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研究成果の概要（和文）：非天然型アミノ酸の一つであるα,α-ジ置換アミノ酸を利用した膜透過性ペプチドの
開発を目的に研究を行なった。α,α-ジ置換アミノ酸をペプチドに導入することでペプチドは水中においても安
定なヘリックス構造を形成した。また、α,α-ジ置換アミノ酸含有ペプチドは既存の膜透過性ペプチドよりも高
い機能を示し、高効率な遺伝子デリバリーにも成功した。

研究成果の概要（英文）：I developed cell-penetrating peptides (CPPs) with alpha,alpha-disubstituted 
alpha-amino acids (dAAs), which are one of the unnatural amino acids. Introduction of dAAs into the 
peptides stabilized their secondary structures as a helix even in aqueous solution. The 
dAAs-containing peptides showed high cell-penetrating ability compared to conventional CPPs and 
delivered plsmid DNA into the cultured cells efficiently.

研究分野： 創薬化学

キーワード： ペプチド　ドラッグデリバリーシステム　非天然型アミノ酸　コンフォメーション

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 天然のα-アミノ酸から構成されるオリゴ
ペプチドは、アミノ酸自由度の多さのために
安定な二次構造をとることが難しく、創薬研
究や生体機能解明のためのツールとして必
ずしも良好な結果が得られていない。この問
題点を解決するシステムとして、アミノ酸の
自由度を制限し、一定のペプチド二次構造を
とることができる非天然型アミノ酸に注目
が集まっており、α,α-ジ置換アミノ酸（以
下、ジ置換アミノ酸）もその一つである。 

 (1)ジ置換アミノ酸：ジ置換アミノ酸は図 1
に示すような特性を有していることから、創
薬ツールとして期待されている。申請者はこ
れまでに、光学活性ジ置換アミノ酸の不斉合
成法ならびに新規ジ置換アミノ酸の合成法
を開発してきた。 

 

図１．α,α-ジ置換アミノ酸とその含有ペプチドの特性 

 
(2)ジ置換アミノ酸含有ペプチドの二次構造
と機能化：α-メチル化ならびに環状ジ置換
アミノ酸をペプチドに導入すると安定なヘ
リックス構造を形成することが明らかにな
っている。申請者は、ジ置換アミノ酸含有ペ
プチドの二次構造解析研究に従事し、ジ置換
アミノ酸含有ペプチド特有の 310-ヘリックス
構造や主鎖が伸びたプラナー構造をとるこ
とを見いだした。また、ジ置換アミノ酸の特
性を活かした生理活性ペプチドに関する報
告も多数行われている。 

(3)膜透過性ペプチド：HIV-1 Tat タンパク質
やショウジョウバエ Antp タンパク質などに
由来するペプチド配列や、アルギニン(Arg)
のみからなるオリゴペプチドは、通常は細胞
膜を透過できないタンパク質や薬剤などを
細胞内に導入することができ、膜透過性ペプ
チドと呼ばれている。また、ナノ粒子の細胞
内輸送も可能であることからドラッグデリ
バリーシステム(DDS)キャリアとしても期待
されているものの、実用化に向けては改善の
余地がある。既存の膜透過性ペプチドの大半
は 10 量体以上であり、長鎖のオリゴマーは
毒性や取り扱いにくさが問題となる。短鎖で
ペプチド二次構造の固定化が可能なジ置換
アミノ酸は、これらの点をクリアにする有力
なツールになりうる。 

(4)カチオン性高分子を用いた DDS キャリ
ア：申請者は、遺伝子キャリアの開発研究を
行う中で、細胞内の特定の環境に応答して膜
透過機能を有する新規カチオン性高分子を
見いだした。エチレンジアミンを側鎖に有す

るカチオン性高分子が低 pH に応答して膜透
過機能を発動させることを明らかにしてい
る。 
 本研究は、以上の研究背景ならびに申請者
がこれまで従事してきた研究から得られた
知見・技術より着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 膜透過性ペプチドを利用し、細胞への導入
が困難なタンパク質や薬剤を輸送する研究
が盛んに行われ、DDS キャリアとして期待さ
れている。それらの研究は、天然のタンパク
質中から発見されたオリゴペプチドを利用
したもの、既知のペプチド配列を参考にして
天然のアミノ酸を利用したものが大勢を占
める。本研究では、既存の膜透過性ペプチド
の構造にとらわれず、独自に見いだしたカチ
オン構造をベースに非天然型アミノ酸を設
計し、「膜透過性ペプチドの開発と DDS キャ
リアとしての応用」を推進する（図２）。 

 
図２．研究目的 

 
３．研究の方法 
 申請者がこれまで従事してきた「ジ置換ア
ミノ酸含有ペプチドのコンフォメーション
解析」、「遺伝子キャリアとして機能するカチ
オン性高分子の創製」より得られた知見を融
合し、(1)新規ジ置換アミノ酸の設計とその
含有ペプチドの合成、(2)ペプチド二次構造
解析、(3)膜透過性機能の評価、(4)DDS キャ
リアとしての応用、の 4項目により研究を進
める。 

(1)新規ジ置換アミノ酸の設計とその含有ペ
プチドの合成：側鎖にエチレンジアミン構造
を有するジ置換アミノ酸を合成し、その含有
ペプチドを合成する。 

(2)ペプチド二次構造解析：計算化学による
構造予測および溶液中・結晶状態での構造解
析を行う。ヘリックス、シート、ランダム構
造などのペプチド骨格に由来する二次構造
だけでなく、pH に応答した側鎖のジアミン構
造の変化についても解析を行う。 

(3)膜透過性機能の評価：蛍光標識したペプ
チドを用いて、膜透過性機能の評価を行う。 

(4)DDS キャリアとしての応用：膜透過性機能
を有することが示唆されたペプチドについ
て、タンパク質・遺伝子デリバリーが可能で
あるかを評価する。 
 
４．研究成果 



(1)ジ置換アミノ酸を含有するペプチドのコ
ンフォメーション解析 

①環状アセタールジ置換アミノ酸：水酸基を
2 つもつ鎖状ジ置換アミノ酸より、種々のア
セタール構造を有する環状ジ置換アミノ酸
の合成法を開発することに成功した。メント
ン由来のアセタール構造を有する環状ジ置
換アミノ酸を L-ロイシン(L-Leu)シークエン
スに導入したペプチドを合成して二次構造
解析を行った。FT-IR、NMR、CD 測定による溶
液中、X 線結晶構造解析による結晶状態での
構造解析を行ったところ、嵩高い置換基を有
していても環状ジ置換アミノ酸はヘリック
ス構造の安定化に寄与することが明らかに
なった。また、環状アセタールジ置換アミノ
酸を含有するペプチドがヘリックス構造を
とる一方で、酸で脱保護してジオールジ置換
アミノ酸へと誘導するとランダム構造をと
っていた。低 pH に応答してペプチド二次構
造を変化させるペプチドを構築することが
できた（図３）。 

 

図３．低 pH に応答したペプチド二次構造変化 

 

②アジド基を有する環状ジ置換アミノ酸：側
鎖に2つのアジド基を有する五員環状ジ置換
アミノ酸の合成に成功した。アジド基は
Huisgen 反応により種々のアルキンと反応し、
様々な置換基・官能基を導入することができ
た。この反応はアミノ酸のみならずヘキサホ
モペプチドにおいても可能であった（図４）。
また L-Leu やアキラルなジ置換アミノ酸から
構成されるペプチドに導入して二次構造解
析を行いHuisgen反応の前後でコンフォメー
ションが変化することが明らかになった。 

 
図４．アジド基を有する環状ジ置換アミノ酸含有ペプチ 

   ドと Huisgen 反応による側鎖構造変換 
 
③環状・鎖状ジ置換アミノ酸含有ペプチド：
プロピル基を 2 つもつ鎖状ジ置換アミノ酸
Dpgと、七員環状ジ置換アミノ酸Ac7cを L-Leu
シークエンス中に導入したオクタペプチド
を合成しペプチド二次構造解析を行った。両
ペプチドともに、溶液中・結晶状態において
同じような右巻きの 310-ヘリックス構造を形

成していた。Dpg と Ac7c の側鎖構造の違いで
は、L-Leu ペプチドの二次構造に与える影響
が小さいことが明らかになった。 

(2)膜透過性ペプチドの開発と遺伝子デリバ
リー 

①L-Arg/D-Arg ペプチド：Arg のもつ膜透過性
機能と、最も簡単な構造のジ置換アミノ酸
Aib のもつヘリックス形成能を兼ね備えたペ
プチドを設計し、その二次構造解析ならびに
膜透過機能を評価した。L-Arg と D-Arg を組
み合わせて数種類のペプチドを合成した。安
定なヘリックス構造を形成し、Arg を一方向
に配置させたペプチドが最も高い膜透過性
を示した。 

②五員環状ジ置換アミノ酸含有ペプチド：五
員環状ジ置換アミノ酸 Ac5c のヘリックス形
成能を利用した膜透過性ペプチドを設計し
た。具体的には、L-Arg を 3 残基、L-Leu と
Ac5cを合計で 6残基含む 7種類のノナペプチ
ドを合成した。CDスペクトル測定により、Ac5c
の含有量により二次構造が変化することが
明らかになった。膜透過性機能の評価では、
Ac5cを 3残基含むペプチドが最も細胞に取り
込まれていた（図５）。この理由として、Ac5c
を導入することによるペプチド血清プロテ
アーゼに対する加水分解耐性の獲得と、水溶
液中における 310-ヘリックス構造形成の相乗
効果によることが示唆された。 
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図５．五員環状ジ置換アミノ酸含有膜透過性ペプチド 
 

③Aib 含有ペプチド：L-Arg のみからなるノナ
ペプチド R9、L-Arg 6 残基とグリシン 3 残基
からなるノナペプチド(RRG)3、L-Arg 6 残基
と Aib 3残基からなるノナペプチド(RRU)3 を
合成し、膜透過性機能ならびにプラスミド
DNA (pDNA)デリバリーについて検討した。膜
透過性機能、pDNA デリバリー効率ともに R9
が最も優れていた。(RRU)3 については、ヘリ
ックス構造に固定化することで(RRG)3 と比
べると高い膜透過機能を有していたが、pDNA
デリバリー効率は R9 と比べると著しく低下
していた。 

④エチレンジアミン構造を基盤とするペプ
チド（図６）：側鎖にグアニジニルエチル
(GEt)アミン構造を有する L-Lys を合成し、そ
のペプチドの膜透過性機能ならびに pDNA デ
リバリーについて評価した。膜透過性機能は
R9 と比べると低濃度で有意に高かった。pDNA
デリバリー効率は R9 と比べると 100 倍以上
高く、市販の遺伝子導入試薬と比べても遜色
なかった。また、市販の遺伝子導入試薬が細
胞毒性を惹起する一方で、Lys(GEt)ペプチド



にはそのような毒性は見られなかった。 

 
図６．Lys(GEt)ペプチドによる pDNA デリバリー 

 

⑤ピペリジン骨格を有するジ置換アミノ酸
含有ペプチド：側鎖がピペリジンである環状
ジ置換アミノ酸ならびにその誘導体を合成
し、ジ置換アミノ酸含有ペプチドの膜透過性
機能を評価した。R9 と比べて持続性のある高
い膜透過性を示した。 

(3)タンパク質デリバリー：in vitro と in 
vivo の長所を兼ね備えたがんスフェロイド
を用いたタンパク質デリバリーの評価を行
った。共焦点顕微鏡を用いた評価により、デ
リバリーシステムによって組織浸透性が異
なることが明らかになった。本評価方法は、
膜透過性ペプチドを評価する上でも非常に
有用である。 
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