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研究成果の概要（和文）：貯蔵タンパク質であるフェリチンの水溶液中および生体膜のモデル反応場としての分
極液液界面における分子包接特性と界面反応挙動を分光電気化学的に研究した。フェリチンサブユニットと物質
の相互作用が包接に大きく寄与していることを明らかにする一方で、フェリチンが相間移動（膜透過）しないこ
とが新たな課題として浮かび上がった。この課題を、細胞膜透過性ペプチド（CPP）によって克服しようと試み
ている。また、新規CPPのε-ポリ-L-α-リジンに蛍光修飾を施すことで、その膜透過機構も解明した。

研究成果の概要（英文）：Molecular encapsulation property and interfacial reaction behavior of 
ferritin, which is a strage protein, were studied in aqueous solutions and at polarized liquid|
liquid interfaces as a model of biomembrane through the spectroelectroscopic method. The interaction
 between ferritin subunits and substances significantly contributed to the encapsulation behavior. 
On the other hand, a new problem that phase transfer (membrane permeation) of ferritin does not 
occur arose. Cell-penetrating peptides (CPP) have been used to solve this problem. The membrane 
permeation mechanism of a novel CPP, ε-poly-L-α-lysine, was elucidated through a fluorescent 
labeling.

研究分野：界面分析化学, 分光電気化学

キーワード： 液液界面　生体膜模倣界面　分光電気化学　生体関連物質　細胞膜透過性ペプチド　薬剤キャリア　分
子包接　フェリチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
限定された手法の中ではあるがフェリチンの薬剤キャリアとしての可能性を見出した。包接効率に寄与する要因
を明らかにし、モデル反応場を用いて色素を包接させることでフェリチンの界面反応機構を解析する方法論を示
すことができた。フェリチンを薬剤キャリアとして利用する際の課題を明示し、その解決法の一つとして細胞膜
透過性ペプチド（CPP）修飾を提案した。これまで未解明であったCPPの膜透過機構を分光電気化学的に明らかに
し、本来膜透過性を示さない物質の膜透過も達成した。本研究成果は、CPPやフェリチンを利用した高度なドラ
ッグデリバリーシステムの展開が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、研究が盛んに行われているドラッグデリバリーシステム（DDS）では、特にナノ粒子に
薬剤を内包させるナノ DDS 技術が注目されているが、DDS の要件を満たすナノ粒子キャリアの
開発は容易ではないうえに、体内動態を制御することは困難である。また、薬剤のスクリーニン
グに用いられている既存の方法は、薬剤の受動輸送による相間分配については評価できるもの
の、能動輸送や動的輸送過程に関する知見は得難い。 
 一方で、二種の混じり合わない電解質溶液間の界面（ITIES）は、界面電位差に依存して物質
輸送などの反応が生じる。また、リン脂質を添加することで界面に自己組織化膜が形成されるた
め生体膜モデルとして有用であり、薬剤など小分子の膜透過性評価などに利用されている。しか
し、一般的な電気化学測定法では生体高分子を対象とした場合、応答が複雑になり解析が困難で
ある。そのため、タンパク質などの生体高分子の膜反応研究に、ITIES を利用するには、実験的
な工夫が必須である。 
 これまでに研究代表者は、機能性色素や薬剤分子、生理活性物質に対する分子カプセルとして
の多分岐高分子の分子包接特性や界面反応機構を、独自の分光電気化学測定法を用いて明らか
にしてきた。そこで本研究では、生体適合性を有するナノ粒子キャリアとして、鉄の貯蔵を担う
ケージ状タンパク質であるフェリチンに着目し、蛍光色素を用いることで ITIES におけるフェ
リチンの界面反応挙動の分光電気化学解析を試みる。さらに、最近、特定の条件下で、フェリチ
ンによる難溶性薬剤の可溶化現象を見出した。本発見は、低溶解性のために投与量が制限されて
いる薬剤に対して有効である。しかし、フェリチンそのものが膜透過されないことも判明したた
め、吸収効率の改善が課題として残った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞膜透過性ペプチド（CPP）を化学修飾したフェリチンを新たに作製し、フェ
リチンの膜透過性を改善する。ITIES における CPP 修飾フェリチンの反応挙動を詳細に解析し、
CPP 修飾フェリチンの体内動態に関する基礎的知見を得る。また、溶液中におけるフェリチンと
薬剤や色素などとの相互作用を研究し、フェリチンの包接特性を明らかにする。種々の物質を内
包した CPP 修飾フェリチンの界面反応機構を解明し、刺激応答性キャリアの膜反応に関する知
見を得る。生体膜透過性を飛躍的に向上させた新規の CPP 修飾フェリチンの界面反応機構と包
接特性を定量的に解明・制御することで、高機能な DDS 構築に関する知見を得ることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 フェリチンは 24個のサブユニットが集
合しケージを構成している。このケージ
構造は pH に依存して可逆的に分解・再構
築するため薬剤キャリアとして注目され
ている（図 1）。フェリチンへの薬剤の内
包については多数の研究成果が報告され
ているが、体内動態に言及しているもの
はない。本研究では、生体膜のモデル反応
場としての水｜1,2－ジクロロエタン
（DCE）界面における、フェリチンの反応
機構を電位変調蛍光（PMF）分光法を用い
て研究することで、フェリチンの体内動
態に関する基礎的知見を得た。その過程で、フェリチンの膜透過性改善の必要性が示唆されたた
め、CPP を用いて改善を試みた。すなわち、新規の CPP としてε－ポリ－L－α－リジン（εPL）
を用い、フェリチン外殻に露出しているリジン残基にクリック反応によるεPL の共有結合修飾を
試みた。また、εPL の界面（膜）反応機構についても、蛍光色素で標識化することで検討した。 
 一方で、フェリチンの分子包接特性の評価には内在する鉄の除去が必要であることが示唆さ
れたため、従来の還元剤を用いた透析によって鉄の除去を行い、アポフェリチンを作製した。ポ
ルフィリンは周辺環境（配位構造）に応じてスペクトルが鋭敏に変化する機能性色素であり、広
く 研 究 さ れ た 分 光 試 薬 で あ る 。 研 究 代 表 者 も 用 い て き た 5,10,15,20-tetrakis(4-
sulfonatophenyl)porphyrinato zinc(II) (ZnTPPS4−)を被包接分子として、アポフェリチンの分子包接
特性を吸収・蛍光スペクトル測定によって評価した。 
 
  

 

図 1 フェリチンの可逆な構造変化と薬剤内包. 



４．研究成果 
（1）ITIES におけるフェリチンの反応挙動 
 水溶液中でのフェリチンと非包接分子の相互作用を、吸収・蛍光スペクトル測定によって確認
した。被包接分子として、周辺環境に依存して蛍光強度が変化するためタンパク質のフォールデ
ィング状態の研究などに用いられる、8－アニリ
ノ－1－ナフタレンスルホン酸（ANS−）を用いた。
フェリチンケージがサブユニットに分解してい
る酸性条件下で ANS−の蛍光強度が著しく増大
し、中性付近でケージを構成しているフェリチン
共存下では蛍光強度はほとんど変化しなかった。
水｜DCE 界面における PMF 応答は、水溶液中で
フェリチンサブユニットと ANS−が相互作用して
いた酸性条件下で減少するとともに ANS−の相間
移動する電位がシフトした。これらの結果は、水
溶液中で正に帯電したフェリチンケージあるい
はフェリチンサブユニットと ANS−が効果的に静
電相互作用し形成された会合体から ANS−が界面
領域で解離し相間移動するが、これらフェリチン
化学種は界面吸着性を有するために、ANS−の相
間移動が妨げられたことを示唆している（図 2）。
注目すべきは、フェリチン自身が相間移動しない
点であり、フェリチンを薬剤キャリアとして用い
るためには改善しなければならない必須の課題
であることが明らかになった。 
 
（2）アポフェリチンの分子包接特性の定量的評価 
 内在鉄を除去したアポフェリチンを用いて、ケージ開閉過程での分子包接特性を、ZnTPPS4−を

プローブとして定量的に評価した。pH よってアポフェリチンのケージ／サブユニット構造変化

を制御した。ZnTPPS4−の濃度を固定し、アポフェリチン濃度を変化させて、Soret 帯の変化を追

跡した。その結果、アポフェリチンサブユニット 1 つに対して ZnTPPS4−が 1 分子会合すること

が明らかになり、この会合体の安定性には配位可能な中心亜鉛金属が重要な役割を担っている

ことも示された。これらの研究成果は、アポフェリチンの薬剤キャリアとしての機能を示唆する

ものである。 
 
（3）生体膜模倣界面における蛍光標識化εPL の反応挙動 
 CPP は文字通り細胞膜透過能を有するペプチドである。中でもアルギニンやリジンに富む塩

基性ペプチドはそのポリカチオン性も合わさって、不溶性と膜透過性を一挙に改善できる画期

的な CPP であり、ドラッグデリバリーシステムで注目されている。一方で、従来の CPP は精製

や付加反応が煩雑・高価であり、毒性も懸念されていた。本研究では、安価かつ無毒なεPL に着

目し、新たな CPP としてフェリチンの膜透過性改善に利用することにした。それに先立ち、εPL
の膜透過反応を詳細に研究した。生体関連色素であるカルボキシフルオレセイン（FAM）をεPL
に共有結合させ蛍光標識化し（FAM-εPL）、PMF 測定を適用した。また水｜DCE 界面にリン脂質

単分子膜を形成させ、生体膜模倣反応

場を構築した。FAM-εPL が界面吸着を

伴い相間移動することが明らかにな

り、その移動は生体膜との相互作用に

よって促進された（図 3）。また、単独

では膜透過しない FAM がεPL 修飾を

施すことで透過することも示され、

εPL の CPP としての有用性が示され

た。予想に反して、共有結合を介さず、

ポリカチオン性εPL とアニオン性

FAM の静電相互作用によるイオン会

合体は膜透過性を示さなかった。今

後、フェリチンへの修飾を試みるとと

もに、さらなるεPL の応用を目指す。 

 
図 3 蛍光ラベル化εPL の膜透過機構 

 
図 2 ITIES におけるフェリチンと

ANS−の相互作用. 
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