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研究成果の概要（和文）：蛍光色素を内封したリポソームと膜透過性のポリマーを用いて、蛍光で検出可能かつ、ラベ
ルフリーな酵素活性評価システムの開発を目指した。酵素反応液中に蛍光性リポソーム、膜透過性ペプチドをそれぞれ
加えて、膜透過に伴う蛍光発光を観測することで、酵素活性の評価を行った。その結果、リン酸転移酵素の活性を少量
のサンプルで定量することに成功した。また、硫酸転移酵素についてもその活性評価に成功し、酵素活性評価キットと
して実用化しうる汎用性の高い酵素評価法を提案できた。また、低濃度で膜透過する新規オリゴペプチドの設計と合成
に成功し、酵素の高感度分析の可能性を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Cationic polymer - amphiphilic anion complexes can easily cross the lipid bilayer 
membrane, which can be detected as fluorescence emission by using fluorogenic liposome. Presence of 
competitive anions that hinder the formation of polymer-counteranion complexes should reduce the 
translocation activity. Consumption of the competitive anions or production of activator anions during 
enzyme reactions led into fluorogenic response. Activities of enzymes, such as kinases and 
sulfotransferases, were readily evaluated by the “naked eye” detection system. The simple 
mix-and-measure sensing method will provide a cost-effective enzyme assay kit.

研究分野： 生物有機化学
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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、酵素活性の評価においては、
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。 
 
２．研究の目的 
医薬品の開発に不可欠な酵素阻害剤のス

クリーニングを、従来法よりも簡便かつ迅速
に行うことができる全く新しい蛍光検出型
の分析システムの開発を目指す。ここでは、
カチオン性のポリマーがリポソームの脂質
二分子膜を透過する現象（図１）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、酵素阻害剤の活性評価を容易に
するラベルフリーなスクリーニングシステ
ムを構築する。本研究期間内に、癌治療に役
立つキナーゼ阻害剤など薬理的に重要な酵
素群の阻害剤活性の評価系を確立すること
を目標とする。 

 
 
図１．カチオン性ポリマーのリポソーム二

分子膜に対する透過現象 
 

 本技術は、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ものであり、膜透過
活性を有するカチオン性ポリマーと蛍光色
素を高濃度で封入したリポソーム（蛍光性リ
ポソーム）を用いる。これまでの研究から、
①カチオン性のポリマー（ポリアルギニンや
ポリアリルアミン）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（F. Perret, et al., JACS, 

127, 1114 (2005)）。さらに申請者らは、③
これらの膜透過性ポリマーの活性は系内に
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。本研究では、
上記①～③の研究成果を基にして、図２に示
すスキームにより、キナーゼ類の活性評価系
を行う。キナーゼ類は細胞内における様々な
シグナル伝達に係わる酵素で、ATP のリン酸
を基質に転移して、リン酸化された基質と
ADP を生じる反応を触媒する酵素である。こ
こで、ATP はアニオン性であり、カチオン性
のポリアルギニンと錯形成して、その膜透過
を抑制することが考えられる。そこでプロテ
インキナーゼ反応の進行に伴って、ATPが ADP
へと変換されると、ポリアリルアミンの膜透
過が回復し、蛍光が観測されることが期待で
きる。このコンセプトに基づいて、プロテイ
ンキナーゼの活性を蛍光で評価できるシス
テムの構築を行う。本研究期間内では、次の
（１）、（２）をテーマに研究を進めた。 
（１）酵素センシングの感度向上 
 分析に用いる成分の濃度など、条件を見直
すことにより、より少ない試料で分析できる
系の開発を目指す。また、より低濃度で機能
する新しい膜透過性分子の開発を行う。  
（２）酵素センシングの汎用性の向上 
 これまで、分析が容易でなかった酵素とし
て硫酸転移酵素を対象とした分析系の開発
を目指す。 
以上により、酵素活性評価のコストダウン、

ならびに、これまで分析が困難であった酵素
の分析など、酵素センシングの汎用性が高ま
ることが期待でき、実用化を見据えた本酵素
活性評価の基盤技術を確立することを目的
とする。 
 

 
図２．蛍光性リポソームと膜透過性ポリマー
を用いた酵素キナーゼの活性評価 
 
 
３．研究の方法 
 まず蛍光色素を含むリポソームは、蛍光色
素としてカルボキシフルオレセインを、脂質
分子としてはジパルミトイルホスファチジ
ルコリンを用い、エクストルージョン法によ
り調製した。そして、酵素反応溶液を含む緩
衝溶液中にリポソーム溶液と、膜透過性分子
をそれぞれ加え、酵素反応に伴って発生する
蛍光発光の強度を、蛍光光度計により定量的
に検出することで、酵素活性の評価を行った。 
 一方、より感度の高い酵素分析系の確立を
見据え、より低濃度で機能する膜透過性ペプ



チドの合成を行った。膜透過活性が認められ
ているオリゴアルギニンに、疎水性のピレニ
ル基を共有結合で導入したペプチドを設計
し、固相合成法を用いて新規合成した。そし
て、蛍光色素を内封したリポソームに添加し、
膜透過に伴う蛍光発光の強度から、新規オリ
ゴペプチドの膜透過活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）酵素センシングの感度向上 
 図２に示す通り、本酵素センシングシステ
ムにおいては、膜透過性を有するポリアルギ
ニンと、ATP との相互作用が鍵を握っている。
酵素分析の際に、このポリアルギニンの濃度
を低くできれば、それと相互作用して膜透過
活性を抑制するATPの濃度を下げることがで
き、試料を少量にすることが可能となる。そ
こで、ポリアルギニンの濃度を可能な限り低
くし、膜透過活性を調べた。すると、従来法
で用いていた 128 nM のポリアルギニンに比
べ、1/10 の濃度である、12.8 nM においても
膜透過に伴う蛍光発光が観測された。つぎに、
12.8 nM のポリアルギニンを用いて、ATP 共
存下での膜透過活性の低下を調べると、その
IC50値が 0.4 M となり、従来の 128 nM のポ
リアルギニンを用いた場合の IC50 値 3.2 M
よりも 1/8 に低下することを確認した。続い
て、この新たに設定した分析条件でヘキソキ
ナーゼの活性評価を行ったところ、酵素反応
溶液の試料の量を 1/9 にしても、従来法と同
様の酵素反応曲線を得ることに成功した。こ
れにより、高価である酵素の量が少なくても
有効な分析結果を得ることができた。 
 つぎに、さらなる酵素の高感度分析につな
がる技術の開発を目指し、新しい膜透過性ペ
プチドの開発を行った。これまでの研究から、
オリゴペプチドの膜透過には、脂質二分子膜
表面との相互作用部位となるグアニジウム
基、および、脂質二分子膜の疎水領域を透過
できるよう、疎水性の置換基の付与が、重要
であることが明らかとなっている。そこで、
グアニジウム基を持つアミノ酸であるヘキ
サアルギニンをベースとし、疎水性基として
ピレニル基を導入した、新しいオリゴペプチ
ドを設計した（図３）。まず、ピレニル基を
もつアミノ酸を合成した。リシンの側鎖のア
ミノ基に対してピレン酢酸を作用させ、アミ
ド結合を介してピレニル基を導入した。この
アミノ酸とアルギニンを使って、ピレニル基
を 1～4 個有するヘキサペプチド、6-Py(1), 
6-Py(2), 6-Py(3)および 6-Py(4)をそれぞれ
固相合成法により合成した。高速液体クロマ
トグラフによる精製の後、質量スペクトルに
より、構造の同定を行った。つぎに、これら
のペプチドをジメチルスルホキシドに溶解
し、それを蛍光性リポソームに添加し、蛍光
強度を測定することによって、各ペプチドの
膜透過活性を評価した。すると、いずれのペ
プチドにおいても膜透過に伴う蛍光発光が
観測され、これらの新規ペプチドは、ドデシ

ルホスフェイトなどの両親媒性アニオン分
子の助剤なしに、膜透過活性を有することが
確認できた。また、各ペプチドの活性をその
EC50 値によって評価したところ、分子内に存
在するピレニル基の数が１個から３個に増
えるにつれ、その EC50値は、50.1 M, 6.9 M, 
0.4 M と大幅に減少することを見出した。
これは、ピレニル基が脂質二分子膜の疎水性
部への親和性を高めるため、ペプチドの膜透
過性を著しく向上させていると考えられる。
一方、4 個ピレニル基をもつペプチドでは、
その EC50値が 1.7 M となり、活性の低下が
見られた。これは、ピレニル基の増加に伴い、
膜表面との相互作用する部位であるグアニ
ジウム基の数が減少したことが原因である
と考えられる。よって、3 個のピレニル基を
持つオリゴペプチドが最も高い膜透過活性
を有することを見出し、これは、従来からあ
るポリアルギニンと比較して、約 1/300 のア
ミノ酸残基で作用できる膜透過性ペプチド
であることがわかった。このことから、この
新規膜透過性ペプチドを用いることによっ
て、酵素活性評価におけるサンプル量をさら
に低減できる可能性を見出すことができた。 

 
図３．ピレニル基を有する新規膜透過性ヘキ
サペプチドの構造 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．各ペプチドの膜透過に伴う蛍光強度と



ペプチドの濃度との関係（青線：6-Py(1), 緑
線：6-Py(2), 赤線：6-Py(3),黄線：6-Py(4)） 
 
（２）酵素センシングの汎用性の向上 
 本酵素評価システムはATPの転移酵素であ
るキナーゼ類に対して有効であることを確
認してきた。ここでは、他の異なる酵素とし
て硫酸転移酵素を対象とし、その酵素活性評
価を試みた。硫酸転移酵素は、コンドロイチ
ンなどの基質が持つ水酸基に対し、硫酸基を
転 移 す る 酵 素 で あ り 、 Adenosine 
3’-phosphate-5’-phosphosulfate (PAPS)
を利用する酵素である。そこで、図２に示し
たキナーゼ類の反応系においてATPの増減を
元に分析を行ったのと同様に、ここでも PAPS
の濃度変化を酵素反応の追跡に利用するこ
とを試みた。PAPS を含む緩衝溶液中で、ポリ
アルギニンの膜透過活性を評価したところ、
PAPS はポリアルギニンの膜透過活性を下げ
る働きを持つことを確認でき、その IC50値は
1.1 M と求められた。一方、反応後に生成す
る Adenosine 3’,5’-diphosphate(PAP)は、
膜透過阻害に対する IC50値が 37 M と大きい
ことが明らかとなり、図２のコンセプトに基
づく酵素活性評価が行えることが確認でき
た。そして、緩衝溶液中、37℃で硫酸転移酵
素の反応を行い、その溶液を逐次サンプリン
グし、蛍光性リポソーム、ポリアルギニン、
ならびに両親媒性アニオンであるドデシル
ホスフェイトを加えたところ、酵素反応時間
の経過に伴って、蛍光強度が増大することが
確認できた（図５）。以上の結果から、本酵
素活性評価システムは、リン酸を転移するキ
ナーゼのみならず、硫酸を転移する酵素にも
適応できることを実証することができた。 
 

図５．硫酸転移酵素の反応に伴う、蛍光強度
の時間変化 
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