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研究成果の概要（和文）：循環器疾患細胞に過剰発現しているGタンパク質共役受容体関連シグナルに応答するナノ分
子システムの開発を目的とした。細胞内シグナルに選択的な新規ペプチドの探索に成功し、ペプチドを側鎖とし、水溶
性高分子ポリマーを主鎖とするナノ分子システムを構築した。ナノ分子システムによる細胞内への遺伝子導入実験で、
過剰発現している細胞内シグナルに応答して遺伝子が発現することを確認し、システムの有効性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop the delivery system of therapeutic       
molecules responding to the abnormal G protein-coupled receptor signaling for diagnosis and treatment of  
cardiovascular disease. Novel peptide substrates with high affinity for abnormal cellular signals were    
identified. Delivery system consisted of hydrophilic neutral polymer as the main chain and peptide        
substrates as side chains. When the system/gene complex was transfected into cells, gene expression       
increased in abnormal cells overexpressing target signals, but very low expression was found in normal    
cell.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞は生命の基本単位であり、細胞間のコ

ミュニケーションを通じて生命体の維持に
必要な情報交換を行い、調和のとれた社会的
ネットワークを形成している。細胞は外部か
らの情報を細胞表面の受容体を介して受理
し、それをシグナルとして変換してから細胞
内シグナル伝達経路という高度の伝達シス
テムにより、処理する。これらの細胞内シグ
ナル伝達経路は秩序正しくコントロールさ
れることで、正常な細胞機能を保つことがで
きる。もし、異常が発生した場合でも、異常
シグナルの排除、原因タンパク質の分解、異
常細胞の細胞死滅へ誘導といった処置を取
るなどの細胞ならではの浄化能力と社会維
持能力を持っている。しかし、細胞内シグナ
ルが与えられた浄化能力と社会維持能力を
超えて過剰発現または異常亢進されると、そ
の細胞は疾病細胞へと転換して周りの情報
システムを攪乱し始め、生命体全体に大きな
ダメージを与えることになる。この細胞内シ
グナルの暴走が疾病である。このように、細
胞内シグナルは細胞の言葉であり、その言葉
には疾病を事前に把握できる重要なメッセ
ージが隠されている可能性が非常に高い。 
プロテインキナーゼとプロテアーゼによ

る酵素反応は、標的となるタンパク質の一部
分しか利用しないことに着目し、プロテイン
キナーゼとプロテアーゼに選択的に認識す
る断片のアミノ酸配列であるペプチドの開
発に精力的に取り組んできた。そして、癌細
胞で過剰発現しているプロテインキナーゼ
Cα に特異的に応答するペプチドの開発に世
界初めて成功した。このペプチドを担持した
ナノ分子素材は正常細胞では全く反応せず、
癌細胞にのみ認識することも証明した。これ
までの研究から、各疾患に特異的に過剰発現
している細胞内シグナルに応答するシステ
ムは、疾患選択的治療や診断に非常に有効で
あることが分かった。 
 
２．研究の目的 
虚血性疾患、高血圧、心不全など、主な循

環器疾患細胞は、正常循環器細胞では見られ
ない過剰発現された Gタンパク質共役受容体
関連シグナル（例えば、GRK2、Rho キナーゼ）
を有している。もし、過剰発現している循環
器疾患特異的なシグナルに応答するシステ
ムが存在すれば、正常細胞には全く影響を与
えずに、循環器疾患細胞特異的な治療や診断
が可能であると考えられる。本研究は、G タ
ンパク質共役受容体関連シグナル応答型循
環器疾患治療・診断システムの開発を目指し
ている。このナノ分子マシンは細胞の言葉で
ある細胞内シグナルに選択的に反応するも
のである。細胞内シグナルとの対話において
受話器のような役目を担う物質として、各細
胞内シグナルに応答するペプチドを探索・開
発する。そのペプチドを細胞まで安全に運ぶ
キャリヤーとして、ペプチドを担持した親水

性ポリマーを合成する。そのキャリヤーに治
療用遺伝子や薬を一緒に載せることで、疾病
選択的な治療が可能である。また、蛍光タン
パク質や蛍光物質を搭載すると疾病診断に
利用可能である。 
 
３．研究方法 
（1）高感度かつ選択的な基質ペプチドの探
索 
基質ペプチドの設計は、天然のタンパク質

由来のペプチド残基の元に、以下の三点に重
点を置いて行った。1）親水性アミノ酸残基
を疎水性アミノ酸に置換、2）塩基性アミノ
酸残基を中性アミノ酸に置換、3）酸性アミ
ノ酸残基を塩基性アミノ酸に置換。 
ペプチドは、標準的な Fmoc 法により合成

した。TFA 切断の後、ペプチドは BioCAD クロ
マトグラフィーシステムを用い、Intersil 
ODS-3 カラム (250 x 20 mm, 3.5μm) によ
り精製した。このとき、溶出液 Aとして 0,1% 
トリフルオロ酢酸 (TFA)水溶液を用い、溶出
液 B として 0.1% TFA アセトニトリル溶液を
用いて、流速 8ml/分の A-B リニアグラジエン
トにより溶出を行った。このグラジエントは、
30 分間かけてアセトニトリル/水を、10/90
から 30/70 にして行った。精製後の純度はマ
トリックス支援レーザー脱離イオン化飛行
時間型質量分析（MALDI-TOF/MS）により算出
した。本研究では、純度 95％以上のペプチド
を用いて実験を行った 
 
（2）基質ペプチドの評価 
 基質ペプチドにおけるリン酸化の検出を、
MALDI-TOF/MSにより行った。原則として400
回のレーザーショットを平均化してシグナル
ノイズ比を高めた。全てのスペクトルはData 
Explorer TM ソフトウェアを用いて分析した。
酵素によるペプチドのリン酸化反応は、30μM
のペプチドと種々の酵素濃度を含有する50 
μlの緩衝液 [20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 
μM ATP、及び10 mM MgCl2] 中で行った。反
応温度は37℃であり、反応時間は60分であっ
た。リン酸化されたペプチドの相対強度 (%) 
はピークのインテンシティから算出した。 
放射性同位元素（ラジオアイソトープ）を

用いたペプチドのリン酸化評価は、50μMのペ
プチドと1～2.5 μg/mlの酵素を含有する25
μlの緩衝液 [20 mM Tris-HCl(pH 7.5)、0.5 mM 
EGTA、0.5 mM Na3VO4、5 mM β-グリセロリン
酸 (β-glycerophosphate) 、 0.01% Triton 
X-100、10 mM MgCl2、2.5 mMジチオトレイト
ール、及び200 μM ATPと放射性同位元素（32P
）ラベルしたATP] 中で行なった。反応時間は
10～60分、反応温度は25℃であった。30％ト
リクロロ酢酸を5μl添加することで反応を止
めた。各反応液（24μl）をポリフッ化ビニ
リデン膜にスポットした。5％トリクロロ酢酸
で三回洗浄を行い、アセトンで膜を乾かした。
膜の放射性同位元素を液体シンチレーション
カウンタ(liquid scintillation counting)



を用いて測定し、その結果をカウント毎分
[CPM(counts per minute)]として現した。 

 
（3）高分子ポリマーの合成 
アクリルアミドとペプチドを水で溶かし、

5 分間窒素ガスで脱ガスを行った。重合反応
のために過硫酸アンモニウムと N,N,N',N'-
テトラメチルエチレンジアミンを添加し、90
分間反応させた。透析膜（分子量 50,000）を
用いて 3日間透析し、凍結乾燥した。元素分
析からアミノ酸の濃度を計算した。 

 
（4）細胞導入実験 
細胞に酵素活性剤を添加することで、活性

型細胞を作製した。コントロール細胞は非活
性型細胞（酵素活性剤の無添加細胞）を用い
た。ポリマーのカチオン（N）に対する遺伝
子のアニオン（P）の割合（N/P 比）を有する
ポリマー/遺伝子のポリイオンコンプレック
スを細胞へ添加し、37℃で 24時間培養した。
レポータープラスミド DNA（pDNA）はルシフ
ェラーゼ遺伝子を有するものであった。24 時
間後、ルシフェラーゼタンパク質の発現定量
も行った。 
細胞ライセット（破壊液）の作製は、回収

した細胞を 0.2 ml の緩衝液[20 mM Tris-HCl 
(pH 7.5)、250 mM スクロース、及び 10 mM 
MgCl2] に入れて超音波 30 秒で破壊した。溶
液を遠心（5000 ｇ、10 分、4℃）し、上清を
リン酸化反応に用いる。リン酸化条件は 30
μM のペプチドを含有する 50μl の緩衝液 
[20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 μM ATP お
よび 10 mM MgCl2] 中で行った。ペプチドに
おけるリン酸化率は、上述した MALDI-TOF/MS
法により算出した。 
 
４．研究成果 
 （1）基質ペプチド探索 
 高感度かつ選択的な基質ペプチドの設計
において最も重要な情報はコンセンサス配
列であるが、GRK2 のコンセンサス配列に関す
る報告はまだない。そのため、GRK2 のシグナ
ル伝達に関わるタンパク質のアミノ酸配列
情報を基に、GRK2 に反応する最適なコンセン
サス候補配列の同定を試みた。17 種類のタン
パク質のアミノ酸配列分析から、GRK2 に最も
適 し た 三 つ の コ ン セ ン サ ス 配 列 、
(D/E)X(1-3)(S/T)、(D/E)X(1-3)(S/T)(D/E)、
及び(D/E)X(0-2)(D/E)(S/T)を発見した。ま
た、GRK2 の研究のために広く用いられる標準
ペ プ チ ド で あ る RESA ペ プ チ ド
(RRREEEEESAAA)よりも 5 倍以上高感度を
示すチューブリンタンパク質由来のペプチ
ドの探索にも成功した。このペプチドは、別
の GRK グループである GRK5 に対しては反応
性が非常に低く、GRK2 に特異的なペプチドで
あることも分かった（図 1）。さらに、このペ
プチドを改良した 3種類のペプチドを用意し、

リン酸化反応を行った結果、より高い反応性
を示す新規ペプチドの同定にも成功した。 

 
図 1  GRK2 と GRK5 酵素による基質ペプチド
のリン酸化。新規ペプチド（GR-11-1）は GRK2
に特異的なペプチドであった。 

 
また、G タンパク質共役受容体シグナルの

一種である Rhoキナーゼに反応するペプチド
の探索と評価も行った。136 個の配列候補か
ら Rho キナーゼに対する高感度かつ選択的な
ペプチドの探索に成功した。Rho キナーゼに
最 適 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 は
(R/K)X(1-2)(S/T)であった。 
 
 （2）細胞破壊液との反応 
酵素活性剤を添加して作製した活性型細

胞を用いてライセットを作り、基質ペプチド
とのリン酸化反応を行った。反応開始から 1
時間後に MALDI-TOF/MS を用いて分析した結
果、リン酸化されたペプチドのピークが検出
された。 
 
 （3）高分子ポリマーの合成と評価 
 細胞内酵素応答型高分子ポリマーは、基質
ペプチドを水溶性高分子であるポリアクリ
ルアミド主鎖に導入することで合成した。ア
ニオン性アミノ酸残基が多い GRK2の場合は、
遺伝子との結合のために、N－末端に八つの
アルギニンを導入したペプチドを合成した。 
カチオン性基質ペプチドを持つ高分子ポリ
マーはアニオン性遺伝子と安定なポリイオ
ンコンプレックスを形成することを確認し
た（N/P 比＝2 及び 4）。ポリイオンコンプレ
ックスのサイズは 110 nm 以下であり、ゼー
タ電位（mV）は 14 であった。血清成分によ
るポリイオンコンプレックスの安定性の変
化を調べるために、牛胎児血清（FBS、20％）
を反応液に添加した。牛胎児血清存在下で、
フリーの pDNA は分解されたが、ポリイオン
コンプレックスを形成した pDNA は分解され
なかった（図 2）。これらの結果から、血清成
分存在下でも、ポリイオンコンプレックスは
安定に維持されていることが分かった。 



図 2 牛胎児血清添加によるポリイオンコン
プレックスの安定性の変化 
 
しかし、標的酵素の存在下で、ポリイオン

コンプレックスの側鎖にある基質ペプチド
がリン酸化されると、アニオン荷電の導入に
より、ポリイオンコンプレックスは時間の経
過とともに弱体化した（N/P 比＝2）。一方、
N/P 比が 4 の場合は、ポリイオンコンプレッ
クスの形成が強かったので、標的酵素の存在
下でも崩壊は確認できなかった（図 3）。 

図 3 活性型及び熱不活性型酵素の添加に
よるポリイオンコンプレックス（N/P 比＝2
及び 4）のサイズの変化 
 
 （4）細胞導入実験 
 酵素活性剤（LPA）を添加して作製した活
性型細胞は、コントロール細胞（酵素活性剤
の無添加細胞）と比べ、アクチンストレスフ
ァイバーの形成が亢進していることが明ら
かになった（図 4）。 
 

図 4 酵素活性剤（LPA）の添加によるアクチ
ンストレスファイバーの形成の亢進。 
 
この活性型細胞を用いてポリイオンコン

プレックスの細胞内への導入実験を行った。
ポジティブポリマー（反応性ポリマー）を導
入した細胞は、ネガティブポリマー（非反応
性ポリマー）を導入した細胞と比べ、ルシフ
ェラーゼタンパク質の発現量が有意に増加
したが、酵素阻害剤を添加すると、両ポリマ
ー群における発現量の差は見られなかった

（N/P 比＝2）。一方、N/P 比が 1 の場合はポ
リイオンコンプレックスの形成が弱かった
ため、ネガティブポリマーでも高い発現量が
検出された。N/P 比が 4 の場合はポリイオン
コンプレックスの形成が強かったため、両ポ
リマー群におけるルシフェラーゼタンパク
質の発現量は抑制された（図 5）。 

図 5 ポリイオンコンプレックスの細胞導入
実験。細胞は酵素活性剤（LPA）を添加して
作製した活性型細胞を使用した。ポリイオン
コンプレックスの N/P 比は 1、2、及び 4であ
った。白はポジティブポリマー（反応性ポリ
マー）によるルシフェラーゼの発現量を、黒
はネガティブポリマー（非反応性ポリマー）
による発現量を示したものである。Y-27632、
酵素阻害剤；*、P < 0.05；N.S.、有意差な
し。 

 
（5）今後の展開 
実用化に向けた更なる高分子ポリマーの改

良と工夫により、循環器疾患の診断・治療に
有効な材料として活用されることが期待でき
る。 
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