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研究成果の概要（和文）：従来法とは大きく異なり、蛍光色素を内封したリポソームとその分子膜を透過する分
子を用いて、酵素反応の活性を簡便かつ蛍光発光により評価できるシステムの構築を行った。本申請の課題で
は、より低い濃度で活性を有する新しい膜透過性分子を設計・合成することで、より少ない酵素量で活性評価が
行えるシステムの開発を目指した。オリゴペプチドに疎水性の置換基を導入する、あるいは従来の膜透過性ポリ
マーの化学修飾によって膜透過活性の向上を実現できた。さらに生理的に重要な酵素であるキナーゼを対象とし
た酵素活性評価を実現でき、僅か0.56マイクロリットルのサンプリング量で活性評価が可能な系を開発すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Here we developed a novel kinase assay system by using fluorescent liposome 
and membrane penetrating compounds. The newly prepared oligoarginines possessing a hydrophobic group
 and guanidinated polyallylamines showed effective translocation activities against the lipid 
membrane of the liposomes. The highly activated membrane penetrating compounds provided an effective
 kinase assay system, which needed a tiny amount of the enzyme reaction mixture, c.a. 0.56 
microliter, to achieve the fluorescence assay. 

研究分野：生物有機化学

キーワード： 酵素アッセイ　リポソーム　膜透過性分子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、高い膜透過活性を持つペプチド、高分子の合成に成功し、これらの構造と機能の解析をさらに進め
ることで、分子の細胞膜透過性に関する研究の進展に寄与し、細胞への薬物輸送などさらなる応用研究にも発展
できると期待される。また、これらの膜透過性分子を利用して、より少量の酵素反応液でその活性評価ができた
ことは、酵素活性試験の低コスト化に寄与し、医薬品開発のさらなる進展に寄与できる可能性を有している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 医薬品開発・創薬研究においては、薬理活性をもつ化合物あるいはその化合物の基本構造を
探索することが極めて重要である。薬理活性をもつ分子の中で酵素阻害剤は広く用いられてお
り、膨大な数の候補化合物の酵素阻害活性を迅速に分析することが求められている。現在、酵
素活性の評価では、基質分子を放射性同位体や蛍光色素で標識し、酵素反応後に消費された基
質を定量する手法が広く用いられているが、基質分子への標識が必要であるため操作が煩雑に
なるだけでなく、標識により酵素活性が変化する恐れもあることから、ラベルフリーな検出法
が望まれている。また酵素などの生化学試薬が高価であるために検査コストが高くなる問題も
あり、分析感度を上げ、微量のサンプルでも効果的に活性評価が行なえる酵素活性の分析手法
が求められている。 
 
２．研究の目的  
 医薬品の開発等に不可欠な酵素および酵素阻害剤の活性評価を、従来法よりも簡便、迅速か
つ高感度に行える全く新しい蛍光検出型の分析手法を開発する。ここでは、カチオン性のペプ
チドや高分子化合物がリポソームの脂質二分子膜を透過する現象を応用して、酵素反応溶液中
の基質の濃度変化を蛍光強度の変化として検出する。こうして酵素反応を可視化し、その活性
評価を容易にするラベルフリーな分析系を構築する。本研究期間内に、癌治療に役立つキナー
ゼ類など生理的に重要な酵素群の活性評価を、従来法に比べて高感度で実施できる評価系の確
立を目標とする。 
 本研究では、オリゴペプチドが細胞膜を透過する生命現象を人工的に再現し、これを酵
素活性の分析へと応用する。膜透過活性を有するペプチドや水溶性高分子と、蛍光色素を
高濃度で封入したリポソーム（蛍光性リポソーム）をそれぞれ利用する。これまでの研究
から、①カチオン性のオリゴペプチド（オリゴアルギニンなど）は、両親媒性のアニオン
分子（ドデシルホスフェイトなど）とイオンペアを作るとリポソームの脂質二分子膜を容
易に透過し、②このときリポソーム内に封入された蛍光色素が外部へ放出されて濃度消光
の解消に伴う蛍光発光を発する、ことが確認されている。さらに、③これらの膜透過性ペ
プチドの活性は系内に共存する分子の種類や濃度によって大きく変化すること、を見出し
ている。例えば、図１に示すように、アニオン性のアデノシン三リン酸（ATP)が系内に存
在すると、これがオリゴアルギニンと両親媒性アニオンとの複合化を阻害し、膜透過が抑
制される。このとき、プロテインキナーゼなど ATP を基質とする酵素反応と組み合わせる
と、酵素反応の進行に伴って ATP が減少するとともに膜透過活性が回復することによる蛍
光発光が生じる、ことになる。この仕組みを利用してプロテインキナーゼ、ヘキソキナー
ゼ、コリンエステラーゼなど、10種以上の酵素活性の蛍光検出に成功している（T. Miyatake, 
et al., JACS, 128, 1114 (2006); 宮武智弘，オレオサイエンス, 11, 39 (2011)）。 

 本申請課題においては、より低濃度で作用する膜透過性ペプチドあるいは水溶性高分子
を開発することによって、より低濃度の分子を検出できるように改良することを目的とす
る。そして、新たに開発した高活性型膜透過性分子を応用して、生理的に重要な酵素であ
るキナーゼ類を対象とした、酵素活性ならびに酵素阻害剤活性の高感度分析を達成するこ
とを目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）低濃度で機能する新規膜透過性オリゴペプチドの合成と物性 
 これまでの研究から、カチオン性のオリゴペプチドであるオリゴアルギニン類や、ポリアリ
ルアミンなどのカチオン性の高分子は、表面電荷が負である脂質二分子膜と相互作用しやすく、
またアニオン性の両親媒性分子と静電的な相互作用により複合化させると、脂質二分子膜の疎

図１．蛍光性リポソームを用いたプロテインキナーゼの検出．カチオン性の膜透過性ペプチド（オ
リゴアルギニン）は、アニオン性のリン酸基を持つ ATP と錯形成すると、その正電荷が中和され
て表面が負電荷であるリポソームに対する膜透過現象が抑制される。しかし、酵素によって ATP
のリン酸基が１つ失われると、オリゴアルギニンの膜透過活性が回復し、蛍光が観測される。 



水的な領域を通過しながら二分子膜を透過することが確認されている。そこで本研究では、オ
リゴアルギニンに疎水性の置換基を共有結合により導入することで、より低い濃度で機能する
膜透過性ペプチドの創製を目指した。ここでは、疎水性基として脂肪族のアルキル基、および
芳香族のピレニル基を結合したオリゴアルギニンを合成した。特に、アルキル基については、
その炭素数およびオリゴアルギニンのアミノ酸残基数を変えながら、その膜透過活性を系統的
に調べた。 
 まず初めに、オリゴアルギニンに共有結合を介して疎水性の置換基を導入した膜透過性分子
の合成を試みた（図２）。一般的なペプチドの固相合成法を用いてアルギニンを重合させ、その
N-末端にあるアミノ基に対して、疎水性基をもつカルボン酸を縮合させた。最後に樹脂から疎
水性基を導入したオリゴアルギニンを切り出し、高速液体クロマトグラフィーによる精製、質
量分析計による化合物の同定を経て、目的の膜透過性オリゴペプチドを合成した。ここでは、
疎水性の置換基として芳香環であるピレニル基、および炭素数が 6および 12のアルキル基を採
用するとともに、重合するアルギニン残基の数も 3～9の間で変化させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．疎水性基を持つ膜透過活性オリゴアルギニン類の構造 
 
 つぎに、水溶性の蛍光色素であるカルボキシフルオレセインを内封したリポソームを調製し、
そこに得られた膜透過性ペプチドを加え、その濃度を変化させながら、膜透過により外水相に
放出されたカルボキシフルオレセインの発光強度から、膜透過活性を調べた。 
 
（２）低濃度で機能する新規膜透過性水溶性高分子の合成と物性 
水溶性の高分子についても分子構造の改変による膜透過活性の向上を試みた。ポリアリルア
ミン（PAA）はカチオン性のアンモニウム基を有する水溶性高分子であり、両親媒性のアニオン
であるドデシルホスフェイトと錯形成することで高い膜透過性を持つことを確認済みである。
ここでは、カチオン性の置換基をアンモニウム基からグアニジウム基へと変換し、ドデシルホ
スフェイトとの錯形成能を向上させることで膜透過活性を上げることを検討した。市販の PAA
（重合度 159）に、1H-ピラゾール-1-カルボキシアミジン塩酸塩を作用させ、アミノ基をグア
ニジノ基へと変換した誘導体 GPAA を合成した。このとき、添加する 1H-ピラゾール-1-カルボ
キシアミジン塩酸塩の量、反応時間をそれぞれ調整することで、グアニジノ基の導入量を変化
させることを試みた。この合成生成物における官能基変換の割合は、NMR スペクトルより算出
した。そして、得られたポリマーに対してドデシルホスフェイトを加えて錯形成させ、その膜
透過活性を上記（１）と同様に蛍光性リポソームを用いて評価した。 

 
図３．ポリアリルアミン（PAA）のグアニジノ化反応によるグアニジノポリアリルアミン誘導体
（GPPA）の合成 
 
（３）膜透過性分子を用いた酵素ならびに酵素阻害剤の高感度分析 
 上記のように改良した膜透過性分子を用いて、酵素および酵素阻害剤の活性評価系の構築を
試みた。まず市販の酵素を使って一般的な方法で酵素反応を行い、その反応液をサンプリング
した溶液に蛍光性リポソームと膜透過性分子とをそれぞれ添加した。そして、反応液中に存在
する基質分子の濃度に呼応して膜透過の活性が変化し、蛍光発光の強度が変化する様子を、蛍



光光度計を使って観測することで、酵素活性の評価を行った。そして、できるだけ少ない酵素
溶液のサンプリング量で、その酵素の活性が評価できる系を探索した。 
  
４．研究成果 
（１）低濃度で機能する新規膜透過性オリゴペプチドの合成と物性 
 まず、ピレニル基を N末端に導入したヘキサアルギニンについてその膜透過性を検討したと
ころ、この新規に合成したペプチド誘導体は高い膜透過性を有することを確認した。対照とな
るヘキサアルギニンとピレン酪酸との１：１混合物の場合（EC50 = 78 M)と比較すると、合成
したペプチドはより低い濃度で高い膜透過性を有していることを確認した（EC50 = 28 M)。こ
のことより、共有結合を介して疎水性のピレニル基を導入することによって、より高い膜透過
活性を持つことが示された。また、疎水性基として C6ならびに C12 のアルキル基をもつヘキサ
アルギニンについても同様に検討した。すると、アルキル基の炭素数が 12 であるペプチド（EC50 
= 6.3 M)は炭素数が 6 であるペプチド（EC50 = 85 M)に比べて、より低い濃度で膜透過活性
を示すことが明らかとなった。そして、C12 のドデシル基を持つヘキサアルギニンは、対応す
るピレニル基をもつペプチドよりもその膜透過活性が高いことが示された。また、一方ドデシ
ル基をもつオリゴアルギンにおいて、そのアルギニン残基数を 3～9の間で変化させても、その
膜透過活性に大きな変化は見られなかった。以上のことから、オリゴアルギンの膜透過活性に
は、その疎水性置換基の構造が大きく影響し、よりフレキシブルかつ疎水性の強いドデシル基
が有効であることが示された。 
 
（２）低濃度で機能する新規膜透過性水溶性高分子の合成と物性 
 緩衝溶液中に PAA と 1H-ピラゾール-1-カルボキシアミジン塩酸塩を加え、pHを調製しながら
PAA のグアニジノ化を行ったところ、pH 11 において反応が適切に進行することを確認した。つ
ぎに、1H-ピラゾール-1-カルボキシアミジン塩酸塩の量と反応時間を変えながら合成を行い、
そのグアニジノ化度を NMR により解析したところ、グアニジノ化が 10～85%進行した GPAA をそ
れぞれ合成することに成功した。つぎに、得られた GPAA とドデシルホスフェイトによる膜透過
活性を調べた。GPPA は PAA と比較して、より低いドデシルホスフェイトの濃度で膜透過活性を
示すことがわかった。特にグアニジノ化度が 18%の GPAA では、3.8 M と非常に低いドデシル
ホスフェイト濃度で高い膜透過活性を有することが確認できた。これにより、酵素反応の高感
度分析において重要となる低濃度の ATP を検出できる糸口を得ることができた。 
 
（３）膜透過性分子を用いた酵素ならびに酵素阻害剤の高感度分析 
 上記により得られた GPAA を活用して、生理的に重要な酵素群であるキナーゼの活性評価を試
みた。キナーゼは、アデノシン三リン酸（ATP)を転移する酵素群であり、反応において ATP が
消費されるため、ここでは ATP の濃度変化から酵素活性を評価する系を考えた。ATP はリン酸
エステル部を有し、アニオン性の化合物である。そこで、この ATP がカチオン性のグアニジノ
化ポリアリルアミンと錯形成することで、膜透過性ポリマーと活性助剤であるドデシルホスフ
ェイトとの複合化を阻害し、膜透過を抑制する様子を観測した。その結果、18％グアニジノ化
した GPPA は、ATP と効果的に錯形成してその膜透過が抑制され、その IC50値は 0.35 M ときわ
めて低い値となった。 
 こうして低濃度の ATP を検出できる系を応用して、キナーゼ類の活性評価に取り組んだ。ヘ
キソキナーゼならびにプロテインキナーゼの両キナーゼ反応の反応液を既法により調製し、そ
こから 0.56 L の試料をサンプリングした。これを蛍光性リポソームが含まれている緩衝溶液
中に加え、GPAA とドデシルホスフェイトをそれぞれ加えて、膜透過に伴う蛍光発光の強度を測
定した。酵素反応時間に対して蛍光発光の強度をプロットしたところ、反応開始後から発光が
上昇する様子が確認された（図４）。この発光量の時間変化を、酵素量を変えながら行ったとこ
ろ、酵素反応の量に応じて発光曲線が変化する様子が確認できた。以上のことから、本系を用
いることで僅かな量の酵素反応溶液でも酵素活性を検出することができ、改良前の方法よりも
約 1/10 のサンプリング量で酵素活性を測定することに成功した。加えて、酵素阻害剤を共存さ
せたヘキソキナーゼ反応溶液では、反応が遅くなる様子も確認され、本系は阻害剤活性の評価
にも応用できることが示された。 

 
図４．GPAA、ドデシルホスフ
ェイトならびに蛍光性リポ
ソームを用いた酵素反応の
追跡結果． 
（左）ヘキソキナーゼ反応、
（右）プロテインキナーゼ反
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