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研究成果の概要（和文）：非天然型アミノ酸の一種であるα,α-ジ置換アミノ酸を利用して、既存の細胞膜透過
性ペプチドとは異なる性質を有する膜透過性ペプチドの開発を目的に研究を行なった。ジ置換アミノ酸をペプチ
ドに導入することで、天然のアミノ酸のみからなるペプチドに比べて安定なヘリックス構造を形成できることが
明らかになった。また、α,α-ジ置換アミノ酸を含有するペプチドは、特に長時間の培養で既存の膜透過性ペプ
チドよりも高い膜透過性を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We developed cell-penetrating peptides (CPPs) having properties different 
from the well-known 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 helical 
structures compared to the peptides composed of natural amino acids. The dAAs-containing peptides 
showed high cell-penetrating ability compared to conventional CPPs especially in the longer 
incubation time.

研究分野： ペプチド化学

キーワード： 非天然型アミノ酸　ペプチド　二次構造解析　膜透過性ペプチド　ヘリックス構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
α,α-ジ置換アミノ酸は、含有ペプチドの二次構造の安定性を向上させる、生体内の加水分解酵素に対するの安
定性を増加させる、などの天然のアミノ酸にはない特徴を有している。ペプチド創薬においてはこれらの安定性
が重要であり、今回長時間の培養で高い膜透過性を示すペプチドを作成できたことは、これからの膜透過性ペプ
チドの創薬研究において重要な知見として利用できるものと考えている。



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-アミノ酸から構成されるオリゴペプチドは、アミノ酸自由度の高さのために安定な

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かった。これらの問題を解決するシステムとして、非天然型アミノ酸の利

用が近年注目を集めており、,-ジ置換アミノ酸もその一つである。 

, -ジ置換アミノ酸：ジ置換アミノ酸は天然の

-アミノ酸の位の水素をアルキル基で置換したア

ミノ酸であり、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。また、

-メチル化ならびに環状ジ置換アミノをペプチドに

導入すると、比較的短鎖のペプチドでも二次構造制

御が可能となり、通常の-ヘリックスと比べてより

密な螺旋構造である 310-ヘリックス構造をとるこ

とが知られている。 

(2) 膜透過性ペプチド：HIV-1 Tatタンパク質(Cell 1988, 1189)などに由来するペプチド配列や、

アルギニンのみから成るオリゴペプチド(J. Biol. Chem. 2001, 5836)を用いることで、通常は細胞

膜を透過できないタンパク質や薬物などを細胞内に導入することができる。この物質輸送能か

ら膜透過性ペプチドは DDS キャリアとしての応用も期待されるが、既存の膜透過性ペプチドの

大半は 10量体以上であり、比較的長鎖のオリゴマーは毒性や取り扱いにくさが問題となってい

る。 

申請者は、ジ置換アミノ酸を含む非天然型アミノ酸を利用した膜透過性ペプチドの研究を行

ってきた。ペプチド二次構造に着目した膜透過性ペプチドの開発(Bioconjugate. Chem. 2014, 

1761)、非天然型のカチオン構造を有する-アミノ酸の開発(Sci Rep. 2016, 19913)、遺伝子デリ

バリーへの応用(Bioorg. Med. Chem. 2016, 2681)の結果から、非天然型アミノ酸を用いることで、

高効率かつ持続的な膜透過性機能を有するペプチドの開発に成功している。しかしながら、ア

キラルなジ置換アミノ酸の使用によるペプチド二次構造の制御は完全ではなく、また良好な膜

透過性を示すという事実が得られている一方、その根拠についてはまだ考察が不足している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者がこれまでに従事してきた

「非天然型アミノ酸を含有する膜透過性ペプチド

の開発」と「膜透過性ペプチドの DDS キャリアへ

の応用」より得られた知見を基に、新規ジ置換ア

ミノ酸の設計とその含有ペプチドの合成、ペプチ

ド二次構造解析、膜透過性機能の評価と DDS キャ

リアとしての応用、の 3 項目により「ジ置換アミ

ノ酸の特徴を活かした膜透過性ペプチドの創製

と DDS キャリアとしての応用」を進めることを

目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究は、(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と DDS キャリアとしての応用、の 3段階により遂行した。以下
に項目に分けて記述する。 

(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 

膜透過性にはカチオン性基が重要であるといわれているため(Adv. Drug Deliv. Rev. 2008, 

598)、カチオン性基を有するジ置換アミノ酸を合成することで高い膜透過性を有するペプチ
ドの開発につなげる。ペプチド二次構造制御の観点から、ヘリカル構造を安定化する環状ジ
置換アミノ酸を始めとするカチオン性基の種類・含有数や環構造の異なるアミノ酸を数種類
合成する。また、合成したアミノ酸を含有するオリゴペプチド(3-10 量体)を液相法あるいは
固相法により合成する。膜透過性機能ならびに DDSキャリアとしての応用を評価するために
蛍光物質を導入する。 

(2) ペプチド二次構造解析 

溶液・結晶状態におけるペプチド二次構造解析を行う。またペプチドの末端にイメージン
グ用の蛍光物質を導入し、膜透過性ペプチドとしての機能評価を行う。二次構造解析により
得られた情報と膜透過性機能の評価の結果からその相関を考察し、新たなジ置換アミノ酸ペ

図 2. 本研究の目的 

図 1. ジ置換アミノ酸の特徴 



プチドの設計へとフィードバッグする。 

(3) 膜透過性機能の評価と DDS キャリアとしての応用 

合成したペプチドについて、ヒト子宮頸がん由来細胞株の HeLa 細胞並びにヒト胎児腎由来
細胞株の HEK293 細胞を用いて細胞膜透過性評価と細胞毒性評価などを行う。膜透過性を有す
るペプチドについては、タンパク質および遺伝子を運ぶ DDS キャリアとしての応用についても
検討する。 

 

４．研究成果 

(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 

新規ジ置換アミノ酸として、五員環状の側鎖に 2 つア
ミノ基を導入したジ置換アミノ酸 Ac5cdNH2、五員環状の
側鎖に 2 つグアニジノ基を導入したジ置換アミノ酸
Ac5cdGu、六員環状の側鎖に 1 つのアミノ基を導入したジ
置換アミノ酸 Ac6cNH2の 3 種類を合成し、これらのアミ
ノ酸をアルギニンと組み合わせることで、高い膜透過性
が期待できる新規膜透過性ペプチドを合成した(図 3)。こ
れらのペプチドは、細胞膜透過性を評価するためにフル
オレセインを直接結合することにより蛍光標識導入して
いる。 

また、pH などの周辺環境により蛍光強度に影響を受け

やすいフルオレセインに代わる新たな蛍光標識として
BODIPY色素の合成と構造解析も行った(Acta Cryst. 2017, 

585)。 

(2) ペプチド二次構造解析 

溶液中でのペプチド二次構造を CD スペクトルの測定により評価したところ、ジ置換アミノ
酸を含有するペプチドは、10 残基という短い鎖長でも安定したヘリカル構造を取ることが明ら
かになった。これは天然のアミノ酸であるアルギニンのみからなるペプチドがヘリカル構造を
取りづらいことと対比して、ジ置換アミノ酸にヘリカル構造を安定化させる働きがあることを
証明する結果である。 

また、溶液状態の二次構造は CD スペクトルの測定により推定することができるが、固体状
態の二次構造を X 線結晶構造解析により確認することで、その二次構造についてより正確に論
じることができる。ペプチドの X線構造解析研究の一環として、ジ置換アミノ酸と同じく非天
然型のアミノ酸である側鎖修飾したアスパラギン酸を導入したペプチドを種々合成して、ペプ
チドの X線解析用の結晶化条件の検討と構造解析を行った(Acta Cryst. 2019, 1974)。 

(3) 膜透過性機能の評価と DDSキャリアとしての応用 

 各ペプチドの細胞内取り込み量の定量の結果、アルギ
ニンのみからなるペプチドは、短時間の細胞との接触で
は大量に細胞内に取り込まれる反面、接触時間が延長す
ると著しくその取り込み量が減少していた。それに対し
て、ジ置換アミノ酸を導入したペプチドは、短時間の細
胞との接触では取り込み量が少ないものの、接触時間が
長くなるにつれて細胞内への取り込み量が増加すること
が明らかになった。ジ置換アミノ酸を含有することで、
ペプチドの加水分解酵素などへの抵抗性が向上し、長時
間の細胞との接触において継続的に細胞内に取り込まれ
たのではないかと考えている。 

共焦点顕微鏡で細胞内でのペプチドの局在場所について確認したところ、リソソームやエン
ドソームと共局在しており、取り込み経路はエンドサイトーシスによるものであると推察され
た。詳細については取り込み阻害剤などを用いて検討中である。 

細胞毒性については、ジ置換アミノ酸を含有するペプチドは、細胞膜透過性評価や共焦点顕
微鏡観察を行った範囲では、細胞増殖の抑制や細胞障害性は認められなかった。 

以上の結果から、長時間の細胞との接触の際に特に有用である細胞膜透過性ペプチドが開発
できた。今後この特徴を活かして DDS キャリアとしての応用について検討を進める。 
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