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研究成果の概要： 
パルミチン酸と GPCR 細胞内ループ領域ペプチドのハイブリッド分子であるペプデューシンの

膜透過機構の解明をめざした分子プローブの設計、合成および評価を行った。光切断とＦＲＥ

Ｔ蛍光クエンチングシステムを組み込んだモデルペプチドは、光照射による結合切断により、

任意のタイミングで蛍光を復活させることができ、ペプデューシンの膜透過機構の解明に向け

た有用なツールとなることが明らかとなった。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
細胞膜は, 細胞の内外を隔てるのみならず, 
様々な輸送系や情報伝達システムを有し, 外
界とのインターフェースとして細胞の機能
に重要な役割を果たしている。物質の細胞内
送達を行うために様々なシステムが考案さ
れているが,今回申請者は G 蛋白共役型受容
体（GPCR）モジュレーターである pepducin
の細胞膜透過メカニズムに着目した。
Pepducin はパルミチン酸と GPCR 細胞内ルー

プ領域ペプチドのハイブリッド分子であり, 
細胞に投与した際, 脂質部分が細胞膜に外側
からアンカリングした後に何らかの機構に
よりペプチド部分が細胞内側に転移すると
いう非常に興味深い挙動を示す分子である
(Covic, L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
(2002) 2, 643-648)。これまでに脂質修飾によ
る膜アンカリングを利用した DDS は多く知
られているが, 細胞内に転移して膜透過する
システムについては全く例を見ない。そこで
pepducin の膜透過機構を解明することにより, 
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全く新しい細胞内動態制御システムを創製
できるものと考えた。Pepducin に関する先の
報告ではGPCR修飾活性による機能評価によ
り, ペプチド部分が細胞内に配向しているこ
とを間接的に証明するにとどまっている。
Pepducin の膜透過に重要な構造的因子（脂質
部分の構造, ペプチド部分のサイズ, 配列, 
ペプチド以外の分子の送達の可否等）を詳細
に評価し,新規細胞内送達システムを構築す
るためには, まず pepducin の機能ドメイン
（ペプチド部分）の細胞内移行を可視化する
方法論の確立が必須であり, pepducin の膜に
おける配向性の区別化が鍵となる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではpepducinの細胞内透過機構の解析
の た め に , 申 請 者 の 開 発 し た Mapoc
（4-dimethylaminophenacyloxy carbonyl）基の
フォトトリガー反応を用いた細胞内イメー
ジングシステムを考案し，細胞にダメージを
与えることなく細胞内動態を観察する。すな
わち本化合物の誘導体を光感受性のリンカ
ーとして pepducinのペプチドと脂質の間に挿
入し，さらにこのときそれぞれのユニットに
蛍光団を配することにより蛍光共鳴エネル
ギー移動（FRET）を用いた細胞内動態イメー
ジングプローブを合成する。 
 
３．研究の方法 
 
Mapoc 基の吸収極大波長は 340 nm 付近であ
るが, フェナシル基芳香環には化学修飾の余
地が残っており, 細胞を用いた実験系に高い
適合性を有する保護基とリンカーの開発を
指向して,(1);光吸収領域の長波長シフトと光
反応性の微調整を目的に, 主にフェナシル基
芳香環への化学修飾と光反応性の評価を行
う。ジメチルアミノフェナシル基のような芳
香環を介した電子の push-pull 型の化学構造
は可視光領域で励起される蛍光試薬に頻繁
に見られるモチーフであり, これを導入する
ことにより細胞への影響をほぼ無視できる
500 nm 付近の光照射による切断が期待され
る。また,(2);新規光感受性リンカーの開発と
固相コンビナトリアル合成への応用を視野
に入れた固相反応, 固相合成への適用を行う。
(3);(2)で開発したリンカーを活用し, pepducin
機能ドメインの細胞内移行の可視化と
pepducin 膜透過モデルに基づく新規細胞内分
子送達システム（ベクター）を構築する。具
体的には光感受性リンカーと蛍光クエンチ
システムを pepducin に組み込むことにより
pepducin の膜透過を可視化するプローブを作
成する。本プローブを細胞に投与して光照射
により蛍光団を放出させれば、膜透過した

pepducin 由来の蛍光団のみを細胞質内に検出
することが可能である（Fig. 2, 左）。このシ
ステムを活用し, pepducin の膜配向制御に関
する構造－機能相関研究を行う。すなわち、
ベクターを構成する脂質構造とペプチド配
列を検討することによって, 化学構造に基づ
く膜透過性の差異を系統的に理解する。また, 
上記で得られたベクターのペプチド側末端
に, 光感受性リンカーを介して「積荷」であ
るペプチド, 核酸, 膜非透過性化合物などを
結合させた分子をデザイン, 合成する。ここ
で,「積荷」として許容されるサイズや性質に
関する情報を収集し, pepducin と光感受性リ
ンカーを用いた膜非透過性薬物の送達/細胞
内分布制御の一般性を検証する。 
 
４．研究成果 
 
1）FRET クエンチングシステムを組み込んだ
モデルペプチドの合成と評価 

光照射による光感受性リンカーの開裂に
依存したフルオレセイン蛍光の放出を検証
する目的で o-ニトロベンジル型光感受性リ
ンカーを用いた FRET モデルペプチドの合
成を行った。クロロトリチル樹脂上に保護ペ
プチド鎖(5 残基)を Fmoc 法にて構築後、別
途 合 成 し た 側 鎖 に Dabcyl を 有 す る
Fmoc-Lys(Dabcyl)-OH、o-ニトロベンジル型
光感受性リンカー、フルオレセインの順に縮
合を行なった。その後、樹脂を 95%TFA で処
理し、側鎖保護基の脱保護と樹脂からの切り
出しを行い、逆相 HPLC で精製することによ
り目的のモデルペプチドを得た。本モデルペ
プチドに光照射(hn>300 nm)したところ、１
５分以内にほぼ定量的に光切断反応が進行
した。一方でフルオレセインの蛍光強度は光
照射により増大するものの、光照射５分以降
に時間依存的に減少することが明らかとな
った。これは光照射によるフルオレセインの
分解が一部進行するためであると考えられ
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Figure 1



 

 

る。現在、上記の蛍光クエンチングシステム
を PAR1 (protease- activated receptor-1) の細胞
内 第 3 ル ー プ ペ プ チ ド
(RCLSSSAVANRSKKSRAL)とパルミチン酸
からなる pepducinに組み込んだペプチドの合
成を行っている。 

 
２）フェナシル基を基盤とする新規光感受性
リンカーの合成と評価 

以前の研究より, フェナシル型光感受性保
護基はケトンa位に生ずるラジカルの安定化
が脱保護速度を加速させることが明らかに
なっているため、電子供与性基の導入により

脱保護速度の加速も同時に期待される。そこ
で、ジメチルアミノフェナシル型光感受性リ
ンカーの光切断効率の向上をめざし、フェナ
シル基芳香環への電子供与性基の導入や縮
環構造での置換を行い、その光反応性を評価

した。 
光切断反応の基質となるフェナシルエス

テル 4a-4d は、対応するアセトフェノン 1 の
臭素化とジエチルホスファイトで処理する
ことにより得られるモノブロモ体のエステ
ル化反応により調整した。4a-4 はエタノール
中、100W 高圧水銀ランプを用いて光照射を
行い、放出される Cbz-Gly-OH を指標に各化
合物の光反応性を評価した。 

4-ジメチルアミノフェニル基を有する化合
物 4aは 30分以内に高収率でCbz-Gly-OHを
放出したものの 6-ジメチルアミノナフチル
基、または 3-メトキシ-4-ジメチルアミノフェ
ニル基を有する化合物は反応性が低く
Cbz-Gly-OH の収率は 4b で 30 分後に 53%、
4c で 60 分後に 65%であった。一方で、4d
は 60 分光照射後でも全く切断反応が進行し
なかった。今回の条件では既知のジメチルア
ミノフェナシル型のリンカーより切断速度
の優れたリンカーを見出すことはできなか
ったが、これら化合物の反応性の差は化合物
ごとのlmax の差異に起因する可能性も考え
られるため、今後は、より長波長の光を用い
た光切断反応による評価を行う予定である。 
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