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研究成果の概要（和文）：タンパク質や細胞を測定のためにターゲット認識ペプチドと電子伝達性ペプチドとを
組み合わせた測定システムを開発した。糖質認識タンパク質と糖タンパク質との複合体形成と電子伝達性擬似糖
質ペプチドを用いることでタンパク質の検出も実現した。このコンセプトに基づき細胞表面の糖鎖または糖鎖レ
セプタとタンパク質、ペプチドプローブを利用してヒト骨髄性白血病細胞とヒト肝臓ガン細胞の定量を可能とし
た。His-tag/電子伝達性ペプチド導入糖タンパク質も合成し、糖質認識タンパク質をセンシングした。ペプチド
修飾タンパク質はターゲットタンパク質の検出プローブとして構造が単純でありタンパク質間結合の評価に応用
できる。

研究成果の概要（英文）：Electrochemical measurement systems were developed for detection of protein 
and cell using the target-recognition/electron-transfer peptides. The sensing of carbohydrate- 
recognition protein or glycoprotein was achieved due to the interaction between protein and an 
electron-transfer carbohydrate-mimetic peptides. Based on this concept, the measurements of human 
liver cancer and human myeloid leukemia cells were performed using the carbohydrate chain or 
carbohydrate chain-receptor on cell surface, peptide and protein. His-tag/electron-transfer 
peptides- modified glycoprotein was also synthesized to measure carbohydrate-recognition protein. 
The protein as a sensing probe of the target protein consisted of simple structure and could be 
applied to the evaluation of the interaction between proteins.

研究分野：分析化学

キーワード： 電子伝達性ペプチド　Asialofetuin　His-tag　擬似糖質ペプチド　ガラクトース認識タンパク質　Cyto
seinsing 　Apoptosis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質や細胞を電気化学的センシングのために考案されたペプチドプローブはのすべてがアミノ酸残基から
構成されている。そのため、生体試料の測定に有利であり環境負荷が小さいという特性を有する。また、特定の
アミノ酸配列を組み込んだタンパク質を発現させることで電子伝達性タンパク質をデザインすることができる。
従って、電子伝達性タンパク質はライフサイエンス、エンジニアリングにおいて高い波及効果をもち、蛍光タン
パク質に匹敵する優れたタンパク質プローブとなる。



１．研究開始当初の背景 
現在、多様なペプチドプローブがデザインされつつあり生命科学、医療、食品分野に大きく
貢献している。例えば、タンパク質をモニタリングするために、蛍光物質修飾ペプチドが考
案され、バイオイメージグをも可能とするプローブとなっている。また、表面プラズモン共
鳴法、LC-MS/MS や NMR 測定を用いたタンパク質-ペプチド間相互作用の解析も多面的に展開さ
れている。電気分析化学的分野におけるペプチドプローブが用いられた研究としては、電極
応答を示す化合物で標識したプローブが報告されている。ペプチドプローブの redox 応答の
変化に基づいてタンパク質を検出する研究は、簡便で低コストであることからさらなる発展
が望まれている。このような背景から、申請者の独自のアイディアとして“電子伝達性チロ
シンリッチペプチドにオボアルブミン(OVA)認識ペプチドを結合させた一体型ペプチドを構
築することとした。その結果、 OVA とプローブの均一反応において結合定数を算出するとと
もに、10-12 M レベルの OVA のセンシングに成功している。一方、“擬似細胞とみなした糖鎖修
飾磁性ビーズ”や“ヒト組織球性リンパ腫・マクロファージ由来細胞”を対象に、それらの
表面で起こるタンパク質-糖鎖間結合を利用して擬似細胞および細胞のセンシングを可能と
してきた。測定原理は、redox 応答を示す化合物を糖鎖に修飾したセンシングプローブを作製
し、“ビーズあるいは細胞表面の糖鎖”と“センシングプローブの糖鎖”とを特定のタンパ
ク質に競争させるという概念の上に成り立っている。以上、申請者は蓄積した成果および技
術をベースに電子伝達性アミノ酸配列を組み入れたプローブとツールを巧みにいかし、タン
パク質の検出、細胞のセンシングあるいは細胞表面に発現するレセプタのモニタリングを実
施するという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、タンパク質や細胞の検出を可能とする“電子伝達性アミノ酸配列”を組み
込んだプローブを構築することである。そのプローブは“分子認識/電子伝達性”、“細胞膜透
過性/アポトーシス誘起/電子伝達性”から成るペプチドである。測定原理は、ターゲットと
の相互作用から引き起こされる電子伝達部の応答変化に基づく。また、“磁性ビーズ”にペプ
チドやタンパク質を固定したツールを使って、ターゲットタンパク質を測定する。さらに、“分
子認識/電子伝達性ペプチド修飾タンパク質”、“電子伝達性タンパク質”をプローブとしバイ
オマーカーとなるタンパク質のセンシングを実現する。“電子伝達性タンパク質発現”の試み
は、革新的な取り組みであり蛍光タンパク質に匹敵する優れたプローブとなる。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞透過性/アポトーシス誘起/電子伝達性ペプチドプローブによるヒトリンパ腫由来細
胞(U937 細胞)のセンシングシステムをデザインする。オリゴアルギニンは細胞膜透過性ペプ
チドであり、オリゴチロシンにシステイン残基を結合させた Y4C は“フェノール性水酸基に基
づいた酸化応答”を示す電子伝達性ペプチドである。最初に、細胞膜透過性ペプチドを Y4C に
結合させ、U937 細胞に対する膜透過性を電気化学的に評価する。その際には、N 末端側に連
続したアルギニン残基(R)を2残基ずつ増加させY4Cの電極応答に対する効果を明らかにする。
ペプチドプローブの U937 細胞に対する膜透過性は R 残基数の増加にともない向上するため、
電極応答の変化を考慮して膜透過性部位である Rの個数を決定する。次に、細胞透過性/アポ
トーシス誘起ペプチドとして知られるプロテグリン 1(RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2)の N-末端側
の”GG”を RR”に置き換える。このペプチドは単独の分子認識ペプチドに比較して高い透過
性をもっていることが予想されており、“より低濃度、短時間での U937 細胞のアポトーシス”
を誘起する。従って、この概念は“がん細胞に関するドラックデリバリーの新しい電気化学
的評価法”となる。 
 
(2) アミノ基修飾磁性ビーズの架橋剤を介してタンパク質と相互作用をもつ分子認識/電子
伝達性ペプチド-磁性ビーズを設計する。ターゲットタンパク質のセンシングは分子認識ペプ
チドとの相互作用が引き起こす電子伝達性ペプチドの酸化応答の変化により達成される。 
“分子認識/電子伝達性ペプチド－磁性ビーズは、ビーズ表面へのタンパク質－ペプチド間結
合によりタンパク質を濃縮する可能性をもつ。従って、タンパク質センシングの感度の向上
が予期される。さらに、ビーズの再生を行うために尿素をなど用いてタンパク質を除去し、
繰り返しのタンパク質の濃縮機能を評価する。ターゲットとしては、OVA を選択し、分子認識
ペプチド(RNRCKGTDVQAW)に電子伝達性ペプチド(Y4C)を結合させペプチドプローブとする。ビ
ーズにペプチドを固定化する際には、架橋剤の種類やビーズの粒径についての効果を明らか
にする。 
 
(3) 電子伝達性擬似糖質ペプチドを構築しタンパク質のセンシングを実施する。このペプチ
ドはターゲットタンパク質を分子認識するために機能と電極応答を示す機能をあわせもって
おり、ラベルフリーなペプチドプローブとなる。ペプチドの基本的な配列はチロシン残基か
ら構成されておりオリゴチロシンの C-末端にシステイン残基を導入したペンタ‐、ヘキサペ
プチドである。そして、オリゴチロシンの構造の一部をチロシン残基からアラニンまたはセ
リンに置換したペプチドも合成し、ターゲットタンパク質に対する結合力および測定感度を



評価する。本システムで使用する電子伝達性擬似糖質ペプチドはガラクトース認識タンパク
質と結合するため、大豆由来レクチン(Soybean agglutinin :SBA)をモデルとする。 
 
(4) 細胞センシングのための電子伝達性擬似糖質ペプチドプローブを開発する。この測定シス
テムでは糖質認識タンパク質として上記で用いた SBA、電子伝達性擬似糖質ペプチド(Y4C)そし
て 糖鎖末端にガラクトース残基を有するアシアロフェツイン(ASF)に着目する。その測定原理
はそして SBA と ASF の相互作用に基づく。糖鎖末端にガラクトース残基を有する細胞をセンシ
ングする場合、SBA に対して細胞のガラクトース残基と Y4C との競争反応を用いる。すなわち、
Y4C の電流値は細胞数に依存して増加することが予想されターゲット細胞が検出される。一方
で、ASF レセプタを表面にもつ細胞では、ASF と Y4C、ターゲット細胞をインキュベーションす
る。その際には、細胞数の増加にともなって ASF と Y4C のレセプタへの取り込みにより電流値
が減少するためターゲット細胞が検出される。また、この測定システムは ASF レセプタの解析
法としても期待できる。 
 
(5) His タグ/電子伝達性ペプチドを修飾したプローブタンパク質を用いて、ターゲットタンパ
ク質を測定する。プローブタンパク質を ASF、ターゲットタンパク質を SBA とする。加えて、
ASF における導入ペプチド数やペプチドの結合部位に関しての解析を行う。タンパク質に対す
るペプチド結合数についてはマトリックス支援レーザー脱離イオン化法による質量分析により
測定を実施する。タンパク質への結合部位に関してはリシン-N プロテアーゼやなどを用いたペ
プチドフラグメントに切断した後、質量分析によりその同定を行うものである。さらには、ASF
と SBA との相互作用を電気化学的に評価することも視野に入れる。 
 
 
４．研究成果 
(1) 一連の細胞膜透過性/アポトーシス誘起/電子伝達性ペプチドを合成し、電子伝達性ペプチ
ドの電流値の変化からヒトリンパ腫由来細胞(U937 細胞)のセンシングを行うための新たな測
定システムを考案した。ペプチドの細胞膜透過性に関与する R残基数を変化させたところ、残
基数が増加すると電流値は減少し電位が正側にシフトした。その理由は、アルギニン残基によ
りペプチドの親水性が増加し、電極への吸着が抑制されチロシン残基の酸化応答が低下したと
考えられる。R2では細胞透過性は見られず、R6と R8では細胞膜を透過するものであり細胞のあ
るなしの電流値の比が 50％程度になった。また、細胞膜透過性/アポトーシス誘起ペプチドで
あるプロテグリン-1に電子伝伝達ペプチドを C-末端に修飾したペプチドでは、細胞とインキュ
ベーションすることで電流値の低下が観察された。それゆえ、作製した多機能性ペプチドは
U937 細胞表面を選択的透過しすることがわかる。さらに、プロテグリン-1 の配列の一部をグリ
シンからアルギニン残基に置換したペプチドプローブでは細胞膜透過性が向上しており、U937
細胞をより高感度に検出することができた。蛍光試薬を用い細胞数をカウントしたところ、プ
ロテグリン-1 に比較してプロテグリン-1 の配列を変更したプローブでは生細胞はさらに減少
しておりアポトーシスを促進することが明確となった。このように本ペプチド配列は抗がん剤
としての働きを有しており、ドラッグデリバリーとしての応用が期待されペプチドの細胞膜透
過性の評価法としても有用である。 
 
(2) 電気化学的手法を用いて OVA を検出するために OVA-分子認識/電子伝達性ペプチドを合成
しマイクロ磁性ビーズに固定化したツールを設計した。そのねらいとしては、OVA を固定化し
たペプチドとの相互作用に基づき OVA を濃縮し高感度化をはかり、ペプチド修飾ビーズの再生
利用を行うことであった。その結果、 ビーズ表面上では電子伝達性ペプチドが修飾されている
ため電極表面と接触することで酸化応答が得られることを明確となった。OVA を共存させると、
OVA がペプチド修飾ビーズに濃縮されることで、ペプチドの酸化応答が変化し 10－13 M レベルの
OVA の検出が達成された。一方、濃縮された OVA をタンパク質変性剤で処理することで除去さ
れたためビーズの再利用が可能となった。また、OVA を添加した血清において添加回収実験を
行ったところマトリックスからの影響を受けにくく簡便で優れた OVA 検出ツールを構築するこ
とができた。 
 
(3) ガラクトース認識タンパク質の電気化学的センシングを実現するために、電子伝達性擬似
糖質ペプチドを考案した。磁性ビーズに架橋剤を用いてチロシン残基を 4残基とシシテイン残
基から成るペンタペプチドを固定化したツールで SBA のセンシングに対して高機能性を示すこ
とを明らかにした。この磁性ビーズは SBA を効果的に濃縮することができ、再生可能なツール
として実用的であった。それゆえ、考案した電気化学的測定システムはガラクトース認識タン
パク質のシンプルで簡便な測定手法となるものである。アラニン、セリン残基を含むペプチド
の性質としては、チロシン残基から成るペプチドに比較して親水性を向上させビーズへのペプ
チドの固定化量を増加させる結果となった。しかしながら、その導入位置によってシステイン
残基とチロシン残基を分断することで測定感度を低下させた。そのため、システイン残基とチ
ロシン残基との相互作用が電子伝達性擬似糖質ペプチドの機能に大きく影響することが明らか
となった。 



 
(4) 細胞を簡便かつ低コストにセンシングするために、電子伝達性擬似糖質ペプチドと糖質認
識タンパク質または糖タンパク質を利用した電気化学的測定システムを提案した。先に述べた
測定原理にしたがって、ガラクトースを糖鎖の末端にもつヒト骨髄性白血病細胞(K562 細胞)の
検出を試みた。SBA のガラクトース結合サイトに K562 細胞表面のガラクトース残基と Y4C との
競争反応によりペプチドに起因する電流値が変化するため、100 個/ml オーダーでのセンシング
が可能となった。次に、ASF レセプタが細胞表面に存在するヒト肝臓ガン細胞(HepG2 細胞)の
センシングを実施した。 ASF、Y4C と HepG2 細胞とをインキュベーションした後、Y4C の電極応
答を計測することで 50個/ml HepG2 細胞の定量が可能となった。加えて、ASF レセプタの存在
数も見積もることができた。本電気化学的システムによって得られた値は ELISA 法による測定
値と一致しており上記目的を達成されている。それゆえ、本システムは、汎用性の高いコスト
エフェクチィブな細胞センシング法である。 
 
(5) ASF に H6Y4C/電子伝達性ペプチドを導入したプローブタンパク質を考案して、ターゲット
タンパク質であるSBAとの相互作用の電気化学的モニタリングしSBAのセンシングを実現した。
プロ―ブタンパク質としては、ASF の N-末端あるいはリジン残基に His タグ―電子伝達性ペプ
チドを修飾した。His-タグ/電子伝達性ペプチドの N-末端はアセチル化されており縮合により
ペプチドは ASF に修飾されている。先の ASF と SBA との複合体形成により、H6Y4C 部位が SBA に
よって被覆されるため電極応答が抑制される。それゆえ、電流値の減少を記録することによっ
て SBA を測定できることを見出した。 
次に、H6Y4C/電子伝達性ペプチドを導入したプローブタンパク質における ASF へのペプチド
の修飾数とタンパク質における修飾位置に関する研究を行った。マトリックス支援レーザー脱
離イオン化法による質量分析の結果、ペプチド 1分子程度の質量数のシフトが観察されており、
複数のペプチドはタンパク質に修飾されていないことを明らかとした。さらに、ASF へのペプ
チドの導入位置を解析するためプロテアーゼでペプチドフラグメントに切断した。LC-MS/MS で
の測定によって、タンパク質の N-末端に結合している可能性が示唆されている。本研究で提案
するペプチド修飾タンパク質はターゲットタンパク質のセンシングフローブとして簡単な構造
をとっておりタンパク質間結合の評価プローブを作製するためにコンセプトとなる。 
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