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研究成果の概要（和文）：低分子医薬品と抗体医薬の利点を併せ持つペプチド医薬品は新たな創薬シーズとして
注目を集めている。本研究では、ペプチドのヘリカル二次構造制御に関する研究、核内受容体-コアクチベータ
結合阻害ペプチドに関する研究、プロテインノックダウン法による標的タンパク質分解誘導剤に関する研究、を
併せることで、「安定化ヘリカルペプチドを用いた標的タンパク質の分解誘導剤の創製」を行うことを目的とし
た。研究期間内に、核内受容体を標的とした、転写活性化阻害ペプチド、および分解誘導ペプチドの開発に成功
した。また、これらのペプチドを細胞内へ効率的に導入するための細胞膜高透過性ペプチドの開発にも成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Peptide drugs having the advantages of small-molecule medicines and 
antibodies are attracting attention as new drug discovery seeds. In this study, I developed 
stabilized helical peptides as POI degradation inducers.  Within the period, I succeeded in 
developing helical peptide-based transcriptional inhibitors and degradation inducers targeting 
nuclear receptors. I have also developed cell penetrating peptides for efficient delivery of these 
molecules into cells.

研究分野： 創薬化学

キーワード： アミノ酸　ペプチド　PPI阻害剤　標的タンパク質分解誘導剤　細胞膜透過性ペプチド
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 近年、抗体医薬の機能をペプチド単位で発
現させる中分子医薬品の開発が盛んに行な
われている。特に、タンパク質の二次構造の
中でヘリカル構造は DNA や他のタンパク質
を認識する上で重要な役割を果たしている
ために、安定なヘリカル構造を形成できるペ
プチド設計は高機能中分子医薬品を開発す
る上で重要なアプローチのひとつである。筆
者はこれまでに、ペプチドのヘリカル二次構
造制御と機能化に関する研究、また、プロテ
インノックダウン法（橋本教授・石川准教授
（東大）、内藤部長（国立衛研）、Crews教授
（イェール大）らにより開発された、タンパ
ク質分解機構のひとつであるユビキチン-プ
ロテアソーム系を利用することで標的タン
パク質を選択的に分解する方法）による標的
タンパク質分解誘導剤の開発に関する研究、
を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究ではこれまでに行ってきた、ペプ

チドのヘリカル二次構造制御に関する研究、
核内受容体-コアクチベータ結合阻害ペプチ
ドに関する研究、プロテインノックダウン法
による標的タンパク質分解誘導剤に関する
研究、を併せることで、「安定化ヘリカルペ
プチドを用いた標的タンパク質の分解誘導
剤の創製」を行うことを目的とした。これま
で開発された低分子型の分解誘導剤は、リガ
ンドが埋もれているタンパク質、リガンドが
同定されていないタンパク質、リガンドを持
たないタンパク質には応用が困難である。そ
こで筆者は、タンパク質表面に結合できるペ
プチドを用いて標的タンパク質を分解誘導
できれば、これらの問題を解決できると考え
た。具体的には、下記の３項目の研究を行っ
た。 
（１） 核内受容体転写活性化阻害ペプチド

の開発 
（２） 核内受容体分解誘導ペプチドの開発 
ヘリカル構造制御に基づく細胞膜高透過性
ペプチドの開発 
 
３．研究の方法 
	 （１）核内受容体転写活性化阻害ペプチド
の開発 
	 核内受容体のひとつであるエストロゲン
受容体（ER）を標的とした転写活性化阻害ペ
プチドの開発を行った。すなわち、ERに強い
親和性を持つヘリカルペプチドPERM1および
PERM3 に対し、細胞膜透過フラグメント（R7、
ヘプタアルギニン）を導入することで細胞膜
透過性を高めたペプチド PERM1-R7、PERM3-R7
を設計、合成した。また、ペプチドの N末端
をフルオレセイン（FAM）で標識化したペプ
チドFAM-PERM1-R7、FAM-PERM3-R7を合成し、
乳がん細胞MCF-7における細胞膜透過性を評
価した。ER転写活性化阻害能はエストロゲン
刺激による pS2 の発現上昇（SRC-dependent）

を指標に効果を評価した。	
（２）核内受容体分解誘導ペプチドの開発 
	 項目１で ER 転写活性化阻害能を示したペ
プチド PERM3-R7 の N 末端アミノ酸に、スペ
ーサーを介してユビキチンリガーゼリガン
ド（ベスタチン、BS）をコンジュゲートした
ペプチド BS-PERM3-R7 を設計、合成した。次
いで、MCF-7 を用いて、合成したペプチドの
ER 分解能をウェスタンブロッティングによ
り評価した。 
（３）ヘリカル構造制御に基づく細胞膜高透
過性ペプチドの開発 
	 細胞膜透過性ペプチド（CPP）は、ペプチ
ドを含む高親水性分子の細胞内デリバリー
ツールとして注目を集めている。CPP	に関す
るこれまでの研究成果から、膜透過において
カチオン性アミノ酸側鎖が重要であること
が示唆されている。しかしながら、ペプチド
二次構造と膜透過性の相関はあまり研究さ
れておらず、ペプチド二次構造制御に着目し
た高機能 CPP の報告例は非常に少なかった。
そこで、ペプチドの二次構造制御に着目した
細胞膜透過ペプチドの開発を行った。具体的
には、ヘリカル構造を固定化できるカチオン
性ジ置換アミノ酸、環境に応じて二次構造を
変化できるカチオン性アミノ酸の開発をお
こなった。また、これらのアミノ酸をノナア
ルギニンへと導入し、その二次構造および細
胞膜透過性（接着細胞、浮遊細胞）を評価し
た。	
	
４．研究成果	
（１）核内受容体転写活性化阻害ペプチドの
開発 
ヘリカルペプチド PERM1 および PERM3 に R7
をコンジュゲートしたペプチド PERM1-R7、
PERM3-R7 のみが、MCF-7 細胞内へ効率的に取
り込まれ、ERの転写活性化を阻害できること
を明らかとした。	
 

 
図１.ER 転写活性化ペプチド開発 
 
（２）核内受容体分解誘導ペプチドの開発 
ER表面に結合できるペプチド	PERM3-R7とユ
ビキチンリガーゼに結合できるリガンド MV1
をスペーサーで繋いだ分子	MV1-PERM3-R7 を
合成し、この分子を用いることで ER を分解
誘導できることを明らかとした。	
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図 2.ER 分解誘導ペプチドの開発 
	
（３）ヘリカル構造制御に基づく細胞膜高透
過性ペプチドの開発 
ヘリカル構造を固定化できるカチオン性ジ
置換アミノ酸（ApiC2Gu）および細胞内環境変
化に応じた二次構造変化を誘起するカチオ
ン性アミノ酸（ProGu）の合成を行ない、代表
的な CPPs でありランダム構造を形成するノ
ナアルギニン（R9）へと導入することで、そ
れらの二次構造と膜透過性の相関関係評価
をおこなった。ApiC2Guを含有するペプチドは、
培地内および細胞内外の環境を模した親水
条件下と細胞膜付近の環境を模した両親媒
条件下において、安定なヘリカル構造を形成
していることが明らかとなった。一方で、
ProGuを含有するペプチドは、親水性環境から
両親媒環境への環境変化に応じ、その二次構
造をランダム構造からヘリカル構造へと変
化させることが明らかとなった。ペプチドの
細胞膜透過性評価は接着細胞（HeLa、CHO-K1、
A549）および、浮遊細胞（Jurkat）を用いて
行なった結果、いずれの細胞種においても
ApiC2Gu および ProGuを含有するペプチドが R9
と比較して高い透過性を示すことが明らか
となった。本研究により、ペプチド二次構造
が CPPs の細胞膜透過性に影響を与え得るこ
とが明らかとなった。	
	

 
図３.ヘリカル構造制御に基づく細胞膜高透
過性ペプチドの開発	
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