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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア移行シグナルのコンセンサス配列をもとに、疎水性アミノ酸としてロ
イシンやアラニン、あるいはα-アミノイソブタン酸（Aib）、塩基性アミノ酸としてアルギニンを含むペプチド
を設計した。Aibを導入したペプチドはミトコンドリアに選択的に集積し、ミトコンドリア移行におけるペプチ
ドへのAib導入の有効性が明らかとなった。またセリンやヒスチジン、アルギニンの化学酵素重合を行い、上述
のペプチドを合成する際の基礎的な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Based on the consensus sequence of the mitochondrial targeting signal, 
peptides were designed incorporating hydrophobic amino acids such as leucine, alanine, or α
-aminoisobutyric acid (Aib), as well as basic amino acids like arginine. The peptide containing Aib 
was selectively accumulated in mitochondria, demonstrating the effectiveness of Aib incorporation 
into peptides for mitochondrial targeting. Furthermore, by performing chemoenzyme polymerization of 
serine, histidine, and arginine, fundamental insights were obtained for the synthesis of the 
aforementioned peptides.

研究分野：機能性高分子

キーワード： ミトコンドリア移行ペプチド　α-アミノイソブタン酸　両親媒性　α-ヘリックス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
持続可能なものづくりに向けて、植物を反応場とした物質生産システムに強い関心が寄せられている。植物内で
の物質生産の効率化には、細胞のエネルギー生産を担うミトコンドリアへ有用な遺伝子を導入する必要があり、
本研究で得られたミトコンドリア移行ペプチドの設計指針と合成手法は、低炭素社会の実現や二酸化炭素の資源
化など環境分野への貢献が期待されるものである。また、酵素を利用したポリペプチド合成は水中で反応が進行
し、モノマーの保護・脱保護反応も必要ないことから、環境低負荷な合成法と言える。大量合成への展開も可能
で、持続可能なものづくりを支える重要な基盤技術としての展開が期待される。

※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 
植物による物質生産システムの確立は、サステナブル社会の実現に向けた重要課題の一つで
あるが、物質生産過程における植物内の物質やエネルギーの枯渇に起因する、生産性の低さが課
題となる。これを改善すべく、エネルギー生産を担うミトコンドリアに有用遺伝子を導入する手
法の開発が求められる。 
従来の植物への遺伝子導入法では、適用可能な植物種が限定される、特殊な大型装置が必要に
なる、遺伝子導入時の細胞ダメージが大きい、さらにミトコンドリアへの標的化は非常に効率が
低いという問題があった。一方、ペプチドを用いた遺伝子導入法（ペプチド法）は、安全で簡便
な手法として期待され、主に動物細胞を対象に研究が展開されている(Koren, E. et al. Trends 
Mol. Med. 2012)。しかし植物細胞には細胞壁が存在し、動物細胞のようにペプチドが機能しな
い場合が多い。実際、多様な植物種に対して高効率な膜透過性ペプチド（CPP）はない（Numata, 
K. et al. Sci. Rep. 2018）。ミトコンドリア移行ペプチド（MTP）に関しても同様と考えられ、
検討されたのは、酵母由来の MTP（Cytcox）とポリカチオン配列から成る融合ペプチドの一例の
みである。 
ペプチド法は現時点で、植物ミトコンドリアへの物質送達が期待できる唯一の手法であるが、
ペプチド法による植物細胞への物質輸送法は確立されていない。その確立に向け、植物細胞に対
して有効に機能するミトコンドリア移行ペプチドの構造的特徴は何か？人工的に創製可能か？
という点を、本研究を通して明らかにできれば、植物による物質生産システムの発展に寄与する
ものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
植物細胞に対して高効率な、細胞膜透過性とミトコンドリア移行性を併せ持つペプチドを開
発し、設計指針を得ることが本研究の目的である。機能と化学構造との相関を解明するためには
分子設計の簡略化が必須であり、本研究でも CPP と MTP を単に融合するのではなく両機能を単
一分子で実現する MTCPP を創出する。本研究では特に、両親媒性、カチオン性のバランスだけで
なく、らせん構造の寄与について着目し、α-アミノイソブタン酸（Aib）の導入によりらせん構
造を誘起・安定化する。 

 
３．研究の方法 
（１）ミトコンドリア移行シグナルの設計 
Cytcox を始めとした多くの MTS は、ヘリックス構造を
形成することが知られている。MTS は、ミトコンドリアタ
ンパク質をミトコンドリア内に輸送する際、ミトコンド
リア外膜に存在する TOM 複合体を構成する Tom20 によっ
て認識される。Tom20 が認識する MTS のコンセンサス配列
として、σφχβφφ（σ: 親水性, φ: 疎水性, χ: 任
意のアミノ酸残基, β: 塩基性）の 6残基が報告されて
いる（Figure 1a）。本研究では、MTS に代わるミトコンド
リア移行性人工ペプチドの開発を目的に、コンセンサス
配列から(LARL)3を設計した（Figure 1b）。また、ヘリッ
クス構造の安定化によるミトコンドリア移行性の向上を
目指し、Aib（U）を導入した(LURL)3、(LURR)3、(LURS)3を
設計した。顕微鏡による観察のため、全てのペプチドはフ
ルオレセイン（FAM）により蛍光ラベル化して用いた。ペ
プチドのミトコンドリア移行性の評価として、金粒子の表面に FAM-ラベル化ペプチドをコート
し、遺伝子銃法を用いてタマネギ表皮細胞の細胞質に導入した。その後、MitoTracker® Red 
CMXRos（MTR）を用いてミトコンドリアを染色し、共焦点レーザー顕微鏡により細胞内局在を観
察した。 
（２）水溶性アミノ酸・塩基性アミノ酸の化学酵素重合 
（１）で得られた高効率なミトコンドリア移行性を示すポリペプチドを、化学酵素重合により
合成することを目的に、細胞膜透過性ペプチドとミトコンドリア移行ペプチドに共通して存在
する親水性アミノ酸や塩基性アミノ酸の重合について検討した。化学酵素重合法は、タンパク質
分解酵素を用いてアミノ酸エステルからポリペプチドを得る手法で、ポリペプチドを水中で簡
便に大量合成できることから、環境負荷が低く優れたポリペプチド合成法と言える。酵素の優れ
た立体選択性、基質特異性を活用することで、リジンやシステインなどの反応性側鎖を有するモ
ノマーの重合においても、側鎖保護を要さずポリペプチドを合成可能である。MTP には親水性ア
ミノ酸や塩基性アミノ酸などの反応性側鎖を有するアミノ酸が含まれることから、本手法を用
いた合成法の確立はグリーンケミストリーの観点からも重要と考えられる。また、ジペプチド、

Figure 1. (a) Cytcox における
Tom20 認識モチーフ (b) 本研
究のペプチド設計  



トリペプチドをモノマーとすることで繰り返し配列を有するポリペプチドの合成も可能であり、
人工設計した MTP の合成に適用可能と考えられる。そこでまずは、親水性アミノ酸としてセリ
ン、塩基性アミノ酸としてヒスチジンの重合を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ミトコンドリア移行シグナルの設計 
CD スペクトルや分子モデリング計算から、(LARL)3、(LURL)3は安定なα-ヘリックス構造の形
成が示されたが、特に(LURL)3 は疎水性相互作用によりバンドル化していることが分かった
（Figure 2）。各種ペプチドのミトコンドリア移行性は、FAM-ラベル化したペプチドをコートし
た金粒子を遺伝子銃法によりタマネギ表皮細胞に導入し、評価した。(LARL)3は、FAM 由来の蛍
光が MTR の蛍光と共局在している一方で、細胞全体に広がった蛍光が観察された。一部の(LARL)3
はミトコンドリアへ移行しているものの、大部分は液胞に局在していた。(LURL)3では、FAM 由
来の蛍光と MTR の蛍光が高い頻度で共局在した。さらに、液胞など他のオルガネラに FAM 由来の
蛍光は観察されず、(LURL)3はミトコンドリアに選択的に移行することが分かった（Figure 3）。
また、Tom20 に対する免疫染色などにより、(LURL)3はミトコンドリア外膜タンパク質 Tom20 と
疎水性相互作用することで、ミトコンドリアに選択的に集積することが明らかとなった。また、
Aib 導入によって酵素分解に対する安定性が向上したことも分かった。 

 
（２）水溶性アミノ酸・塩基性アミノ酸の化学酵素重合 
セリンエチルエステルをパパインを用
いて重合すると、pH を 8.5 のとき最大で
重合度が 5－22 のポリセリンが得られる
ことが分かった（Figure 4）。赤外分光法
や広角Ｘ線回折法により、このポリセリン
はβストランド構造をとっており、重合溶
液中で沈殿として現れることが分かった。
同様に、セリンメチルエステルの重合も塩
基性条件で進行し、側鎖の水酸基を保護す
ることなく、ポリセリンを合成できること
が分かった。 
一方で、ヒスチジン（His）エチルエステ
ルを単独で重合に用いたところ沈殿は得
られず、パパインで重合は進行しないこと
が分かった。非天然アミノ酸などの酵素認
識能が低いアミノ酸は、両末端へグリシン
やアラニンなどの天然アミノ酸を導入し
たトリペプチドエステルをモノマーとして用いて化学酵素重合を行うことで、ポリペプチド主
鎖に組み込むことが可能である。そこで、His をグリシン（Gly）と結合させたモノマーについ
て重合を検討した。HisGly の重合では、最大重合度が 35 を超えるヒスチジン含有ポリペプチド
を合成可能であった。これに対し、GlyHis は重合しないという配列依存性が見られた。得られ
た HisGly 交互配列を有するポリペプチドは、赤外分光法や広角Ｘ線回折法によりβストランド
構造をとることが示され、βストランド構造に基づく高い熱安定性を有することが分かった。以
上のことから、His 含有モノマーの化学酵素重合において、His 残基はパパインへの親和性に乏
しいものの、パパインによる酵素認識性の高い Gly 残基を C 末端側に修飾することで高い重合
活性を付与できることが分かった。 

Figure 2. (a) FAM ラベルペプチドの CD （1.0% SDS
水溶液中、c = 25 μM、25 °C） (b) GaMD (AMBER 
ff14SB) を 用 い て 計 算 し た (LARL)3, (LURL)3, 
(LURR)3, and (LURS)3 の構造 

Figure 3. ペプチド導入 1時間後
のタマネギ表皮細胞の共焦点レー
ザー顕微鏡像 (a, b) (LARL)3 (c, 
d) (LURL)3 

(a) (c) 

(b) (d) 

Figure 4. (a) 重合溶液の様子 (b) pH 8.5 で合
成したポリセリンの MALDI-TOF-MS スペクトル 
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