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研究成果の概要（和文）：遺伝子を混ぜた分枝両親媒性ペプチド・カプセル(BAPC)は、細胞毒性を示さず発現したが、
その導入効率はマウスの遺伝子治療に使えるほど高くなかった。そこでDNAとペプチド網を形成する分枝両親媒性陽イ
オン・ペプチドの生物物理学的特性とトランスフェクション効率について検討を行った。二重鎖プラスミドDNAを加え
た場合、BAPCを形成されず、２つの会合タイプが観察された。ペプチド/DNA電荷比の低い場合プラスミドはナノサイズ
の圧縮構造を取り、ヒーラー細胞で非常に高い感作効率を示した。DNAプラスミドを高効率に運び細胞毒性も少ない既
存の物に代わる新しいプラスミドDNA/ペプチド複合体の調製法を見つけた。

研究成果の概要（英文）：We designed a new class of branched amphiphilic peptide capsules(BAPC) that 
self-assemble into extremely stable nanospheres.BAPC mixed with gene were delivered to cells without 
cytotoxicity. But transfectionｓ were not enough high to apply gene therapy for mice.We investigated the 
biophysical properties and transfection efficiency for BAPC form peptiplexes with DNA. We found that, in 
the presence of double stranded plasmid DNA,BAPC are unable to form.Instead depending of the peptide/DNA 
ratios,the peptides either coat the plasmid surface forming nanofibers (high peptide to DNA ratio) or 
condense the plasmid into nanometer-sized compacted structures (low peptide to DNA ratios). Different 
gene delivery efficiencies are observed for the two types of assemblies.The compacted structures display 
much higher transfection in HeLa cells.This level of transfection is greater than that observed for a 
lipid-based reagent when the total number of viable transfected cells is taken into account.

研究分野：生化学、生物物理、有機合成化学
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１．研究開始当初の背景
ファブリー病はライソゾーム酵素の一つで
あるα
ミドトリヘキソシド（
血管内皮細胞などに蓄積し心肥大、腎不全、
脳血管障害などの疾患を呈する。現在の治療
法として、酵素補充療法により治療効果が期
待されているが、２週間毎の投与が必要で患
者にかかる精神的経済的負担は大きい。そこ
で遺伝子治療法の開発が急務である
し染色体にインテグレーションされ長期発
現が期待できるレンチウイルス、レトロウイ
ルスの臨床応用では、重症複合型免疫不全で
腫瘍遺伝子を刺激しＴ細胞性白血病を引き
起こした。またインテグレーションしないア
デノウイルスベクターなどでは繰り返し行
う必然性から、免疫や
副作用
治療の開発が望まれている。そこでカチオン
性脂質や高分子で構成される非ウイルス型
遺伝子キャリアー（ベクター）
全性、製剤製、生産コストに優れ今後の発展
が見込まれている。しかし現状では遺伝子導
入効率が低く、また遺伝子導入に伴い細胞毒
性が惹起されるなどの課題が残されている。
ブロックポリマーとして、ポリスチレン
ポリアクリルアミドシステム、ポリスチレン
-b-ポリイソシアン、ポリエチレンオキシド
ポリエチレン、ポリブタジエン
グルタミン酸、グリシン系ペプチド（
G6D2
ド（ポリサルコシン
などが報告された。ブロックポリマーの利点
は、カセット式にベシクル表面に容易に機能
を付加することができる点である。また
UCLA
K60L20
ーを形成するポリペプチドベシクルを開発
した２

ベシクル、ベシクル中にベシクルを含む多岐
な構造を形成し混在し
クルの大きさと構造はペプチドの疎水性と
全体の連鎖長を変えることで調整可能であ
ることを報告した
応用研究はまだ報告されていない。
申請者はイオンチャネルの構造と機能に
ついて長年研究を行ってきた。特に膜貫通部
位とチャネルのポアを形成するペプチドの
特性について研究してきた。その中でカルシ
ウムイオンチャネル
媒性ペプチドを化学合成しイオンチャネル
機能があることを見出した。またペプチド同
士が水溶液中で会合し、セメントのように硬
く固まる性質を発見した。さらにシーケ
のどの部分にその機能があるか明らかにし、
環境に優しいバイオ接着剤の開発に成功し
た４）。
ィブリル構造を取り、フィブリルの絡み合い
によって接着能力が発揮された。この能力を
引き出すには
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１．研究開始当初の背景
ファブリー病はライソゾーム酵素の一つで
α-Galactosidase A
ミドトリヘキソシド（
血管内皮細胞などに蓄積し心肥大、腎不全、
脳血管障害などの疾患を呈する。現在の治療
法として、酵素補充療法により治療効果が期
待されているが、２週間毎の投与が必要で患
者にかかる精神的経済的負担は大きい。そこ
で遺伝子治療法の開発が急務である
し染色体にインテグレーションされ長期発
現が期待できるレンチウイルス、レトロウイ
ルスの臨床応用では、重症複合型免疫不全で
腫瘍遺伝子を刺激しＴ細胞性白血病を引き
起こした。またインテグレーションしないア
デノウイルスベクターなどでは繰り返し行
う必然性から、免疫や
副作用が発生し、より副作用の少ない遺伝子
治療の開発が望まれている。そこでカチオン
性脂質や高分子で構成される非ウイルス型
遺伝子キャリアー（ベクター）
全性、製剤製、生産コストに優れ今後の発展
が見込まれている。しかし現状では遺伝子導
入効率が低く、また遺伝子導入に伴い細胞毒
性が惹起されるなどの課題が残されている。
ブロックポリマーとして、ポリスチレン
ポリアクリルアミドシステム、ポリスチレン
ポリイソシアン、ポリエチレンオキシド
ポリエチレン、ポリブタジエン
ルタミン酸、グリシン系ペプチド（

G6D2、G8D2、G10D2
ド（ポリサルコシン
などが報告された。ブロックポリマーの利点
は、カセット式にベシクル表面に容易に機能
を付加することができる点である。また
UCLAの Deming
K60L20、E20L60
ーを形成するポリペプチドベシクルを開発
２）。彼らはコポリマーペプチドがミセル、
ベシクル、ベシクル中にベシクルを含む多岐
な構造を形成し混在し
クルの大きさと構造はペプチドの疎水性と
全体の連鎖長を変えることで調整可能であ
ことを報告した
応用研究はまだ報告されていない。
申請者はイオンチャネルの構造と機能に
ついて長年研究を行ってきた。特に膜貫通部
位とチャネルのポアを形成するペプチドの
特性について研究してきた。その中でカルシ
ウムイオンチャネル
媒性ペプチドを化学合成しイオンチャネル
機能があることを見出した。またペプチド同
士が水溶液中で会合し、セメントのように硬
く固まる性質を発見した。さらにシーケ
のどの部分にその機能があるか明らかにし、
環境に優しいバイオ接着剤の開発に成功し
。KKKFLIVIKKK
ィブリル構造を取り、フィブリルの絡み合い
によって接着能力が発揮された。この能力を
引き出すには pH
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１．研究開始当初の背景 
ファブリー病はライソゾーム酵素の一つで

Galactosidase Aが欠損し糖脂質セラ
ミドトリヘキソシド（GL3）が心臓、腎臓、
血管内皮細胞などに蓄積し心肥大、腎不全、
脳血管障害などの疾患を呈する。現在の治療
法として、酵素補充療法により治療効果が期
待されているが、２週間毎の投与が必要で患
者にかかる精神的経済的負担は大きい。そこ
で遺伝子治療法の開発が急務である
し染色体にインテグレーションされ長期発
現が期待できるレンチウイルス、レトロウイ
ルスの臨床応用では、重症複合型免疫不全で
腫瘍遺伝子を刺激しＴ細胞性白血病を引き
起こした。またインテグレーションしないア
デノウイルスベクターなどでは繰り返し行
う必然性から、免疫や炎症反応の惹起など

、より副作用の少ない遺伝子
治療の開発が望まれている。そこでカチオン
性脂質や高分子で構成される非ウイルス型
遺伝子キャリアー（ベクター）
全性、製剤製、生産コストに優れ今後の発展
が見込まれている。しかし現状では遺伝子導
入効率が低く、また遺伝子導入に伴い細胞毒
性が惹起されるなどの課題が残されている。
ブロックポリマーとして、ポリスチレン
ポリアクリルアミドシステム、ポリスチレン
ポリイソシアン、ポリエチレンオキシド
ポリエチレン、ポリブタジエン
ルタミン酸、グリシン系ペプチド（

G10D2）、両親媒性ジペプチ
ド（ポリサルコシン-ポリγ-L
などが報告された。ブロックポリマーの利点
は、カセット式にベシクル表面に容易に機能
を付加することができる点である。また

Demingのグループは
E20L60、R20L60などでコポリマ

ーを形成するポリペプチドベシクルを開発
コポリマーペプチドがミセル、

ベシクル、ベシクル中にベシクルを含む多岐
な構造を形成し混在し、また形成さ
クルの大きさと構造はペプチドの疎水性と
全体の連鎖長を変えることで調整可能であ
ことを報告した。しかしこれらを利用した
応用研究はまだ報告されていない。
申請者はイオンチャネルの構造と機能に
ついて長年研究を行ってきた。特に膜貫通部
位とチャネルのポアを形成するペプチドの
特性について研究してきた。その中でカルシ
ウムイオンチャネル３）のポア領域部分の両親
媒性ペプチドを化学合成しイオンチャネル
機能があることを見出した。またペプチド同
士が水溶液中で会合し、セメントのように硬
く固まる性質を発見した。さらにシーケ
のどの部分にその機能があるか明らかにし、
環境に優しいバイオ接着剤の開発に成功し
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pHの高い環境が必要なため、
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ファブリー病はライソゾーム酵素の一つで
が欠損し糖脂質セラ
）が心臓、腎臓、

血管内皮細胞などに蓄積し心肥大、腎不全、
脳血管障害などの疾患を呈する。現在の治療
法として、酵素補充療法により治療効果が期
待されているが、２週間毎の投与が必要で患
者にかかる精神的経済的負担は大きい。そこ
で遺伝子治療法の開発が急務である１）。しか
し染色体にインテグレーションされ長期発
現が期待できるレンチウイルス、レトロウイ
ルスの臨床応用では、重症複合型免疫不全で
腫瘍遺伝子を刺激しＴ細胞性白血病を引き
起こした。またインテグレーションしないア
デノウイルスベクターなどでは繰り返し行

炎症反応の惹起など
、より副作用の少ない遺伝子

治療の開発が望まれている。そこでカチオン
性脂質や高分子で構成される非ウイルス型
遺伝子キャリアー（ベクター）が検討され
全性、製剤製、生産コストに優れ今後の発展
が見込まれている。しかし現状では遺伝子導
入効率が低く、また遺伝子導入に伴い細胞毒
性が惹起されるなどの課題が残されている。
ブロックポリマーとして、ポリスチレン
ポリアクリルアミドシステム、ポリスチレン
ポリイソシアン、ポリエチレンオキシド
ポリエチレン、ポリブタジエン-b-ポリγ
ルタミン酸、グリシン系ペプチド（G4D2

）、両親媒性ジペプチ
L-グルタミン酸）

などが報告された。ブロックポリマーの利点
は、カセット式にベシクル表面に容易に機能
を付加することができる点である。また

のグループは K100L20
などでコポリマ

ーを形成するポリペプチドベシクルを開発
コポリマーペプチドがミセル、

ベシクル、ベシクル中にベシクルを含む多岐
また形成されるベシ

クルの大きさと構造はペプチドの疎水性と
全体の連鎖長を変えることで調整可能であ

。しかしこれらを利用した
応用研究はまだ報告されていない。 
申請者はイオンチャネルの構造と機能に
ついて長年研究を行ってきた。特に膜貫通部
位とチャネルのポアを形成するペプチドの
特性について研究してきた。その中でカルシ

のポア領域部分の両親
媒性ペプチドを化学合成しイオンチャネル
機能があることを見出した。またペプチド同
士が水溶液中で会合し、セメントのように硬
く固まる性質を発見した。さらにシーケンス
のどの部分にその機能があるか明らかにし、
環境に優しいバイオ接着剤の開発に成功し

のペプチドがナノフ
ィブリル構造を取り、フィブリルの絡み合い
によって接着能力が発揮された。この能力を

の高い環境が必要なため、
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血管内皮細胞などに蓄積し心肥大、腎不全、
脳血管障害などの疾患を呈する。現在の治療
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待されているが、２週間毎の投与が必要で患
者にかかる精神的経済的負担は大きい。そこ
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炎症反応の惹起などの
、より副作用の少ない遺伝子

治療の開発が望まれている。そこでカチオン
性脂質や高分子で構成される非ウイルス型
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全性、製剤製、生産コストに優れ今後の発展
が見込まれている。しかし現状では遺伝子導
入効率が低く、また遺伝子導入に伴い細胞毒
性が惹起されるなどの課題が残されている。
ブロックポリマーとして、ポリスチレン-b-
ポリアクリルアミドシステム、ポリスチレン
ポリイソシアン、ポリエチレンオキシド-

γ-L-
G4D2、

）、両親媒性ジペプチ
グルタミン酸）

などが報告された。ブロックポリマーの利点
は、カセット式にベシクル表面に容易に機能
を付加することができる点である。また

K100L20、
などでコポリマ

ーを形成するポリペプチドベシクルを開発
コポリマーペプチドがミセル、

ベシクル、ベシクル中にベシクルを含む多岐
れるベシ

クルの大きさと構造はペプチドの疎水性と
全体の連鎖長を変えることで調整可能であ

。しかしこれらを利用した

申請者はイオンチャネルの構造と機能に
ついて長年研究を行ってきた。特に膜貫通部
位とチャネルのポアを形成するペプチドの
特性について研究してきた。その中でカルシ

のポア領域部分の両親
媒性ペプチドを化学合成しイオンチャネル
機能があることを見出した。またペプチド同
士が水溶液中で会合し、セメントのように硬

ンス
のどの部分にその機能があるか明らかにし、
環境に優しいバイオ接着剤の開発に成功し

のペプチドがナノフ
ィブリル構造を取り、フィブリルの絡み合い
によって接着能力が発揮された。この能力を

の高い環境が必要なため、

生体内では利用出来な
い。そこで中性領域で自
己会合体を安定に形成
するペプチドのデザイ
ンを検討した。そこでリ
ン脂質に似た構造の分
枝両親媒性ペプチドで
連鎖長の違う
ペプチドを混合すると
自発的に安定なナノベ
シクルを形成すること
を見出した。このナノベ
シクルは、逆平行
ートパッキング構造を
取ってペプチド二分子
膜を作り、図
ような直径
中空球を形成した。
ベクターは３～６Ｍ
Urea
Trypsin
中でも安定であった。従来ベクターとして使
用される
オーダー）に比べ、１０００倍も低濃度で安
定したベクターが形成できる
クルの付加価値を高めるために、遺伝子治療
用ベクター
２．研究の目的
デザインした分枝両親媒性ペプチドは臨界
会合濃度
リマー
を高めるため、遺伝子治療用ベクターとして
の利用を検討している。すでに培養細胞で遺
伝子導入率２９％を確認している。実際にこ
のベクターでファブリー病マウスの遺伝子
治療を行うためには、次の
検討する必要がある。
(1)治療用遺伝子導入率の向上
(2)ベクター表面の多価陽イオンによる細胞
毒性
(3)ベクター投与後惹起される可能な免疫系
副作用の影響。
これらの問題点を改良または明らかにし、新
規ベクターで従来法よりも安全性の高いマ
ウスを用いた遺伝子治療の
とである。
３．研
（１）
の合成
ベクター材料の分枝両親媒性ペプチド
Bis
(FLIVI)2
(FLIVIGSII)2
成法
9-fluorenylmethyloxycarbonyl(Fmoc) 
Chemistry
HOBT/HBTU
固相合成の樹脂には、
い 、 合 成 途 中 の 分 枝 点 で は 、
Fmoc
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