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研究成果の概要（和文）：化学合成した 3 重らせんペプチドの、マウスあるいはラットにお

ける体内動態を解析した。その結果、3 重らせん構造がプロテアーゼによる分解に強く抵

抗することが分かった。また、コラーゲン様 3 重らせんペプチドは、未変化体として高い

尿排泄性を示した。これらのことから、コラーゲン様 3 重らせんペプチドが、新しいタイ

プのドラッグデリバリーシステム（DDS）用キャリアー分子として応用可能であることが

示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The pharmacokinetics of synthetic collagen-like triple-helical 

peptides in mice and rats were investigated. The peptides were found to be stable in the 

bloodstream and efficiently excreted in urine as the intact forms. The triple-helical 

peptides were shown to have a potential to be utilized as novel-type drug carriers. 
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１．研究開始当初の背景 

 これまでコラーゲンペプチドの研究を行
なってきた小出（研究代表者）と、薬物動態
を専門とする安井（分担者）は、静脈注射し
たコラーゲン様 3 重らせんペプチドが、ペプ
チド性分子としては非常に長い血中半減期
（10～12 時間）と低い組織移行性（おそら
く血小板に結合して血液部に分布している
と考えられる）を示すという、これまでのペ
プチド性分子には見られなかった新知見を

得た。 

不溶性コラーゲンのバイオマテリアルと
しての利用は国内外で数多く知られている
が、可溶性のコラーゲン様 3 重らせんペプチ
ドを薬物として利用する研究はこれまでに
なかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、コラーゲン様 3 重らせん構造を
特徴とする化学合成ペプチドを、新しいタイ
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プのドラッグデリバリーシステム（DDS）用
キャリアー分子として利用することを目指
して行った。この研究は、コラーゲン様 3 重
らせん型ペプチドの、①プロテアーゼによる
消化分解に対する抵抗性、②低い免疫原性に
よる高い安全性、③アミド結合を介した機能
性分子・薬物のコンジュゲート化といった汎
用性に着目した萌芽的な薬学研究である。 

本課題においては、独自にデザイン・化学
合成した 3 重らせん型ペプチドを、ラットお
よびマウスに投与し、その体内での安定性お
よび吸収・分布・代謝・排泄といった体内動
態に関する基礎的情報を収集することとし
た。さらに、機能性や薬効を付与したペプチ
ドをデザイン・合成して、その医療応用への
ポテンシャルを探った。 

 

３．研究の方法 

（１）ペプチドの合成、精製、構造確認、お
よびコンフォメーション 

 ペプチドは Fmoc 型固相法により合成し、
逆相 HPLC により精製後、MALDI-TOF 型
質量分析計により目的物の構造であること
を確認した。また円偏光二色性スペクトルを
もちいて体温（37℃）におけるペプチドのコ
ンフォメーションを確認した。低分子薬物と
のコンジュゲート化体についても、同様の構
造確認およびコンフォメーションの確認を
行った。 

（２）投与および生体サンプルの採取 

健常マウスあるいはラットに経静脈的に
ペプチドを投与し、採尿ケージを用いて一定
時間蓄尿した。また、必要に応じて血液を採
取した。 

（３）生体サンプルからのペプチドの定量 

尿中ペプチドの定量は、18O あるいは 14N

にて安定同位体標識したペプチドを内部標
準として用い MALDI-TOF 型質量分析計に
より行った。血液中のペプチドは、遠心分離
して得た血漿を除タンパク後に HPLC- UV

法により定量した。また、蛍光基あるいはス
ピンプローブとペプチドとのコンジュゲー
ト化体については、それぞれ HPLC-蛍光法
および X-band 電子スピン共鳴(ESR)装置を
もちいて定量した。 
 
４．研究成果 
(１)コラーゲン様ペプチドが高い尿排泄性
を示すための構造要件 
 体 温 で ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 で あ る
(Pro-Pro-Gly)10および(Pro-Hyp-Gly)5をラッ
トに経静脈投与した場合、未変化体は尿中か
ら検出されなかった。一方、体温で 3重らせ
ん構造をとる(Pro-Hyp-Gly)10は、ほぼ定量的
に尿中に未変化体として排泄されるが、この
高い尿排泄性は、(Pro-Hyp-Gly)10中の１つの
Pro あるいは Hyp 残基をそれぞれ Asp およ

びArg残基に置換したペプチドにおいても保
持された。また、同様のペプチドの C 末端
をアミド化しても、その尿排泄性にはほとん
ど影響を及ぼさなかった。これらのことから、
各鎖 30-mer 程度の 3 重らせんペプチドの尿
排泄性は、軽微な正・負電荷の付与および末
端の化学修飾により大きく変化しないこと
が明らかとなった（表および図１）。 
また、ヒト血清中での in vitro 安定性の試

験から、コラーゲン様 3重らせん構造を持つ
ペプチドがプロテアーゼによる消化に強く
抵抗することが分かった（半減期＞1 日、図
２）。 
 
表 種々のコラーゲン様ペプチドの構造と
体温でのコンフォメーション 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 種々のコラーゲン様ペプチドの尿排
泄率（20 ug/ラット, 24 hr 蓄尿） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ コラーゲン様ペプチドのヒト血清中
での安定性 
 
(２)コラーゲン様ペプチドとのコンジュゲ
ート化による低分子量モデル薬物の動態特
性の改変 
 スピンプローブとして用いられる Proxyl
をモデル薬物として、コラーゲン様 3重らせ



 

 

んペプチドの薬物担体としての応用可能性
について検討した。マウスに経静脈投与した
低分子量の Carbamoyl-proxyl の尿排泄率は
10％以下であった。一方、コラーゲン様 3 重
らせんペプチドとコンジュゲート化した
Proxyl は、ほぼ定量的に尿中に排泄された。
この効果はペプチドの 3重らせん構造依存的
であり、体温でランダムコイル構造であるペ
プチドとコンジュゲートした場合には、
Proxyl は高い尿排泄率を獲得しえなかった
（図３）。 

また、蛍光物質であるフルオレセインをコ
ンジュゲート化した場合にも、同様の傾向が
観察された。以上のことから、コラーゲン様
３重らせんペプチドは、単体では組織移行性
の高い低分子量薬物の動態特性を、血液指向
性、高尿排泄性へと変化させうる薬物担体と
して利用可能であると考察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ コラーゲン様ペプチドの付加による
低分子量モデル薬物 Proxyl の高尿排泄性の
獲得 
（５ nmol/マウス, 6 hr 蓄尿） 
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