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研究成果の概要（和文）：ペプチド取り込みシステムはバクテリアから高等動植物に至るまで生物全体で保存さ
れており、窒素源を高効率に獲得するために重要である。 このペプチド取り込みシステムは、8,400種類ものジ
/トリペプチドを認識できるPOTファミリーのペプチド輸送体が担っている。本研究では、ジペプチドライブラリ
ーを用いた網羅的解析によって、真核生物POTの基質多選択性を解明した。 結果として、真核生物のPOTは、ヒ
トの必須アミノ酸を高効率に取り込むための共通した性質を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Peptide uptake system is conserved across organisms from bacteria to higher 
animals and plants and is important for acquiring nitrogen resources with high efficiency. The 
molecules involved in this system are categorized into the Proton-coupled Oligopeptide Transporter 
(POT) family. POT can recognize as many as 8,400 types of di/tripeptides. In this study, we analyzed
 the substrate multispecificities of the eukariotic POTs. Eukariotic POTs were involved in the 
preferential uptake of essential amino acids in humans, which impose a biosynthesis burden on 
organisms. Moreover, an in silico POT affinity prediction models using ‘combinations of 
physicochemical compound properties’ were constructed with reasonable accuracy. Our results provide
 the POT molecular basis to develop high-absorbable peptides.

研究分野：食品化学

キーワード： ペプチド輸送体　ジペプチド　栄養素吸収

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって得られた成果は、食品ペプチドの吸収実態の理解を通じ、病中病後の経腸栄養療法への応用、ス
ポーツ用途食品の開発、高齢者や発展途上国における高効率な栄養供給法の開発等につながる。また、β-ラク
タム系抗生物質、抗がん剤、降圧薬、抗ウィルス薬等のペプチド類似構造を持つ医薬品がPOTを介して吸収され
ることが報告されていることから、医薬品開発や食薬相互作用の理解への貢献も期待できる。

※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 

（１） 生体へのペプチド取り込みシステムは微生物から高等動・植物まで全生物において保存

されており１）、高効率な窒素源の獲得に重要な役割を担っている。タンパク質の吸収形態として

ジ・トリペプチドはアミノ酸よりも高効率であるため２）、ペプチド素材はスポーツ用途食品や経

腸栄養剤として活用されている。ヒトにおいてこのペプチドの吸収を担う分子は Proton-coupled 

Oligopeptide Transporter (POT)ファミリーのペプチド輸送体である。POT は 1 つの輸送体が多数

の基質を認識する“基質多選択性”を有することが特徴である。ヒトの場合、小腸上皮に発現する

hsPEPT1 が生体への食品ペプチドの吸収を担い、腎尿細管に発現する hsPEPT2 が血中へのペプ

チドの再吸収を担う。これらペプチド輸送体はそれぞれが、その基質多選択性によって、タンパ

ク質加水分解物である 400種のジペプチドおよび 8,000種のトリペプチドを、ただ一つの基質結

合部位で認識し、輸送できる３）。 

 

（２）先行研究において我々は、ハイスループットな POT 親和性解析システムを開発すること

で、ペプチド栄養の分子基盤として重要な POTの基質多選択性を初めて解明した４）。また近年、

POTの結晶構造から基質結合ポケットを構成するアミノ酸残基の 3次元配置が明らかとなり５）、

基質認識メカニズムの解析が進められている。しかし POT の基質多選択性の全貌、および多基

質認識メカニズムについては未だ不明な点が多く残されている 

 

２．研究の目的 

（１） 生体へのペプチド取り込みシステムが種を超えて保存されていること、また少数の基

質の親和性が類似していることから、POTの基質多選択性には共通性があることが示唆されて

いる。しかし基質の数が膨大であるため、ほとんどの POTの基質多選択性は未だ不明である。

ペプチドの高効率な吸収の分子基盤を明らかとし、得られた知見を食品開発、栄養療法等へ応

用するためには、腸管に発現する PEPT1を含め、様々な POTの基質多選択性を解明すること

が不可欠である。そこで本研究では、6種類の真核生物由来 POTについて基質多選択性を解析

した。 

 

３．研究の方法 

（１）蛍光トレーサー基質を用いた POT親和性の解析 Saccharomyces cerevisiae (BY4742-ptr2Δ

株)を宿主として、出芽酵母（scPtr2p）、ヒト（hsPEPT2）、シロイヌナズナ（atNPF8.2）、線虫

（cePEPT1）、カンジダ酵母（caPTR2）、枯草菌（bsYclF）由来 POTの発現細胞を構築した。POT

を発現させた後、細胞をアッセイ用緩衝液（150 mM 塩化ナトリウムを含む 50 mM リン酸ナト

リウム緩衝液（pH 6.0））で洗浄し、トレーサー基質（Ala-Lys(AMCA)）と解析対象のペプチド

を添加し、30℃で 1時間インキュベートした。トレーサー基質を取り込んだ細胞はアッセイ用緩

衝液で 3回洗浄後、励起波長 355 nmにおける 460 nmの蛍光強度を測定した。解析対象基質の

POT親和性は Ki値として算出した。 

 

４．研究成果 

（１）ジペプチドライブラリーを用いた cePEPT1 の基質多選択性の解析 ジペプチドライブラ



リーを用いて cePEPT1 親和性を網羅的に解析した（図１）。合成可能な 338 種のジペプチドの

cePEPT1親和性を解析した結果、Ki値は 0.47 mM以下から 2.0 mM以上まで幅広く分布してい

た。平均的なジペプチドの Ki値は 0.41 mMであり、この値は scPtr2pや hsPEPT1での報告値と

同程度であった。網羅的な親和性解析データに基づき、高親和性ジペプチド（全体の 1/4番目ま

で）と低親和性ジペプチド（全体の 3/4番目以降）を抽出し、WebLogoプログラムによりアミノ

酸の出現頻度を解析した。高親和性グループのペプチドには芳香族アミノ酸、正電荷を有するア

ミノ酸、また分岐鎖アミノ酸が高頻度に見られた一方、低親和性グループのペプチドには負電荷

のアミノ酸が高頻度に含まれていた。いずれのグループのペプチドにおいても N末端と C末端

に含まれるアミノ酸には違いがみられなかった。本研究では、その他の POT についても同様に

ジペプチドライブラリーの網羅的解析によって基質多選択性を明らかとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）POTの多基質認識メカニズムの解析 各 POTに対して得られたジペプチドライブラリー

の網羅的解析データを用い、各種物理化学的指標を用いた重回帰分析により、POT 親和性を予

測する機械学習モデルを構築した（図２）。このモデルは、ジペプチド全体を一つの化合物とし

て捉え、“各空間座標における物理化学的指標の総和”をアルゴリズムとする in silico基質親和性

予測モデルである。結果として、cePEPT1 の場合、pKa、ALogP、Molecular_SurfaceArea、Num 

AliphaticDoubleBonds に代表される指標の組み合わせによって構築されたモデルにより、88.3%

の高精度でジペプチド親和性を予測できることが示された。その他の真核生物 POT である

caPTR2、scPtr2p、atNPF8.2、hsPEPT2においても、同様の物理化学的指標の組み合わせが選ばれ、

予測精度はそれぞれ 89.4%、94.5%、89.4%、87.9%であった。このことから、真核生物 POTの他

基質認識メカニズムは種を超えて保存されていることが示唆された。 

 

（３）POT の基質多選択性の生物学的意義 6 種類の POT の基質多選択性解析の結果から、真

核生物 POT は芳香族・分岐鎖・塩基性アミノ酸をジペプチド形態で高効率に取り込む共通した

性質をもつことが示唆された。これらのアミノ酸は生合成に多段階の酵素反応が要求されるた

め、一般に生体にとって価値が高く、多くの動物において外界からの摂取が不可欠な必須アミノ

酸となっている。一方で酸性アミノ酸は TCAサイクルから少ないステップで生合成できるため、

外界から吸収する必要性は比較的少ないと考えらる。POT の基質多選択性が生体におけるアミ

図１ cePEPT1 の基質多選択性 A) ジペプチドライブラリーの網羅的解析データ。赤が濃いセルのジペプチドほど親和性が高いことを

示す。B) cePEPT1 親和性の分布。C) 高・低親和性ジペプチドに含まれるアミノ酸残基の出現頻度 



ノ酸の摂取価値と対応していることは生物学的に理にかなっており、大変興味深い。 

 

以上のように、本研究により、真核生物POTの基質多選択性はヒト必須アミノ酸のような生合

成の困難なアミノ酸を取り込む仕組みとして高度に保存されていることが明らかとなった。得

られた知見は、スポーツ用途食品や経腸栄養剤など、ペプチド栄養を活用する食品の開発、ま

た微生物の発酵基材、植物用肥料など幅広い分野に応用が期待できる。 
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