれる後期エンドソー
ムやリソソーム膜も酸性を帯びていることが想定される．
それならば，塩基性のペプチドや高分子は，中性や酸性の
ペプチドや高分子と比べて，後期エンドソームやリソソー
ムの膜とより強く相互作用し，損傷することが可能かもし
れない．一方，アルギニンペプチドは細胞表面への集積と
マクロピノサイトーシスの誘起を通して，細胞内にバイオ
高分子に送達する能力を持っているが，アルギニンペプチ
ドのエンドソーム膜損傷能は実際にはそれほど高くなく，
送達分子のエンドソーム内からのサイトゾルへの放出はた
かだか数％程度と考えられている．また，送達分子の分子
量やサイズが大きくなるに従い，その効率は悪くなること
もいわれている．そのため，マクロピノサイトーシスの誘
起による取り込み促進とエンドソームからサイトゾルへの
送達分子の効果的な放出を可能とする，バイオ医薬品の細
胞内送達における新たな方法論が求められていた（図2）．
我々の研究室では最近，SN21-LK15ペプチド（KPVSL-

SYRCPCRFFESHVARAGGKLLKLLLKLLLKLLK-amide）を
開発した 14）．SN21ペプチドはSDF-1αのN末端21アミノ酸
配列に対応するペプチドであり，高いマクロピノサイトー
シス誘導能を持つ．LK15は塩基性のLysと疎水性のLeuか
らなる両親媒性ペプチドであり，酸性脂質に富む細菌の細
胞膜を傷害する抗菌ペプチドとしても知られる．この二つ
のペプチドを連結させたSN21-LK15との共投与によりプラ
スミド，siRNA，抗体や種々のタンパク質が細胞内に送達さ
れ，それらの生物活性発現につながることが確認できた．
また，抗菌ペプチドとして見いだされたM-lycotoxinとい

う塩基性ペプチドの配列に見直しを加えた細胞内送達ペプ

チドHAad［IWLTALKFLGKAAAKAXAKQXLSKL-amide；
X＝L-2-aminoadipic acid（Aad）］を最近発表した 15）．M-
lycotoxinの抗菌性発揮には，分子中の疎水性アミノ酸と膜
との相互作用による膜構造の撹乱が重要であると考えられ
る．HAadでは，（i） M-lycotoxin中の二つのヒスチジン残基
がアラニンに置換されることで両親媒性ヘリックス構造の
増強が図られ，また，（ii）その際形成される疎水面に，二
つのAadが配置されている．Aadの側鎖カルボキシ基は細胞
外では解離し，負電荷を有することで細胞膜との相互作用
と細胞膜への傷害性が軽減される一方，分子全体としては
塩基性を有しており，細胞表面に吸着するとともに，HAad
ならびに細胞内への送達分子のエンドソーム内への取り込
みを促進する．エンドソーム内では，pH低下に伴い，電荷
を持たない分子型（非解離型）が増えるために，ペプチド
の疎水性が向上するとともに，ペプチドの塩基性によりエ
ンドソーム膜との親和性が高まり，効果的にエンドソーム
膜を破壊することが期待される．実際に，このペプチドと
ともに細胞に共投与することで，抗体などの大きなタンパ

図2 マクロピノサイトーシスを活用した細胞内送達
（A）細胞内送達ペプチドSN21-LK15とHAad［ペプチドのC末
端はアミド；X＝L-2-aminoadipic acid （Aad）］，（B）マクロピノ
サイトーシスの誘起による取り込み促進とエンドソーム膜撹乱
による送達分子のサイトゾルへの放出
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ク質の効果的な細胞内（サイトゾル）移送と細胞内標的分
子との結合が確認された．

5. おわりに

マクロピノサイトーシスは，これまで非特異的なピノサ
イトーシス経路として漠然と捉えられてきたが，種々のウ
イルスの感染やがん細胞の栄養補給経路としての役割が指
摘されるに従い，ここ数年でいっそうの関心が集まってい
る．また，がん細胞への薬物の選択的送達の可能性も含め
て，この経路の利用に関しても関心が高まっている．現時
点では，非クラスリン依存性・非カベオラ依存性でサイズ
の大きなエンドソームを形成するピノサイトーシス＝マ
クロピノサイトーシスという大雑把な理解しかされておら
ず，追跡マーカーとして70 kDaポリデキストランなどが
用いられるだけである．マクロピノサイトーシスの誘導・
調節機序や細胞内シグナル伝達との関連に関しても不明な
点も多い．しかし，本稿で述べたように，マクロピノサイ
トーシスは実際には種々の機構で起こりうるものであり，
細胞の営みや生体防御にこれまで考えられていた以上に重
要な役割を果たす経路であるかもしれない．今後の研究の
進展により，その理解と活用が進むことを期待したい．
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