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研究成果の概要（和文）：増殖因子受容体に対する人工リガンド技術は疾患や再生医療に応用可能である。本研
究では環状ペプチドスクリーニングを用いて、インスリン受容体に対する人工リガンドの取得と、人工アゴニス
ト環状ペプチドの性状に関する基盤研究を行った。組換えIRタンパク質は活性を保ったままでの生成が困難であ
り、ナノディスクによる可溶化IRの精製を試行している。環状ペプチドアゴニストが本来のリガンドとほとんど
同じ活性を持ち得ること、不完全アゴニスト環状ペプチドを用いることで本来のリガンドと異なる選択的な細胞
応答性を誘導できること、ユニークな環状ペプチドータンパク質の結合様式を立証し、人工リガンド技術確立の
ための知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Artificial ligands for growth factor receptors are clinically applicable. We
 here tried identification of artificial ligands for insulin receptor (IR) using macrocyclic peptide
 screening, and characterized  MET-agonist macrocyclic peptides to establish artificial ligand 
technology based on macrocyclic peptide. Expression and purification of IR protein with its kinase 
activity was difficult. Now, purification of IR in nanodiscs is being investigated. We have proved 
that 1) artificial ligands based on macrocyclic peptide are able to have similar activity compared 
to natural ligands, 2) partial agonists based on macrocyclic peptide are able to induced biased or 
selective cellular responses compared to natural ligands, and 3) macrocyclic peptides interact with 
thier target protein in an unique manner. These results illustrate potential of artificial ligands 
based on macrocyclic peptides.

研究分野：バイオテクノロジー

キーワード： 受容体　リガンド　環状ペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペプチド・タンパク質ホルモンや/増殖因子は細胞膜受容体を介して生理活性を発揮する。本課題により低分子
人工ペプチド性リガンドを着実に創製できる技術を実証したこと、これらの技術の基盤となる知見を得られたこ
とは、医薬品として際立った薬効をもつ複数の低分子生理活性医薬を創製する技術原理を確立することにつなが
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インスリンに代表されるタンパク質・ペプチドホルモンは、代謝や内分泌を制御する重要な生
理活性物質である。ペプチドホルモン受容体の機能喪失型変異は重篤な代謝・内分泌異常症の
原因となる。受容体変異の中でも、受容体細胞外領域の変異によって、ペプチドホルモンへの
結合が低下・喪失する場合や、受容体の活性型構造への変換能が失われた場合においては、人
工ペプチドによって変異受容体の機能を救済することが可能と考えられる。しかし、従来の技
術では、ペプチドの標的親和性が低いこと、取得効率が低いこと、エンジニアリングの許容性
が低いこと、などの理由から、実現が困難であった。 
 私達は、肝細胞増殖因子（HGF）の受容体であるMET受容体に高親和性に結合する環状ペ
プチドを効率的に複数取得し、それらを連結することで、MET 受容体を活性化できる人工リ
ガンドを創製することに成功した（Ito, Sakai et al., Nat Commun., 2015）。この人工リガンド
は、HGF タンパク質と同等の生物活性（細胞増殖、細胞遊走、上皮管腔形態形成）を発揮す
るが、HGF とは相同性の無いペプチドである。この方法は、環状ペプチドライブラリの親和
性セレクションとエンジニアリングに基づいており、従来のペプチド選択法と比較して標的タ
ンパク質への親和性が高く、エンジニアリングの余地の大きいペプチドが得られる利点がある。 
 
２．研究の目的 
機能喪失型変異インスリン受容体 IR（インスリン結合能低下、インスリンによって活性型構造
が誘導されない）を、人為的に活性化する人工環状ペプチドの取得を目的とした。加えて、人
工アゴニスト環状ペプチド技術の確立のために、すでに取得している MET 受容体アゴニスト
環状ペプチドをモデルとして、環状ペプチドの性状に関する基盤研究を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1）ペプチドセレクションのための組換え IRタンパク質（野生型、機能喪失型変異）の発現、
精製とインスリン-IR 結合の検討： IR 細胞外領域-Fc 融合タンパク質および IR全長タンパク
質を安定発現する CHO-K1 細胞を樹立し、浮遊旋回培養による高密度培養法によって、IR-ECD-Fc
タンパク質および IR 全長タンパク質の大量発現系を構築した。protein A affinity 精製、イ
オン交換クロマトグラフィー、NTA クロマトグラフィーを用いた精製を行い、キナーゼアッセ
イによる IR 活性の評価とインスリン感受性を検討した。 
(2）IR（野生型、機能喪失型変異）発現細胞とバイオアッセイ系の確立のために、CHO 細胞に、
全長ヒト IR（野生型及び機能喪失型変異）を発現させ、異所的に発現させたヒト IR（野生型及
び機能喪失型変異）のインスリン応答性を IR のリン酸化、下流シグナルである IRS、AKT、MAPK
の活性化によって評価した。 
(3）環状ペプチドセレクションのために自己環状化する非天然アミノ酸を開始コドンとし、10
〜20 アミノ酸をコードするランダムな環状ペプチドライブラリを構築した。 
(4）MET 受容体アゴニスト環状ペプチド（MET ペプチド）の性状に関する基盤研究として、
METペプチドの受容体結合部位の特定、METペプチドによるMET受容体二量体化、細胞内
シグナル活性化、遺伝子発現パターンの詳細な検討を行い、本来のアゴニストである HGF と
の比較を行った。 
(5）人工アゴニストの特徴として、本来のアゴニストと異なる、もしくは部分的な細胞内シグ
ナル伝達を活性化できることが様々な受容体に関して報告されており、リンカー長の異なる
METペプチドを用いて、この可能性を検討した。 
(6）分子量 1,000〜 2,000 Da の環状ペプチドの性状として、タンパク質とのユニークな相互作
用様式が示唆されており、HGF 阻害環状ペプチドをモデルとして、相互作用様式の解明を行
なった。 
 
４．研究成果 
(1）IR 細胞外領域 （IR-ECD）と Fc の融合タンパク質はタンパク質発現量が少なく、正しくジ
スルフィド結合を形成していない IR が多いことが分かり、全長 IRとして精製する方法に変更
した。WGA 親和性カラム、Ni カラム、anti-Flag カラムを用いることで高純度に精製できたが、
精製の各段階で IRのキナーゼ活性が失われた。キナーゼ活性を保った IRを精製するために、
界面活性剤の検討を行った。また、精製方法として限外膜濃縮による凝集や変性を避けるため
透析による方法を検討した。また、Affinity 精製の方法として Niカラム、anti-Flag Ab、anti-IR 
Ab など検討した。これらの結果から IR のキナーゼ活性保持が改善されたが、完全に保持する
ことは困難であった。現在、ナノディスクによる可溶化 IR の精製を試行している。 
(2）CHO 細胞に、ヒト IR を安定発現させることでヒトインスリンに応答したヒト IR のリン酸
化をウエスタンブロット法で検出できた。さらに様々な細胞外領域変異ヒト IRの発現ベクター
を構築し、CHO 細胞においてヒトインスリンに対する応答性の低下や喪失を確認できた。また
IR のキナーゼ活性を評価できる in vitro kinase assay を確立した。具体的には部分精製 IR
とビオチン標識した基質 IRS1 ペプチドを、ATP を含むバッファー中で反応させ、基質ペプチド
をストレプタビジンプレートに固相化した後、基質ペプチドのチロシンリン酸化を抗チロシン
リン酸化抗体で検出した。 
(3）環状ペプチドセレクションのために自己環状化する非天然アミノ酸を開始コドンとし、10



〜20 アミノ酸をコードするランダムな環状ペプチドライブラリを構築した。 
(4）取得した配列の異なる３つの MET ペプチドと MET 受容体細胞外タンパク質、およびそ
の欠損体との結合評価から、METペプチドは細胞膜近傍の IPTドメインに結合しており、HGF
リガンドとは異なるMET受容体のドメインに結合することが分かった。また、METペプチド
は HGFと同様に、MET 受容体二量体化と細胞内シグナル（Akt、 Erk、PRAS40、STAT3、 
CREB）の活性化を誘導できること、mRNAアレイの解析によって誘導もしくは抑制される遺
伝子発現パターンが HGF とほぼ同様であることが分かった。以上の結果から、人工的な環状
ペプチドアゴニストが、本来のタンパク質リガンドとほとんど同じ活性を持ち得ることが立証
された。Miao W, Sakai K, et al., Sci. Rep. 8(1):16492, 2018. 
(5）MET 受容体のリン酸化を部分的に誘導する MET ペプチド（不完全アゴニスト）の性状解
析から、MET 受容体の部分的活性化だけで細胞遊走活性は完全に誘導されるが、細胞増殖活性
と３次元管腔形成活性は部分的にしか誘導されないことが分かり、MET 受容体の活性状態と細
胞応答に関する知見が得られた。不完全アゴニストとして働く人工環状ペプチドを用いること
で、本来のリガンドと異なる選択的な細胞応答性を誘導できることが示唆された。 Miao W, 
Sakai K, et al., Int. J. Mol. Sci. 19(10):3141, 2018. 
(6）HGF 阻害環状ペプチドと HGF タンパク質、および HGF 断片蛋白質との結合解析から、
環状ペプチドはタンパク質のドメイン間構造を認識して相互作用することが分かった。複数の
タンパク質ドメインと結合することで標的タンパク質の立体構造を変化し、静的に保つことが
高速原子間力顕微鏡による１分子観察で明らかになった。このような環状ペプチド―タンパク
質結合様式は、低分子化合物―タンパク質結合様式やタンパク質―タンパク質結合様式と異な
るユニークなもので、環状ペプチドを利用することで標的タンパク質のユニークな立体構造や
新規の標的部位の同定につながることが立証された。 Sakai K, et al., Nat. Chem. Biol. 印
刷中, 2019. 
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