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武 内  ⼤ 和  

（論文内容の要旨）  

微 ⽣ 物 は ⼆ 次 代 謝 産 物 と し て ε -poly-L-α -lysine （ ε -Pα L ） や

ε -ol igo-L-β -lysine（ ε -Oβ L） な ど の ホ モ ポ リ ア ミ ノ 酸 を ⽣ 産 す る 。 そ

れ ら ホ モ ポ リ ア ミ ノ 酸 の 多 く は ポ リ カ チ オ ン 性 で あ る 。 ポ リ カ チ オ ン 性 の

ペ プ チ ド は 細 胞 膜 透 過 性 ペ プ チ ド （ CPP） と し て 知 ら れ 、 優 れ た 細 胞 内 取

り 込 み 能 ⼒ を 有 す る た め 、 ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー 分 野 で 汎 ⽤ さ れ て い る 。 本

研 究 で は 、 ε -Pα L 及 び ε -Oβ L が 従 来 型 の CPP と 同 様 に 細 胞 膜 透 過 性

を 有 す る と 仮 定 し 、そ の 検 証 を ⾏ っ た 。第 1 章 で は ε -Pα L の 細 胞 膜 透 過

性 に つ い て 、 第 2 章 で は ε -Oβ L の 細 胞 膜 透 過 性 に つ い て 、 第 3 章 で は

ε -Pα L の 従 来 型 CPP の 細 胞 膜 直 接 透 過 促 進 効 果 に つ い て 検 証 し た 。  

【 第 1 章  ε -Pα L の 細 胞 膜 透 過 性 に 関 す る 研 究 】  

ε -Pα L は ⾮ リ ボ ソ ー ム 型 ペ プ チ ド 合 成 酵 素 （ NRPS） に 分 類 さ れ る

ε -Pα L 合 成 酵 素（ Pls）に よ っ て ⽣ 合 成 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る（ Nat .  

Chem.  B io l . ,  4 ,  766-772 ,  2008）。 Pls の 基 質 特 異 性 を 応 ⽤ し 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス

ト リ ー に 利 ⽤ で き る 官 能 基 を 有 す る ε -Pα L を 微 ⽣ 物 発 酵 法 に て 合 成 し

た 。 得 ら れ た ε -Pα L-PEG-azide を 蛍 光 ⾊ 素 、 タ ン パ ク 質 /酵 素 、 抗 体 に

結 合 さ せ た 各 ε -Pα L コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 細 胞 内 分 布 を 解 析 し た 。そ の 結 果 、

ε -Pα L が 優 れ た 細 胞 膜 透 過 性 を ⽰ す と と も に 、 ε -Pα L-タ ン パ ク 質 コ ン

ジ ュ ゲ ー ト が 速 や か に 細 胞 内 に 送 達 さ れ 細 胞 内 で 機 能 発 現 す る こ と も 確 認

し た 。 驚 く べ き こ と に 、 150 kDa の 抗 体 も ε -Pα L と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に

す る こ と で 細 胞 内 に 移 ⾏ す る こ と を 明 ら か に し た 。  

【 第 2 章  ε -Oβ L の 細 胞 膜 透 過 性 に 関 す る 研 究 】  

streptothr ic in （ ST）は ε -Oβ L 構 造 を 有 し 、⽣ 物 に 対 し て 毒 性 を ⽰ す 。



  

そ の 毒 性 は ε -Oβ L の ペ プ チ ド 鎖 ⻑ が ⻑ く な る こ と で 増 強 さ れ る た め 、

ε -Oβ L 構 造 が ε -Pα L と 同 様 に CPP と し て 機 能 し 、 ST の コ ア 構 造 を 細

胞 内 へ 送 達 す る 構 造 モ チ ー フ で あ る と 予 想 し た 。 ε -Oβ L 構 造 は 、 NRPS

に よ っ て ⽣ 合 成 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Nat .  Chem.  B io l . ,  8 ,  791-797 ,  

2012）。ε -Oβ L ⽣ 合 成 酵 素 の 基 質 特 異 性 を 応 ⽤ し 、ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー

に 利 ⽤ で き る 官 能 基 を 有 す る ε -Oβ L（ ε -Oβ L-PEG-azide） を 酵 素 合 成

し た 。 ε -Oβ L の 細 胞 膜 透 過 性 を 評 価 し た 結 果 、 ペ プ チ ド 鎖 ⻑ が 4 残 基 以

上 で 細 胞 膜 透 過 性 を ⽰ し 、 ST の 細 胞 膜 透 過 に ε -Oβ L が 寄 与 す る こ と を

証 明 し た 。  

【 第 3 章  ε -Pα L-タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ る 従 来 型 CPP-タ ン パ

ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 細 胞 膜 直 接 透 過 誘 導 】  

ま た 、従 来 型 CPP と し て 汎 ⽤ さ れ る octa-arginine ペ プ チ ド（ R8）と タ

ン パ ク 質 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は エ ン ドサイト ーシス に よ っ て 細 胞 内 へ 取 り 込

ま れ 、エ ン ド ソ ー ム 内 に ト ラ ッ プ さ れ る 。そ の た め 、R8 に よ っ て 細 胞 内 へ

輸送 さ れ た タ ン パ ク 質 は リ ソ ソ ー ム に よ っ て 分 解 さ れ る可能 性 が⾼く 、 細

胞 内 で の 機 能 発 現 は期待で き な い 。興味深い こ と に CPP の 過剰添加に よ っ

て エ ン ド ソ ー ム か ら リ リ ー ス さ れ た例が 報 告 さ れ ており 、 ε -Pα L ま た は

そ の 誘 導 体 を 共 存 さ せ る こ と で 同 様 の 効 果 が 得 ら れ る と 期 待 し た 。

ε -Pα L ま た は ε -Pα L-タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を R8-タ ン パ ク 質 コ ン

ジ ュ ゲ ー ト と共存さ せ 、動物 細 胞 に処理し た と ころ、 ε -Pα L-タ ン パ ク 質

コ ン ジ ュ ゲ ー ト を共存さ せ た時の み 、 R8-タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は動

物 細 胞 の 細 胞 膜 を 直 接 透 過 し 、 細 胞 質 に 拡 散 し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、

ε -Pα L-タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト におい て 、 R8-タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ

ー ト を 細 胞 内 に 直 接 送 達 さ せ る 促 進剤と し て の 機 能 を⾒出し た 。  

 


