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研究成果の概要（和文）：　進化分子工学技術（環境応答性蛍光基、電気化学重合性基、タンパク質リガンドを
非天然アミノ酸として組み込んで行う化学拡張型）を用いて、有用な診断用、治療用ペプチドを開発した。
　具体的には、混合するだけでバイオマーカーと相互作用し、蛍光を発生できるペプチドや、電気化学重合によ
って標的を分子認識・感知できるペプチドを診断用分子として開発するとともに、高活性な阻害剤薬剤、厳密な
標的指向性をもつドラッグ・デリバリーシステム用リガンドを治療用ペプチドとして開発した。

研究成果の概要（英文）：　Peptide molecules for diagnosis and therapy were developed using 
chemically extended evolutionary engineering which contains environment-dependent fluorescent group,
 electrochemical polymerizable group, or protein ligand as a non-coding amino acid. 
　The incorporation of fluorescent group enabled fluorogenic peptides by interaction with 
biomarkers. By using the polymerizable group, electro-biosensing peptide was developed. The 
utilization of protein ligand enhanced the activity of inhibitor drug and the selectivity of drug 
targeting.   

研究分野： 生体材料学

キーワード： 進化分子工学　ペプチドアプタマー　蛍光プローブ　電気化学プローブ　中分子創薬　ドラッグデリバ
リーシステム　ナノメディシン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 医療分野では様々な診断用、治療用の試薬が用いられ、中でも抗体は、タンパク質を検出したり、抗体医薬と
して多様な疾患に用いられている。しかし、抗体は通常マウスなどの動物や動物細胞を用いて作られ、分子量も
高く、製造コストも高い。抗体機能を代替えするもっと低分子量のものができれば有用である。
 本研究では、進化分子工学を用いて、中分子量（数千）で固相法などの有機合成法で製造できるペプチドをベ
ースにした抗体代替物ができることを明らかにした。これにより具体的に、がんの早期発見、感染症に関係する
ウイルスの簡便な検出法、新しい抗癌剤、副作用を抑制する抗癌剤デリバリーなどが可能であることを示すこと
ができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
任意のターゲットに結合できる核酸やペプ

チドを探索する進化分子工学は、天然核酸や
アミノ酸を用いて、 1990 年前後に各々
SELEX やファージ・ディスプレイ法として確
立された。得られる核酸やペプチドは、アプ
タマーと呼ばれるようになった。生体内で免
疫反応が行う抗体生産を試験管内で行えるよ
うになった。しかし、当然ながら、その機能は
抗体と同じで結合するだけであった。そのよ
うな中、1990 年後半から非天然核酸が、10 年
ほど前から非天然アミノ酸が導入されるよう
になった。それでも依然、結合性の強化や触
媒活性の付与に終始していた。申請代表者は、
1990 年前後に生体分子を用いた進化分子工
学が提唱されると、この分子認識を創成する
概念に魅了され、この概念を人工分子へ拡張
し、機能化分子認識を創成することを目指し
てきた。 
そして、我々の研究グループでは、進化分

子工学を化学拡張することで、全くこれまで
にない機能を付与することに成功してきた。
一連の研究は注目を集め、例えば、アゾベン
ゼンを導入した光応答性ペプチドについては、
最近、アメリカやカナダのグループが著名学
術雑誌などで我々の報告を引用しながら、標
的を変えて追随する論文を発表するようにな
ってきた。現在、我々は、先導的な立場で、新
規機能を発現する分子認識機構を開発してい
る。本申請では、このような状況を踏まえ、特
に医療応用を目指した診断用、治療用機能分
子の創成を目指すことを企画した。 
 
２．研究の目的 
特に最近、人工機能化アミノ酸を導入した

進化分子工学の方法論を生み出し、診断、治
療に応用できる機能化分子認識ペプチド創出
のシステムを確立した。本申請では、確立し
た技術を用いて、混合するだけでバイオマー
カーと結合し、蛍光を発生させる分子認識ペ
プチドや電気化学重合性基を導入したペプチ
ドを診断用分子として創成することを、そし
て一方で、厳密な標的指向性をもつドラッグ・
デリバリー（DDS）用リガンドや高活性・高
選択性阻害剤あるいは活性化剤を治療用ペプ
チドとして開発することを目指した。 
本研究は、従来のホスト・ゲスト化学、分子

認識化学で培われた基礎化学に、任意の標的
を分子認識できるようにする進化分子工学を
融合するという独創性から、新しい研究領域
を開拓し、さらに機能化分子認識として医療
応用展開できるようになると期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究で用いる化学拡張進化分子工学の全

体像を図１に示す。通常の進化分子工学では、
ランダム配列の DNA から転写、翻訳が行わ
れ、リボソーム・ディスプレイ（mRNA ディ
スプレイ）で、ランダム配列ペプチドが、
mRNA 情報を伴って提示されるが、無細胞翻

訳系に、非天然アミノ酸を担持した tRNA を
加えることで、非天然アミン酸を含んだラン
ダム配列ペプチド・ライブラリーが形成され
ることになる。本研究では、非天然アミノ酸
として、環境応答性の蛍光基、電気化学重合
性基、および低分子リガンド（抗がん剤や葉
酸）を tRNA に結合し、翻訳系に添加し、ペ
プチドを選別し、その機能評価、応用性を評
価した。 
 
４．研究成果 
第一には、抗体のように標的の検出のため

に結合体と非結合体を分離することが不要で、
検体に加えるだけで蛍光分子自身の環境応答
能による蛍光変化によって直ちに検出ができ
るような進化分子工学システムを構築し、ペ
プチドを調製できるようにした。導入する環
境 応 答 性 蛍 光 基 に は 、 7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazole (NBD)を用いた。標的として、
ベロ毒素、ウイルス（インフルエンザ、HIV な
ど）、癌マーカー（サイトケラチン、ヒートシ

図 2. ポリフッ化ビニリデン膜上にベロ毒素、ウ
シ血清アルブミン（BSA）、オボアルブミン
（Ovalbumin）を、濃度を変えてスポット状に
染み込ませ、ペプチドを添加すると、ベロ毒素の
存在下でのみ高濃度ほど蛍光量が減少し、存在
を確認することができた。ふき取り検査などで、
ベロ毒素の存在を調べる際に有効であることが
わかった。 

 

図 1. ペプチド進化分子工学の基本工程。翻訳段
階で、非天然アミノ酸担持 tRNA を加えること
で、非天然アミノ酸含有ペプチド・ライブラリー
を構築（リボソームディスプレイ）し、アフィニ
ティ選別し、mRNA を RT-PCR 増幅し、再度同
じ工程を繰り返す。この一連のサイクルを 5，6
回循環させ、最終的に得られた RNA(DNA)をク
ローニングして配列を明らかにする。 



ョックプロテイン）、カルモジュリンを選び、
選別を行った。 
ベロ毒素では、相互作用すると蛍光量が減

少するペプチドプローブを得ることができ、
図２に示すように、ポリフッ化ビニリデン膜
上にベロ毒素、ウシ血清アルブミン、オボア
ルブミンを、濃度を変えてスポット状に染み
込ませ、一定濃度のペプチドを添加すると、
ベロ毒素の存在下でのみ高濃度ほど蛍光量が
減少し、存在を確認することができた。ふき
取り検査などで、ベロ毒素の存在を調べる際
に有効であることがわかった。 
インフルエンザを標的とした場合には、ペ

プチド選別の結果、異なる配列を持つ３種類
のペプチドプローブが得られた。図３に示す
ように、一定濃度の各ペプチド溶液に、様々
な濃度のインフルエンザ A 型抗原を添加して
蛍光強度を測定すると、NP1 ペプチドでは蛍
光強度の減少、NP2 と NP3 の各ペプチドで
は蛍光強度が増加した。よって、これらのペ
プチドも、飛沫中や粘膜ぬぐい液中のウイル
ス検出に有効であることが分かった。 

さらに、ヒートショックプロテイン
（Hsp90α）では図４に示すように、得られた
ペプチドプローブを用いて培養細胞を染色す
ると、細胞内 Hsp90αとの結合に伴う蛍光増
強が観測された。今回使用した T98G 細胞株
は 42℃での熱ショック付与によりHsp90α発
現量が増加することが知られており、選別さ
れたペプチドでの細胞染色によって Hsp90
の発現量変化を可視化できることを示した。 
また、すでにカルモジュリンに対して得ら

れた環境応答性の蛍光基を NBD から 4-N,N-
dimethylamino-1,8-naphthalimide に変換す
ると、さらに蛍光強度の変化量が 100 倍以上
に増し、検出に有効であることもわかった。
さらに、環境応答性蛍光基の応用として、血
液中を循環する癌細胞に高発現されている上
皮細胞接着分子に対してファージ・ディスプ
レイで見つけられていたペプチドアプタマー
配列に、NBD を導入することにより、洗浄無
しでモデル癌細胞を蛍光検出できることを示
した。 

あらたに電気重合性基を導入したインフル
エンザ検知ペプチドの選別に成功し、インフ
ルエンザが存在するときには重合が阻害され、
電極表面を修飾せず、インフルエンザ量が増
加するほど電流量が増えるターンオン型の電
気センサーの作製に成功した。原理を図５に
示す。 

図６には、インフルエンザ量の増加に比例
して電流値が増加することを示す。インフル
エンザウイルス添加時は 100 µg/mLの濃度ま
でほぼ直線的に電流値が増加したが、エプス
タインバーウイルスやウシ血清アルブミン添
加時は電流値の増加は見られず、標的ウイル
スを定量的に検出できることを示した。 

 

図 5 電気重合性基導入ペプチドプローブによる
標的ウイルスの検出原理。ウイルス不在時はペ
プチド同士が重合して電極表面が被覆される
が、ウイルス存在時はペプチド同士の重合によ
る電極の修飾が阻害されるため、より高い電流
値が計測されるようになる。 

 

図 3 選別によって得られた 3 種のペプチドプロ
ーブ NP1-3 と、標的であるインフルエンザ A 型
抗原を混合した際の蛍光強度変化。NP1 ペプチ
ドでは標的濃度に応じた蛍光量減少、NP2,3 で
は蛍光量増加が確認された。 

 
図4 ペプチドプローブを用いて細胞内Hsp90α
を染色したところ、熱ショックの有無による
Hsp90α発現量の変化を蛍光像から確認できる
ことがわかった。 

 
図 6 電気重合性基導入ペプチドによるインフル
エンザウイルス存在下での電流値変化。インフ
ルエンザウイルス添加時のみ濃度依存的な電流
値の増加が確認された。 



第二には、低分子リガンドを tRNA に担持
してその相互作用を基にして、アプタマーを
選別する方法で高活性、高選択性を新たに付
与することを目指した。 
キナーゼ阻害剤である purvalanol B を担

持した tRNA を調製し、その存在下で翻訳を
行い、阻害剤担持ペプチド・ライブラリーを
調製し、その中からサイクリン依存性キナー
ゼ２（CDK2）に結合性のペプチドを選ぶと、
サイクリン依存性キナーゼ５（CDK5）やｃ
AMP 依存性プロテインキナーゼ（PKA）など
他のキナーゼの阻害活性も高めることがわか
った。その促進効果は 10 倍から 100 倍以上
にのぼった。これはアプタマー構造の付加に
より低分子リガンドとの相互作用だけでなく、
アプタマー構造との相互作用も加わるために、
作用点の増加による活性促進と考えられる。
図７には、調製したリガンド結合ペプチドと
標的キナーゼとの相互作用を分子ダイナミク
ス・シミュレーションした結果を示す。 

次に DDS 開発で標的とされる代表的な分
子の一つであり、腫瘍細胞表面に過剰発現す
る葉酸レセプターα に特異的な親和性を示す
葉酸結合ペプチドを、インシリコドッキング・
シミュレーションも併用しながら生み出すこ
とに成功した。α 型(FRα)と β 型(FRβ)で、解
離定数(KD)で数十倍から数百倍の相違がある
ペプチド・リガンドになることが、大腸菌で
生産したヒト型の葉酸レセプターを用いて明
らかとなった。 
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