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 細胞膜透過性ペプチド (CPP)の一種であるオクタアルギニン (R8)は、その細胞

内移行性から小分子、タンパク質や核酸のような機能性分子と結合させることで、

それらの分子を効率的に細胞内に送達することに利用されている。これらの分子

が所望の機能を発揮するには細胞質への移行が必要であるが、細胞質に移行した

CPP を特異的に定量した報告はない。一方、Burlina らは、細胞に取り込まれた CPP
を MALDI-TOF MS により直接定量する方法を開発している[1]。この方法は、(i) ビ
オチン化されたテトラグリシン配列を有する CPP を細胞内に導入し、ストレプト

アビジンビーズを用いて細胞溶解液中の CPP を回収する。(ii)この際、グリシンの

代わりに重水素化グリシンを用いた濃度既知のペプチド(D-CPP)を内部標準とし

て溶解液に添加する。(iii) CPP と D-CPP のシグナル強度を MALDI-TOF MS で比較

し、細胞内に取り込まれた未分解の CPP を定量するものである。 
 今回、我々は、ユビキチンの C 末端に導入した R8 が、細胞質に存在する脱ユビ

キチン化酵素で選択的に切断されることを利用し、上記の質量分析により細胞質

に移行した R8−ユビキチン融合タンパク質の濃度を定量する方法を考案した。リシ

ン側鎖をビオチン化したテトラグリシン含有 R8 ペプチド CK(bio)G4R8-amide とユ

ビキチンとの融合タンパク質 Ub-CK(bio)G4R8-amide をネイティブケミカルライゲ

ーション法により調製した。融合タンパク質を細胞培養液に添加後、遊離する

CK(bio)G4R8-amide を指標に、細胞質に移行した融合タンパク質の定量を行った。 
 本発表では、このアプローチを用いた R8 の細胞内在化量の定量と細胞内移行性

の評価に関して報告する。 
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