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はじめに

代謝系や免疫受容体に関連した薬剤を用いた

現在の抗癌化学療法は、その強い副作用と薬剤

耐性の出現など、多くの問題を抱えている。化

学療法の発展のためには、これらとは違った新

しい作用法を持つ薬剤の開発が課題となってお

り、近年その一つとして生体膜系に作用し細胞

死へと導くペプチドやタンパク質が注目されて

きた。

これまでに当研究室では、細胞膜に作用し

チャンネルを形成して細胞死に導く両親媒性タ

ンパク質やペプチド（Small globular protein

［SGP］、α-Helical peptide［Hel１３‐５］）のデザイ

ンに成功している（図１）（１、２）。この種の

人工タンパク質及びペプチドは、細胞二重膜に

挿入され、細胞膜を破壊し細胞死を引き起こす。

しかし、その作用機構のために溶血活性を併せ

持つことが臨床化への問題であった。これに関

して最近、配列の一部に D-アミノ酸を含ませ

ることで腫瘍活性は保ったまま溶血活性をなく

すことが出来るという報告がなされた�。そこ
で今回、既存のタンパク質及びペプチドの配列

の一部に D-アミノ酸を導入した誘導体を合成

し、ヒト肝癌細胞（HEPG２）毒性や溶血活性、

また D-アミノ酸導入による構造変化を調べる

こととした�。

研究概要

癌細胞に対する毒性および溶血活性の結果を

図２に示す。今回デザインされた D-アミノ酸

置換化合物の全てが．癌細胞に対して、強い毒

性を示すが、溶血作用は SGP-DLにおいて著し

い減少が見られた。また Hel１３‐５と Hel１３‐５D

３の溶血活性は強く、約２０µMで溶血度は１００％

付近に達することが分かった。

図１．Primary structure of SGP, Hel 13-5 and their analogs. Underlines show D-amino
acids and wave lines are D-amino acids in Hel 13-5 D 3
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一方、Hel１３‐５D５においては３０µM～５０µM

で最大３５％に達することが確認された。この結

果は、D-アミノ酸導入がペプチドの膜との相

互作用に変化を与えた可能性を示す。そこで次

に、我々は、円二色性スペクトル（CD）、及び

赤外（ATR-IR）スペクトルを用いてペプチド

の二次構造を調べたところ、水溶液中では Hel

１３‐５が α-へリックス構造をとっていたのに対

し、D-アミノ酸を三つ導入した D３では α-へ

リックス構造と３１０へリックス構造を、さらに

D-アミノ酸を五つ導入した D５では３１０や β－
構造が主体となっていることが分かった。加え

て、D-アミノ酸導入ペプチドにおいては、生

体膜類似組成燐脂質存在下で、さらに構造の変

化がすすみ、いずれも βシート／turn構造の割

合が増加した。これは、D-アミノ酸を導入し

たペプチドが脂質と相互作用しやすいようにそ

の構造を変えたためだと考えられる。

そこでさらに、ペプチドの膜との相互作用に

ついて調べるため、我々は Trpのイミダゾール

基に注目し蛍光スペクトル測定を行った所、Hel

１３‐５D５のみが膜内に挿入されないという結果

を得た。

現在、塩基性の両親媒性ペプチドの細胞膜へ

の作用機構として、表面活性剤的膜溶解作用

detergent-like theoryおよび膜表面へのカーペッ

トのように蓄積よることによって膜の乱れを引

き起こす carpet-like theoryが提唱されている。

Hel３‐５D５の場合、溶血活性がないことからも

分かるように、ペプチドがその膜表面上に蓄積

したことによって細胞死を引き起こす carpet-

like機構であることが示された。おそらく D-

アミノ酸導入により α-へリックスが崩壊した

ために、その両親媒性構造が壊れて脂溶性が減

少し、その結果、膜に挿入できる能力を失った

のだろう。しかし、新たに形成された βシー
ト構造による会合的性質が、本来ペプチドがも

つ塩基性と膜との静電相互作用による膜表面へ

の蓄積を、増強したのであろう。また、Hel１３‐

５D５を除く全てのペプチドは膜に挿入し、そ

の作用法は細胞膜を破壊することで細胞死を引

き起こす detergent like機構であることが予想さ

れる。

おわりに

膜へ作用して癌細胞毒性を示すタンパク質や

ペプチドへの D-アミノ酸の導入による、毒性

を維持したまま、溶血活性を減少し得たことは、

これらの局所的応用のみならず、全身投与への

可能性を示す。特に Hel１３‐５D５は細胞毒性が

強く、溶血活性の減少は、顕著であった。この

ことは、この化合物のもつ carpet-likeな性質を

図２．Cytotoxic activity against cancer cells and hemolysis of various peptides. A, dose-dependent effect of SGP（●）,
SGP-DL（◇）, Hel 13-5 D 3（▲）, and Hel 13-5 D 5（■）in growth inhibition of the HepG 2. B, Hemolytic activity
of SGP（●）, SGP-DL（◇）, Hel 13-5（○）, Hel 13-5 D 3（▲）, and Hel 13-5 D 5（■）.
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更に強めてやることが、正常細胞と癌細胞の間

の選択制を強めることを示唆する。

癌細胞二重膜の外側には正常細胞二重膜に比

べ、phosphatidylserineのようなアニオン性リン

脂質が豊富であることが知られている。これを

基に、Hel１３‐５D５の一部の Lysをカチオン性

の高いアミノ酸 Argと変換した化合物を新た

にデザインした。現在それらの細胞毒性や構造

についての上記同様の実験を比較検討中である。

参考文献

１．H. M. Ellerby, S. Lee et al., J. Biol. Chem.,278,

35311 (2003)

２．S. Lee et al., J. Biol. Chem., 276,41224 (2001)

３．Y.Shai, et al., J. Biol. Chem., 278,21018 (2003)

４．I. Tokunaga et al., Peptide Science 2005, (Ed.,

T. Wakamiya) p 213 (2006)
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１．はじめに

近年、生活水準の高度化に伴いごみ排出量が

増加する傾向にある中で、腐敗性廃棄物の安定

化・減量化・減容化を目的として焼却処理が主

体に行われている。このため焼却残渣が埋立廃

棄物の大半を占め、その割合は年々増加してい

る。さらに、ダイオキシンの発生を抑制するた

めに、高温での完全燃焼が推進された結果、焼

却残渣の強熱減量は数％程度であり、従来問題

とされてきた処分場における有機汚濁物質負荷

は非常に小さくなっている。しかし、排ガス処

理において多量のアルカリ剤が散布されている

ため、焼却残渣は無機塩類を多量に含み、強ア

ルカリであり、微生物の生育が困難な火山灰に

似た物質となっている。このため、これらの受

け入れ先である最終処分場は微生物が豊富に存

在する一般土壌とは異質な土地であると考えら

れ、最終処分場跡地を有効に利用するためには

処分場の主な廃棄物である焼却残渣を土壌に還

元できる状態にする（「土壌還元化」という。）

必要がある。一般に、火山灰の土壌化は物理・

生物・化学的な風化によって起こる（図１）こ

図１ 焼却残渣の土壌還元化過程と有機物の必要性
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とから、焼却残渣の土壌還元化はこれら作用を

促進することによって達成できると考えられる

が、焼却残渣単独では生物的風化は起こりにく

い。

そこで本研究では、微生物の生育にとって必

要な栄養源を処分場の覆土材に混合、又は浸出

水の循環等の方法を用いて供給することによっ

て微生物の活性化を図り、焼却残渣を植物生産

性がある土壌に還元することが可能かについて

検討した。

２．実験方法

試料は１０�ふるいを通過した焼却残渣と供給
する有機源として液体有機物（NB）及び固体

有機物（下水汚泥コンポスト）の３種類である。

実験試料の概要を表１に示す。焼却残渣と下水

汚泥コンポストの混合割合は有機物含有率を

１０％（№４）、１５％（№５）となるように調整

した。有機源を液体で加える実験（№２、№３）

の場合の有機物の添加量は１０年間の全添加有機

物量が焼却残渣の１０％（№２）、１５％（№３）

となるように NB（Nutrient Broth）の濃度を調

整して降雨の代わりに散水した。１、３、６、

１２及び１５ヶ月後に試料を採取し、pH、有機物

含有量、細菌数及び植物の生育度について試験

を行った。

３．実験結果

３．１微生物の活性化効果

図２～図４に各試料中の細菌数の経時変化を

示す。上層では、№１、№２、№３で最初の６

ヶ月間に微生物の著しい増加が見られ、充填時

において１０２cells／gであったものが、１０６～１０８

cells／gに達した。№３はその後も増加し、１２

ヶ月目には№５とほぼ同じ１０８cells／gに達した

（図２）。一方№４、№５では、コンポストを

添加しているため、充填時にすでに１０６～１０７cells

／gの細菌が生息しており、№１、№２、№３

ほどの急激な増加は見られなかったものの、６

ヶ月目には各 １々０７cells／g及び１０８cells／gで高い

菌数レベルで推移した。特に、№５は５つの槽

の中で最も菌数が高いレベルを維持していた。

このことは、コンポスト中の細菌が焼却残渣と

表１ 充填概要と充填条件

装置No

充填試料と充填量 散布水

焼却灰
（�）

下水汚泥
コンポスト（�）

有機物
含有率（％）

充填密度
（ｔ／�）

水道水 NB 散布量
（ml）有機物量（g／l） 有機物量（g／l）

No．１ ５７ － ６．９

１．３４

０ － ２２００

No．２ ５７ － ６．９ － ７＊ ２２００

No．３ ５７ － ６．９ － １２＊＊ ２２００

No．４ ５０．７ ６．２ ９．５ ０ － ２２００

No．５ ４４．３ １２．５ １３．４ ０ － ２２００
*NB濃度（７�／�）は１０年間の散布で有機物量が充填焼却灰の７％（１０％－３％）となるのに必要な濃度である
**NB濃度（１２�／�）は１０年間の散布で有機物量が充填焼却灰の１２％（１５％－３％）となるのに必要な濃度である

図２ 充填廃棄物中の細菌数
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混合後も生息し続けていることを示していると

同時に、有機物量が多いほどその効果は大きい

ことを示している。

３．２物理化学的風化効果に関する検討

図２に、各試料の上、中及び下層における pH

の推移を示す。上層では、どの槽でも顕著な pH

の低下が見られた。６ヶ月目の時点では、№５

の pHが９．２で、最も低下が大きく、次いで№

４が９．８で、コンポストを混合した槽の低下が

大きかった。しかし、１５ヶ月目には№２及び№

３は№５とほぼ同様に中性に近い値まで低下し

た。№１及び№４では、６ヶ月目以降 pHの低

下はほとんどみとめられず、№１は pH１０．５～

１１．５、№４は９．８前後で、充填時に比べて低下

はしているものの依然としてアルカリ性領域に

ある。次に、中層、下層はほぼ同じ傾向を示し、

№５のみ pHの低下が見られ、６ヶ月目以降は

pH９前後で推移した。pHの低下が大きかった

槽及び層位では、塩化物イオン濃度の差が見ら

れないことや、細菌数が多いことから、細菌の

生育によって発生する CO２が pHの低下を促し

ているものと考えられる。

３．３植物生産性に関する検討

小松菜の生育試験の結果を写真１に示す。発

芽率はいずれの槽も８０％以上で高かったが、成

長度を示す長さ、葉の数及び重量は№５が最も

大きく、次いで№２及び№３であり、下水汚泥

コンポストを加えた№４は無添加の№１同様に

小松菜の生育は悪かった。廃棄物の pH、塩分

濃度及び含水率等から物理化学的風化が進行し

ていると予想された№５上層が最も植物生産性

が高かったことから、№５が最も土壌還元化が

進行していると考えられる。

図３ 充填廃棄物の pH
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４．結論

焼却残渣にある一定量の有機分を加えること

によって微生物活性を高めることができた。ま

た、微生物活性が上昇することによって pHの

中性化が促進されたと同時に、腐植物質の生成

に起因すると考えられる保水性の向上がみられ

た。これによって、植物の生産性が高まった。

これらの効果は有機資材単独よりも微生物含む

有機資材の方が大きくなることもわかった。こ

のことは、有機分だけを添加するよりも微生物

も一緒に添加する方が焼却残渣主体の最終処分

場の土壌還元化にとってより効果があることを

示唆するものである。

【参考文献】

１）田中信寿；環境安全な廃棄物埋立処分場の

建設と管理、技報堂出版、PP．４、２０００

２）松藤康司他；熱灼減量の違いによる焼却灰

の埋立特性、第３５回土木学会年次学術講演会、

pp．８２６‐８２７、１９８０

３）太田寛行他；初期土壌生成と微生物群集、

日本ペドロジー学会２００５年度大会、pp．１２‐１５、

２００５

写真１ 小松菜の生育状況（各槽の上層廃棄物試料）
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ヒト免疫不全ウイルス（HIV-１）の血液脳関門透過機序

高機能物質研究所研究員 道 具 伸 也

�．研究概要
【背景・目的】

血液脳関門（Fig．１）は脳血管内皮細胞、ペ

リサイトおよびアストロサイトから構成され、

その強固な密着結合や輸送担体によって物質の

脳移行を制限する。血液脳関門の機能はこれら

細胞間のサイトカインや増殖因子等を介した協

調により制御されている。中枢神経疾患時にお

いて血液脳関門構成細胞は種々のサイトカイン

を産生し、これら細胞間の情報伝達異常が血液

脳関門における物質輸送に影響を与えることが

予想される。病態下における血液脳関門構成細

胞間の免疫応答に着目し、物質輸送の変化の可

能性およびその機序を明らかにすることを目的

とした。

ヒト免疫不全ウイルス（HIV-１）は中枢神経

障害を引き起こし、エイズ脳症は炎症性物質（サ

イトカイン、プロスタグランジン、一酸化窒素

（NO））の増大により発症する。HIV-１は神経

細胞には感染しないため、脳を構成する細胞（グ

リア細胞）からの炎症性物質の産生を介し、神

経系における炎症反応に関与する。それゆえ、

HIV-１の血液脳関門透過がエイズ脳症の発症に

重要な役割を果たすと考えられる。HIV-１はウ

イルス粒子のエンベロープである糖タンパク質

gp１２０と細胞表面上の受容体 CD４との結合を

介して細胞内に侵入する。HIV-１の血液脳関門

透過の過程においては、脳血管内皮細胞に CD

４が発現していないため、gp１２０と脳血管内皮

細胞表面の糖との結合を介した adosorptive en-

docytosisの関与が示唆されているが、その詳細

な機序は不明

である。そこ

で、本研究で

はリポポリ

サッカライド

（LPS）と gp

１２０を炎症性

物質の誘導物

質として用い、

炎症性物質が

HIV-１の脳移行に及ぼす作用について検討した。

【方法】

初代培養マウス脳血管内皮細胞とマウスペリ

サイトをそれぞれ単離した。Transwellインサー

トを用いて、脳血管内皮細胞単独培養系とペリ

サイト共培養系の２つの in vitro BBBモデルを

作製した（Fig．２）。上記モデルに LPS（１‐１００

�／�）および gp１２０（０．１‐１０�／�）を血管
側（luminal side）に処理し、４時間後に１３１Iで

標識した HIV-１の透過係数を測定した。また cy-

Fig．１ 血液脳関門（BBB）

Fig．２ In vitro 血液脳関門モデル
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tokine array kitを用いて、LPS刺激による脳血

管内皮細胞の cytokine産生を測定した。

【結果・考察】

LPSは濃度依存的に HIV-１の血液脳関門透過

を増大させた。この LPSによる透過性亢進は

NO合成酵素阻害薬である L-NAME（１，３mM）

およびシクロオキシゲナーゼ阻害薬である in-

domethacin（１，５µM）によって抑制されなかっ

た。ペリサイト存在下では、この LPSの HIV-１

透過性亢進作用は脳血管内皮細胞単独時よりも

増大した（Fig．３）。LPSは TNF-αおよび IL-６

産生を増大させた。一方、gp１２０は濃度依存的

に HIV-１の血液脳関門透過を減少させた。

これらの結果から、LPSは NOおよびプロス

タグランジン類の産生を介さずに HIV-１の血液

脳関門透過を増加させることが明らかになった。

また、ペリサイトがこの LPSの作用を増強す

ることから、LPSによる血液脳関門構成細胞か

らのサイトカイン産生が HIV-１の血液脳関門透

過を亢進することが示唆される。また、gp１２０

は HIV-１の血液脳関門透過を亢進しなかった。

以上、HIV-１の血液脳関門透過は HIV-１それ自

身によっては促進されず、エイズ炎症病態が

HIV-１の脳移行を容易にするものと推測される。

【今後の展望】

現在 HIV-１、gp１２０および Tatによる脳血管内

皮細胞からのサイトカイン産生について検討中

であり、エイズ脳症において血液脳関門が炎症

反応を仲介することが明らかとなれば、新たな

治療標的を提示できる。また、HIV-１の脳血管

内皮細胞への取り込みにおける adsorptive endo-

cytosisの機序について、糖鎖への結合およびサ

イトカイン産生を介した細胞内情報伝達機構を

明らかにしたい。Adsorptive endocytosisは従来

血液脳関門を透過できない巨大分子の輸送系で

あると想定され、この機構解明は血液脳関門に

おける物質輸送に新たな可能性を提供すると考

える。

�．業績一覧
［論文］

１）Release of cytokines by brain endothelial cells:

A polarized response to lipopolysaccharide.

Verma S., Nakaoke R., Dohgu S., Banks WA.

Brain Behav Immun.2006 (in press)

Fig．３ LPSによるHIV-１の BBB透過
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光触媒試験方法の標準化

工学部併任講師 東 英 子

環境科学技術研究所長 中 野 勝 之

はじめに

酸化チタン（TiO２、チタニア）を主原料とす

る光触媒は、紫外線を照射したときに発現する

強い酸化還元力を利用して、殺菌、消臭、有機

物分解、防汚、防曇などの効果を示すことで知

られ、その市場は急激に成長しつつある。光触

媒の市場は現状では約５００億円といわれ、国内

だけでも１０００社を超える企業が事業に参入して

いると推定される１）。その一方で、光触媒機能

の疑わしい製品（いわゆる“まがい物”）も多

く、光触媒の市場の成長を疑問視する声も大き

い。これは光触媒の試験方法が標準化されてお

らず、多く製品が企業独自の試験方法で評価さ

れ、販売されることに起因する。光触媒の機能

を公正に評価し、消費者の信頼を得るために、

「光触媒標準化委員会」が設置され、産官学連

携の下に光触媒試験方法の標準化が検討されて

いる。これらは、日本工業規格（JIS）化を経

て、国際標準化機構（ISO）への提案を視野に

入れ進められている。筆者（所長の中野）は当

委員会に学識経験者委員の一人として参画して

おり、本稿では、光触媒試験方法の標準化に関

して最新の情報や本研究所での取り組みを紹介

する。

空気浄化性能の試験方法

光触媒の性能を評価する試験方法として現在

までに唯一 JIS化された方法が、JIS R１７０１－１

「ファインセラミックス―光触媒材料の空気浄

化性能試験方法―第１部：窒素酸化物の除去性

能」２）である。空気中に含まれる無機汚染物質

のモデルとして NOを想定し、これを酸化除去

する性能を測定する。図１に示す流通式の試験

装置を用いる。本法では２５℃、相対湿度５０％の

条件下で１．０ppmの NOを試験装置内に導入し、

１００×５０�の光触媒試験片の上部を流量１．５dm３／

minで通過させる。試験片上には光強度１．０mW

／�の紫外線が照射され、そこで光触媒による
酸化反応が起こる。出口ガスをガスクロマトグ

ラフなどで分析することにより反応しなかった

NO濃度を求める。NOの酸化生成物として試

験片上に残留した NO２－、NO３－濃度も測定する。

これにより NO酸化力および試験片上への生成

物蓄積能力を測定でき、NO除去量として表さ

れる。これらの方法は、屋外で光触媒を使用す

る場合に大気中に含まれる有害な窒素酸化物を

酸化し、光触媒が施された建材等に捕集された

生成物が雨などによりイオンとして洗い流され

る現象を再現している。本研究所においてもコ

ンクリートや漆喰などの建材に光触媒を塗布し、

この試験方法により NO酸化除去性能を評価し

ている。一方、シックハウス症候群などを引き

起こす揮発性有機物（VOCs）についての試験

方法は上述の試験器を用い、対象を特定悪臭物

質でもあるアセトアルデヒドおよびトルエンを

選定し、現在 JIS原案として検討されている。

本研究所ではホルムアルデヒドガスに対する性

能評価およびモデルルームを使った実証試験３）
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（A）平面状試験片の場合�

（B）フィルター状試験片の場合�

専用アダプター�
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（フィルター状）�
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図１ 大気浄化試験装置の断面図

図２ 水質浄化試験装置の概観

を行っているが、今後は制定される試験方法に

も対応していく必要がある。しかし、試験方法

は対象濃度をガスクロが利用できる１ppmに

制定しているが、現実にはシックハウス症候群

はその１０～１００分の１程度で発症するため、こ

れら低濃度の有機物に対応できる光触媒の開発

が必須となる。

水質浄化性能の試験方法

水中の汚染物質に対する光触媒の性能評価試

験方法としては、水中には数多くの化学物質が

存在するため、性能評価の指標物質をラジカル

捕捉剤であるジメチルスルホキシド（DMSO）

とし、それが光触媒への光照射によって生成す

る OHラジカルなどと反応して生成するメタン

スルホン酸を測定する方法が開発された。図２

に示すような装置を使う。本研究所では、実社

会で問題となっている環境ホルモン様物質とし

てフェノール、ビスフェノールＡなどを用いて

分解実験を行っている。これらの分解実験と並

行して、光触媒自体の性能を評価するために、

上述の試験方法を今後加えていく予定である。

その他の研究事例

本研究所においては、空気浄化、水質浄化の

他にも、光触媒を用いた防汚性能については、

数年前より本研究所外壁および試験片などを用

いて屋外曝露試験を行っている。この結果と、

光触媒自体の物性測定（例えば親水性の測定な

ど）を行うことで防汚性能と光触媒物性の相関

関係を調査し、より高性能な光触媒の開発を

行っている。また殺菌試験については、医学部

と共同で現実的に問題となっている大腸菌やレ

ジオネラ菌類の光触媒による殺菌などを行って

いる。これらについても順次 JIS原案が作成さ

れ（例えば防汚試験については「水接触角の測

定」や「湿式分解性能」など）、光触媒の性能

評価方法が規格化されていくが、これらの性能

試験方法を取り入れつつ、現実的な問題を実証

試験によって評価し、解決していくようなスタ

ンスで研究を続けていく予定である。
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