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研究成果の概要（和文）：生体高分子は高分子鎖が厳密に折りたたまれ、時には多分子会合することで特定の構
造を形成し、機能を発現する。したがって、生体高分子の構造形成を制御することで、生体高分子の機能を高め
たり新たな機能性を付与したりすることが可能となる。申請者らは、生体高分子の構造形成におけるイオン基の
効果に着目し、イオン性の合成高分子を利用した生体高分子の構造/機能制御を検討した。親水性の高分子とし
て多糖を側鎖に配したカチオン性くし型共重合体 は、負電荷を有する核酸やペプチドの折りたたみや自己組織
化を促し、生体高分子の構造形成を介助する分子シャペロンやアニーラーとして働き、それらの機能を顕著に高
めることを見いだした 。

研究成果の概要（英文）：Biological macromolecules must fold into native structures to gain 
functional activities. In living cells, proteins called molecular chaperones mediate productive 
folding by preventing undesired interactions and aggregation and by facilitating refolding of 
misfolded macromolecules into their bioactive forms. Inspired by natural molecular chaperones, 
artificial chaperones that mimic some features of their biological counterparts have been designed. 
In this study, we showed that ionic graft copolymers having water soluble side chains formed nano 
inter polyelectrolyte complexes with oppositely charged biomolecules, such as nucleic acids and 
peptides.  The copolymers facilitated their folding and assembly into functional structures to 
enhance their functions and activities.

研究分野： 生体機能性材料

キーワード： イオン性グラフト共重合体　高分子電解質複合体　核酸　ペプチド　脂質膜　ナノ会合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体高分子の構造形成を添加成分で制御する試みは内外で行われているが、イオン性相互作用に注目した例は、
我々のグループが独自に開始し先進的である。特に、複数の構造間の転移や多分子からなるメゾスケールにおよ
ぶ組織化を介した機能創発まで睨みつつ制御した例は、他に皆無に等しい。一方、機能性核酸やペプチドは、医
薬、ナノバイオ領域で一層の注目を浴びており、本研究の成果はその発展に貢献すると考えている。また、脂質
は医薬、食品から化粧品まで広く応用されているが、その多くは脂質小胞を利用したものであり、新たに創成さ
れた二次元薄膜の脂質シートおよびその動的構造制御法は、脂質の医工学応用等にも様々な可能性を秘める。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体高分子の機能発現には、その高次構造形成が重要な役割を果たす。さらに、高次構造の転移
がシグナル伝達、物質輸送など高度な生体分子機能の基幹となっている。核酸は、リン酸アニオ
ンを高密度に有する高分子電解質である。核酸が高次構造形成、たとえば 2 重らせん形成する
際には、静電的な相互作用が強く影響する。一方、高分子電解質は反対符号の高分子電解質と安
定な複合体を形成する。申請者らは、核酸の高次構造形成を、高分子電解質複合体を利用し低濃
度で効果的に制御することを目指し、カチオン性くし型共重合体を設計した。このようなカチオ
ン性共重合体は、核酸間の静電反発を緩和し、２重鎖核酸や３重鎖核酸を顕著に安定化すること
を見いだした。一般的に、ポリカチオンと DNAのようなポリアニオンから形成される高分子電
解質複合体は、お互いに電荷を打ち消しあう形でコイル状態の溶存状態からコンパクトに凝縮
し、凝集・不溶化する。一方で、このくし型共重合体は、豊富な親水性側鎖を有することで、凝
縮を伴わない完全可溶性なナノ会合体を形成することを一分子観察法より見いだした。核酸ハ
イブリッド内で生ずるアニオン基間の静電反発を共重合体が遮蔽・緩和するのであれば、共重合
体はハイブリッドの解離速度を抑制するはずであり、共重合体がハイブリッド形成速度を高め
る点は想定外であった。さらに検討した結果、共重合体は核酸鎖交換反応を 4 桁と著しく加速
することが見いだされた。つまり、共重合体は、核酸塩基対の解離・再結合を活性化する構造転
移触媒、いわゆる核酸シャペロンとして機能することが見いだされた。合成高分子により核酸シ
ャペロン活性の再現は世界的にも初めての例であるが、その活性は天然の核酸シャペロンタン
パク質よりも数百倍高く注目すべき点であった。 
 
２．研究の目的 
生体高分子の機能発現には、その高次構造形成が重要な役割を果たす。さらに、高次構造の転移
がシグナル伝達、物質輸送、物質合成などの高度な生体機能の基幹となっている。従って、高次
構造の形成と構造間の転移を制御する方法論が、生体分子の効果的な活用に不可欠になる。本研
究課題では、申請者がカチオン性くし型共重合体と核酸とのナノ会合体形成で独自に見いだし
た核酸シャペロン活性発現機序を追求するとともに、その知見をタンパク質・ペプチド、生体膜
の構造機能制御に普遍的に活かすべく系統的に研究を展開し、医工学デバイスの革新的発展に
資する。生体高分子の機能を革新的に高めるナノ材料の設計とそれによる医工学デバイスの革
新を目的とする。 
 
３．研究の方法 
3.1 イオン性くし型共重合体(CCC)の合成 
ポリリシン（PLL）、ポリオルニチン（POrn）、ポリアリルアミン(PAA)、ポリビニルアミン(PVAm)
などの一級アミノ基を有する高分子に、デキストラン(Dex)あるいはポリエチレングリコール
（PEG）のアルデヒド誘導体を還元アミノ化反応によりカップリングし、くし型共重合体を得た。
共重合体は、イオン交換樹脂および透析により生成し、GPCおよび NMRで解析した。 
3.2 くし型共重合体と核酸・ペプチドとの相互作用解析 
くし型共重合体と核酸・ペプチドとの相互作用は、円二色性分散（CD）スペクトル、蛍光相関分
光光度スペクトル（FCS）、蛍光異方性測定、ゲル電気泳動法などにより解析した。機能性核酸と
して核酸論理ゲート、核酸酵素、機能性ペプチドとして膜活性ペプチドに注目した。 
3.3 共重合体・ペプチド複合体による脂質膜構造制御 
水和法あるいは逆送法により調製したジャイアントリポソームに、ペプチドおよび共重合体を
順次あるいは同時に添加し、脂質構造の変化を共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した。また、マ
イクロ流路上に、リポソームを固定化し、ペプチド、共重合体を注入し、脂質膜構造の変化を追
跡した。 
 
４．研究成果 
4.1 核酸シャペロンとしてのくし型共重合体 
核酸は、遺伝物質としての役割に加え、1980 年代には酵素活性を持つ RNA 配列、リボザイム
（Ribozyme）が見いだされ、さらに近年では、リボスイッチ（Riboswitch）が遺伝子発現を制御
する受容体としての機能を果たす RNAとして、またデオキシリボザイム（DNAzyme）が酵素活性
を示す DNA 配列として報告されてきた。つまり、核酸もタンパク質のごとく様々な化学的活性を
発現可能な素材として注目され、試験管内進化法の発展と相まって、多くの機能性核酸が取得さ
れている。一方、二重らせん形成をはじめとして塩基配列特異的でかつ可逆的に構造形成は、ナ
ノ構造体や分子マシンの素材としても注目され、研究が精力的に行われている。これら核酸機能
にも折りたたみや自己組織化が欠かせない。したがって、核酸の構造形成を促す手法は、機能性
核酸の発展に欠かせない。CCCは核酸の自己組織化構造である二重らせん 、三重らせん および
四重らせん の形成を促進し安定化する効果が見いだされており、機能性核酸の機能強化にも有
用と考えられた。 
アロステリック型の酵素は、酵素活性が第 3物質により制御される酵素である。RNAを配列特

異的に切断する核酸酵素にもアロステリック型核酸酵素（MNAzyme、図２a））がある。この酵素
は、基質結合、触媒コア、標的結合の三つの核酸配列から構成され、標的核酸の存否により基質
切断活性が制御される 。遺伝子医薬としての応用に加え、標的核酸の存在を酵素活性によ



り増幅して検出できるため、核酸センサーとしても期
待されている。いずれにせよ、活性の向上が不可欠で
あるが、特に一つの酵素が多数の基質を切断するター
ンオーバー活性とマイクロ RNA(miRNA)の様な短い標
的に対する反応性の向上が課題となっていた。短い標
的に対する反応性には、基質・酵素・標的から構成さ
れる複合体の安定化が必要となる。一方、ターンオー
バー活性の向上には、生成物の酵素からの解離と基質
の酵素への結合を速める必要があり、一般にこれらを
を同時に実現することは難しい。CCC は、核酸自己組
織化 のみならず核酸鎖の交換反応も迅速化すること
が見いだされており 、MNAzymeの活性を高める上で相
応しいと考えられた。実際、基質過剰条件下で MNAzyme
活性を調べた結果、くし型共重合体を反応系に加える
だけで二桁以上活性を高められる事がわかった（図
2b） 。さらに、CCCは miRNA 標的に対する MNAzymeの
活性も高められ、検出感度を 3桁向上させることもわ
かった 。一般に RNAの解析は、環境中に存在する RNA
分解酵素（RNase）による分解に注意を払う必要があ
る。共重合体は、RNaseから RNAの分解を保護し、RNAse
が混在しても MNAzymeのセンシング能を保持すること
も見いだされた。 
 核酸は、ナノメーターオーダーで緻密に構造が規制
されたナノ構造体、構造変化がプログラムされたナノ
マシン、また分子コンピューターの素材としても注目
され、精力的に研究が進められている。これらにも核
酸の自己組織化特性が活用されており、ナノマシン、
分子コンピューターの多くに核酸鎖の交換反応が利用している。Winfree らにより緻密に工夫
されたシーソー型核酸論理回路は（図 2a）、複数の鎖交換反応がカスケード的に連携し、二種の
入力（Input）の状況に応じて出力(Reporter)を出すが、Threshhold 核酸の量を変えることで、
AND ゲートと OR ゲートの切替が出来る点で優れている。しかし、レスポンスの遅さが欠点とな
る(図 2b)。ここに CCC を添加す
ると、計算が 100倍加速され、１
〜2 分で出力が得られた(図２
c) 。DNA コンピューターも核酸
分解酵素の影響を受けるが、共重
合体が分解酵素から核酸回路を
保護する機能も確認された。バイ
オテクノロジー分野への DNA コ
ンピューターの応用を後押しす
る成果と考えている。 
 共重合体の有用性は、上述以外
の種々の核酸解析 、核酸酵素 、
核酸ナノマシン などの機能化で
も示されてた。 
 
4.2 くし型共重合体による機能
性ペプチドのシャペロニング 
昨今、ペプチド医薬に対する期

待が高まっている。ペプチドが機
能を発現する上でも、その高次構
造は重要な役割を果たす。ペプチ
ドの構造形成には、疎水的な相互
作用が欠かせないと考えられる
が、一方で疎水性が高すぎると水
溶性の低下、標的以外との非特異
的な相互作用の増大など、弊害の
原因になる。著者らは、核酸で得
られた CCC の知見をペプチドに
展開している。図 3a)に示す E5 ペプチドは、インフルエンザヘマアグルチニンタンパク質の膜
活性ドメインを模倣した 20アミノ酸残基からなる酸性ペプチドで、グルタミン酸残基を 5つ含
む。このペプチドは、中性ではグルタミン側鎖の負電荷によりランダムコイル状であるが、酸性
ｐHではグルタミン側鎖のイオン解離が抑えられ、ヘリックス構造を形成する（図 3b）。この時

 
図１ MNAzyme の構成（a）とくし型共

重合体による反応促進(b) 

 
図 2 シーソー型核酸分子ゲート（a）とその共重合体不在下（b）
および存在下（c）での応答 



形成されるヘリックス構造は、ヘリックス軸
に沿って親水性アミノ酸と疎水性アミノ酸が
異方的に配置した両親媒性ヘリックスとな
り、細胞膜を不安定化する膜活性を発現する。
一方、E5自体疎水性が高く、実際に E5の溶液
を酸性化すると凝集体が生成する。つまり、E5
の溶存性を保ちつつ構造形成を促す手法が E5
の機能強化に必要と考えられた。そこで、CCC
による構造・溶存性の制御を試みた。中性 pH
で E5 にポリアリルアミンを主鎖とする CCC
（PAA-g-Dex）を添加すると、E5はランダムコ
イルからヘリックスへと転移することが円二
色性スペクトルより確認され、共重合体が E5
の負電荷間の反発を緩和し、ヘリックス形成
を促進することがわかった（図 3c）。その際、
凝集体は観察されず共重合体がE5の溶存性を
保持しつつ機能構造を取らせることが見いだ
された。したがって、CCCは E5の膜活性機能
を高めることが期待された。実際、細胞膜に対
する破壊活性を調べた結果、E5が本来膜破壊
活性を発現する低ｐH でほとんど活性が見ら
れない条件下、CCCと共に E5を作用させると
極めて強い膜破壊活性が見られた(図 3d)。さ
らに、CCC存在下、中性においても活性が見られた。E5の溶存性とヘリックス形成を共重合体が
高めた結果と考えられるが、共重合体は E5 の活性を On-Off するコファクターとして新たな可
能性を示唆する。 
 
4.2 ポリカチオン-シャペロン型ペプチドシステムによる脂質膜構造の制御 
前節で述べた CCCの E5に対する効果は、想定以上に高く、その機構を詳細に検討する必要があ
った。まず、細胞膜モデルである脂質小胞に対して、共重合体・E5 複合体の効果を顕微鏡観察
した。図 4aは共焦点レーザー顕微鏡による切片像であり、小胞は円状の像として観察される。
この小胞の懸濁液に共重合体と E5加えると、円状の像が全て消失し線状の像が主に観察された。
共重合体・E5 複合体により小胞がシート状に展開されたことを示す。脂質分子は、疎水性部分
をお互いに向けあるように二重膜を形
成するが、シート状態ではその周縁部で
脂質の疎水性部分と水が接触し、自由エ
ネルギー的に不利となる。そのエネルギ
ーロスを解消するために自発的に小胞
に閉じ、安定化している。我々の観察は、
その逆の過程であり、CCC・E5複合体が
何らかの形で脂質シートを小胞状態よ
り安定化していることを示す。現在解析
中であるが、両親媒性ヘリックスを形成
する E5 が周縁部に疎水面を脂質側に向
けて配向し、CCCが親水面のグルタミン
酸残基との相互作用を介して E5 の集合
を安定化しつつ、側鎖デキストラン鎖で
水界面を安定化している（図 2b））と推
測している。数十ミクロンある脂質シー
ト周縁部を安定化するには、数千以上の
E5や CCCが自己組織化する必要があり、
超分子化学的観点からも興味深い。 
  E5 とカチオン性共重合体の複合体が
脂質シートの形成および安定化に寄与
しているとすれば、複合体を解離するこ
とで、シートは小胞へと復帰することが
容易に推測される。そこで、CCCと E5で
形成されたシートに過剰量のアニオン
性高分子を添加した。その結果、シート
は小胞へと速やかに復帰し、1分後には
100％の脂質が小胞として観察された。
つまり、共重合体・E5の活性の On・Off
により小胞・脂質シート間の構造転移を

 
図 3 E5 ペプチド(a, b)とその構造©および活性

(d)に対する共重合体の効果 

 
図 4 ペプチド・共重合体複合体による脂質膜の可逆的

小胞・シート転移（a）と複合体のシート安定化構造の推

定図（b）。pH 自律応答性脂質膜複合体(c) 
 



定量的かつ可逆的に制御できることがわかった。同様の構造制御は、マイクロ流路上に固定した
脂質膜でも可能であった。 
脂質シートを定量的形成させ自立安定化させる手法はこれまで無く、本研究で得られた知見
は、脂質材料として脂質シートの可能性を新たに提供する。さらに、可逆的な構造転移による新
しい脂質デバイスの構築も期待される。ｐH（図 4c）や酵素等に応答し、構造転移を制御するこ
とも可能であり、脂質のライフサイエンス分野での可能性を飛躍的に高めるものと考えている。 
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