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論文題目 

カチオン性くし型共重合体による膜融合 E5ペプチドの構造・機能制御 

 

論文概要 

核酸やタンパク質といった生体高分子からなる高分子医薬は、その高い標的特異性から副作用を低減

でき、高い効果を示すと注目されている。しかし、高分子医薬は核や細胞質といった細胞内で効果を示す

ものが多く、細胞膜バリアを通過する必要がある。生体内では生体高分子を輸送するシステムが制御さ

れているが、人工的に細胞外から細胞内へ高分子を輸送する場合、エンドソーム・リソソーム系に分解さ

れるため困難である。そこで、両親媒性ペプチドが形質膜やエンドソーム・リソソーム膜といった細胞膜

を不安定化させるツールとして注目されてきた。インフルエンザウイルスの膜融合タンパク質、ヘマグ

ルチニンの N末端部分を模倣して合成された E5ペプチドもその一つである。5つのグルタミン酸残基を

含む E5 ペプチドは、pH の低下に伴ってランダムコイルからヘリックスに構造転移し、膜融合能や膜破

壊能といった膜不安定化能を示す。しかし、E5 は酸性 pH で誘起する両親媒性ヘリックス構造の高い疎

水性から、凝集して活性が低下するという問題があった。そこで、これまでに我々は、カチオン性くし型

共重合体であるポリアリルアミン-graft-デキストラン(PAA-g-Dex)が E5 の凝集解消と活性向上に有用で

あることを報告している。主鎖にカチオン性のポリアリルアミン、側鎖に親水性のデキストランを持つ

PAA-g-Dexは E5と可溶な複合体を形成し、酸性 pHだけでなく中性 pHでもヘリックス構造へのフォー

ルディングを誘起した。そのフォールディングに伴って、E5の膜破壊活性が向上することも確認されて

おり、PAA-g-Dexがシャペロン様活性を持つと示された。 

そこで本論文では、PAA-g-Dex/E5複合体の膜不安定化能のメカニズム解析と細胞系への展開を目的と

した。以下、全 5章からなる本論文の概要について述べる。 

第 1章「序論」では、生体内における脂質膜ダイナミクスの制御の仕組み、人工シャペロンの有用性、

高分子医薬の膜透過性向上に向けたシステムの開発、膜融合 E5ペプチドの特性・課題点など、研究の背

景や本論文の目的を示した。 

第 2章「カチオン性くし型共重合体の E5ペプチドに対するシャペロン効果」では、細胞膜がヘテロな



構造であり、その組成が細胞種や細胞周期によっても異なることに着目し、E5と脂質膜間の相互作用に

脂質組成が与える影響やそれに対するカチオン性くし型共重合体のシャペロン効果の解析を行った。

様々な脂質組成からなるリポソームを調製し、それらリポソームと E5 間の相互作用を PAA-g-Dex 存在

下・非存在下で円偏光二色性スペクトル測定やトリプトファン蛍光スペクトル測定により検証した。ま

た、蛍光色素を内包したリポソームを調製し、その蛍光色素の漏出を検出することで E5の膜破壊活性も

評価した。これらにより、E5が膜選択性を持つことや、カチオン性くし型共重合体がリポソーム懸濁液

中の E5 ペプチドを部分的なフォールディング構造から完全な構造へ転移させ、E5 の膜選択性に影響を

与えず活性を促進したこと、さらに E5 の脂質膜への吸着やポア形成のための会合を促進したことなど、

カチオン性くし型共重合体の E5に対するシャペロン機能発現機構を議論した。 

	 第 3章「カチオン性くし型共重合体/E5ペプチド複合体が細胞膜に与える効果」では、HL-60細胞を対

象に、タンパク質の細胞内から細胞外、細胞外から細胞内への透過性を、乳酸脱水素酵素アッセイや共焦

点顕微鏡観察、フローサイトメトリー解析により評価した。その結果、カチオン性くし型共重合体による

E5の活性化機能がリポソーム膜のみならず生細胞に対しても効果的であり、タンパク質の細胞膜透過性

を高められることを示した。また、MTTアッセイや Calcein-AM染色による生存率評価より、この複合体

では界面活性剤であるジギトニンに比べて細胞へのダメージを軽減しつつ膜透過性が向上できることを

明らかにした。 

第 4章「カチオン性くし型共重合体による標的細胞への E5感受性のプログラミング」では、標的細胞

で E5を活性化するシャペロン活性を持つ新規くし型共重合体を設計し、その活性を評価した。 

第 5章「結論」では、本研究で得られた知見をまとめた。 

	 このように人工的にデザインしたシャペロン様活性を持つナノマテリアルの研究は、医療や工業・農

業といった様々な分野で注目されている生体高分子のハンドリングのしやすさを改善すると共に、その

機能を自在に操作可能となり、生体高分子の効果の幅を広げると期待される。同時に、シャペロン様活性

を持つナノマテリアルの設計や生体高分子の特性に関する基礎的な知見を得ることにもつながる。こう

した知見は生命現象の理解を深め、その生命現象を人工的に模倣・操作する革新的な技術の創出の一端

を担うと期待している。 


