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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌疾患に関連するPPI、細菌感染に関連するPPIなど、創薬へとつながる
有力なモデルPPIを選択し、熱力学、速度論、そして計算科学を駆使して、これらPPIの精密な相互作用解析と、
抗体や低分子化合物によるPPIに対する阻害機構解明を行った。１つの標的蛋白質に対して、PPIのプロセスに関
連する中間体構造を制御する制御剤を得ることに成功した。さらに、これら抗体と低分子それぞれに関する阻害
メカニズムの分子レベルでの解析により、抗体からの低分子化によるPPI制御剤の設計に関する知見を得ること
ができた。本研究よりPPIに対する制御分子設計における新しい戦略指針が得られたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to propose a strategy of ligand design regulating 
protein-protein interactions (PPIs). We have focused on the process of PPI and addressed biophysical
 behaviors of ligands, i.e. small molecules and antibodies which inhibit the target PPIs. Some model
 PPIs were selected from tumorigenesis and infection. These PPIs were biophysically characterized 
based on the thermodynamics, kinetics and computer simulation. We also revealed the mechanisms of 
inhibition of PPIs by using small molecules and antibodies. Through these experiments, we could 
regulate structure of a specific intermediate of PPI, which is correlated with the process of PPI, 
using both single-chain Fv and fragment compound. Furthermore, we have demonstrated the concept of 
PPI modulation through elucidation of the mechanisms for PPI inhibition at molecular level. Thus, we
 could propose a new strategy of the ligand design for PPI regulation in this project.

研究分野： 蛋白質工学、生命物理化学、生命分子工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PPIの特異的な制御は、従来、抗体によるものが主な戦術で、低分子展開は限定されていた。本研究では明確な
結合ポケットが構造上では分からないPPIに対して、いくつかの低分子阻害剤を得ることに成功した。その特徴
として、１）SPR, ITC, DSFなどの物理化学的解析より、標的への特異的な結合が観察され、２）細胞アッセイ
レベルで活性が得られた。このように、PPIを制御するための物理化学的アプローチにより制御剤探索が可能で
あることは、蛋白質との特異的な相互作用による制御剤創出が可能であることを示唆し、創薬モダリティの観点
において大きな学術的・社会的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

医薬品開発（治療薬，診断薬）において，蛋白質を安定かつ精密に取り扱うことは必要不可
欠である。例えば抗体医薬品開発では，抗体そのものの分子設計から品質管理まで，蛋白質の
構造・物性に関する深い理解が求められる。低分子医薬品開発では，如何にして標的蛋白質に
対して薬効の高い薬剤を分子設計できるかにかかっており，分子間相互作用における合理的な
選択性・親和性の向上を目指した分子標的創薬が望まれている。このような背景の中で，疾患
に関与する蛋白質－蛋白質間相互作用(PPI)の物理化学的な理解に基づく合理的な制御指針の
提案が，強く求められている。 

基礎科学のみならず医療展開の観点から，近年では抗体，中分子，低分子による PPI の人工
制御が注目されている。抗体については，標的親和性の制御への要請が高く，合理的でかつ効
率的な設計指針が求められている。中分子・低分子医薬品開発では，疾患治療における有力な
標的として PPI が注目されている。標的となる蛋白質は相同性が高い分子種が少なくなく，多
機能性を有することも多いことから，大きな副作用が懸念される。そこで PPI の特異的な界面
に着目した制御薬剤の開発が指向されている。 

申請者らはこれまで，蛋白質相互作用設計の工学的アプローチとして，熱力学的解析に着目
し，抗体の親和性向上(最先端プロジェクト)，低分子薬剤探索(基盤 A)，ならびに蛋白質の安定
性制御への適用を試みてきた(基盤 B 等)。そのなかで，疾患に関連する相互作用の精密解析に
成功しているほか，抗体の親和性向上については，相互作用における遷移状態（相互作用プロ
セス）に相関性があることを見出した。低分子薬剤探索では，発熱型低分子がヒット化合物と
して取得でき，物理化学的アプローチが有効な指標となり得ることを示してきた。さらに，抗
体－抗原間相互作用は，その結合界面の広さから“面結合”，低分子－標的蛋白質間の相互作用
では，その結合界面の小ささから“点結合”という作用機序の違いが物理化学的観点から議論
できることを見出しつつある。以上の結果は，この物理化学的相互作用プロセスの作用機序に，
特異性創出との重要な関連性があることを強く示唆するものであった。 

 

２．研究の目的 

本研究では，医薬品開発において重要な標的である蛋白質－蛋白質間相互作用（PPI）の制御
に対し，その制御剤（抗体、低分子化合物）の物理化学的な相互作用プロセスを精査し，医薬
品開発へ具体的な適用を可能にする分子設計指針の提案を試みる。具体的には、制御剤として
抗体・低分子化合物について標的蛋白質との相互作用プロセスを，熱力学・速度論解析からア
ミノ酸レベルで詳述する。精密な構造解析と共にこれらの相互作用界面の特徴を議論し，制御
剤の機能向上を試みる。その際、比較的軟かく接触面積の多い“面結合”と比較的固く接触面
積の狭い“点結合”という概念で分類することを検証する。以上の結果に基づき，PPI 制御分
子設計の指針となり得る重要な相互作用因子を見出す。 

 

３．研究の方法 

蛋白質間相互作用 PPI の制御に関する新しい設計概念を提案するために，1）低分子化抗体－
抗原相互作用，2）低分子化合物－蛋白質相互作用の 2つを主軸に，代表者の津本は、低分子化
抗体の相互作用解析，分担者の長門石は低分子の相互作用解析、そして分担者のカアベイロは
X 線結晶構造解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）抗体の相互作用解析と阻害メカニズムの解明 

抗体に関する PPI 制御機構を明らかにするために、以下の３つの観点から抗体の相互作用解
析を行った。 

① 特徴的な抗原に対する抗体の分子認識メカニズムの解明 

近年の標的 PPI の多くは明確な構造を有していない天然変性型や不安定な蛋白質が多い。そ
のため、ペプチドのようなフレキシブルな抗原、また翻訳語修飾を受けた抗原に対する抗体の
分子メカニズムの解析は重要である。ペプチドの多くは柔軟性が高いために、抗原としての構
造的特徴がほとんど分かっていなかったが、本研究で用いた CCR5 ペプチドのその抗体間の複
合体構造やその熱力学的性質を詳細に解析したところ、ペプチドの分子内水素結合は抗体との
親和性創出に重要な役割を果たしていることが明らかとなった（J Biochem. 164(1). 65-76, 2018）。
また翻訳後修飾を受けた抗原に対する抗体との相互作用解析においても、抗原のコンホメーシ
ョンが親和性に貢献することが示された（Biochemistry. 57(28). 4177-4185, 2018）。 

② 相互作用を制御する抗体エンジニアリング 

抗体と抗原間の相互作用を精密に理解し、それを制御するための知見を得るために、いくつ
かの抗体エンジニアリング解析を実施した。抗体に対して電荷を有するアミノ酸を導入したり、
交換することによって、抗体の親和性を大きく向上させることや、抗体設計に関する提案をす
ることができた（Biochem Biophys Rep. 15. 81-85, 2018, Scientific Rep. 9. 4482, 2019）。また抗
ROBO1 抗体とその抗原 sROBO1 間の相互作用界面について、Ala 変異体に関する熱力学的挙動
と分子動力学シミュレーションを解析したところ、界面のわずかな変化によって、エンタルピ
ーに貢献する相互作用の強化が観察され、エントロピーに貢献する水和変化を制御できた
(Structure.27(3). 519-527, 2019)。さらには抗体の安定化に貢献する S-S 結合が抗原との結合に対



しても貢献しうることが示唆された（Protein Eng Des Sel. 31(7-8). 243-247, 2018）。 

③ PPI のプロセスを制御する抗体の阻害メカニズム 

がん関連蛋白質 P-cadherin に対する抗体を用いて、PPI のプロセスを制御できる抗体の分子
メカニズムの解明を試みた。P-cadherin はホモダイマーを形成し細胞接着は増殖に重要な機能
を果たしているが、そのダイマー形成において、X ダイマーと呼ばれる中間体構造を通過する
ことが明らかになってきている。そこで、接着阻害活性を有する抗 P-cadherin 抗体 scFv を用い
てダイマー阻害機構を明らかにしたところ、そのエピトープは P-cadherin の中間体形成に関連
する部位に存在することが示された（Sci Rep. 7, 39518, 2017） 

 

（２）低分子化合物の相互作用解析 

低分子化合物による PPI 制御機構を明らかにするために、以下の 2 つの観点から低分子阻害
剤に関する相互作用解析を行った。 

① 低分子リガンドの物理化学的特性 

低分子においては、モデル蛋白質と低分子薬剤について、その相互作用に関する物理化学的
解析を行った。パーキンソン病に関連する脳内蛋白質 DJ-1 に対する阻害剤探索では、フラグメ
ント化合物が DJ-1 の基質ポケットにエンタルピー駆動型で結合することができることを明ら
かにし、その熱力学的特徴や速度論的特徴を議論することにより、nM オーダーの阻害活性を
示す化合物が得られることを示した（ACS Chem Biol. 13(9). 2783-2793, 2018）。低分子化合物の
エンタルピー駆動型は、標的蛋白質に対する特異性を担保できる有効な指標であることを先の
研究（基盤 A）で明らかにしたが、本研究においても天然物化合物に対しても同様の知見を得
ることができ、熱力学パラメータの阻害剤探索における有効性と汎用性が示された（PLoS One. 

13(10). e0204856, 2018） 

ミトコンドリア病に関連する新規な標的蛋白質に対して、新規低分子薬剤との物理化学的な
相互作用解析も実施した。その結果、薬剤は弱いながらも（解離定数 µM オーダー）in vitro に
て結合していることが明らかとなった（J Am Soc Nephrol. 2016, 27, 1925）。この成果は、物理化
学的解析による評価方法が、低親和性にも関わらず細胞以内で阻害活性を示す薬剤の、標的分
子に対する活性の質を担保する有用なツールであることを示している。 

 さらに膜蛋白質 GPCR に対するリガンドとの相互作用を、物理化学的解析技術を駆使して精
密に解析した。その結果、リガンド結合の親和性や速度論が、膜蛋白質の物性と密接に関与し
ていることを明らかとなった（Biochemistry. 58. 504-508, 2019）。特に蛋白質にダイナミクスが
物理化学的アプローチから解明できたことは、PPI 制御における重要な知見の１つになりうる。 

② PPI のプロセスを制御する低分子の阻害メカニズム 

がん関連蛋白質 P-cadherin に対する低分子阻害剤の取得において、その PPI のプロセスを制
御できるかどうかを試みた（Chem. Commun. 54. 5350-5353, 2018）。その結果、P-cadherin の X

ダイマーと呼ばれる中間体構造形成をある低分子化合物が阻害している可能性が強く示唆され
た。 

 

（３）VHH 抗体から低分子へ 

P-cadherin に対するホモダイマー形成の阻害を抗体である scFv と低分子であるフラグメント
化合物で達成できたことにより、PPI 制御に関する抗体と低分子の知見を同等に得ることは、
合理的な PPI 制御剤の探索と設計戦略において有効な指針を与えると考えられる。そこで本研
究では、抗体と低分子を橋渡しするシングルドメイン抗体 VHH に着目して、PPI を阻害する
VHH や低分子化合物を取得し、そこから有効な制御剤設計ができるのではないかと考え、様々
な標的 PPI に対する抗体や低分子阻害剤の取得を試みた。その結果、VHH の可変領域に関する
相互作用様式から低分子化に関する有力な知見を得ることができた。 

 

以上の成果は、標的分子の構造物性に関する精査を基にした、点結合、面結合等相互作用様
式の最適化の重要性を示すものであり、近年注目されている創薬モダリティ開発研究につなが
る重要な基盤技術と知見を包含している。 
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