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研究成果の概要（和文）：バイオ医薬、特に抗体に代表される分子標的医薬は今まで治療が困難だったガン等の
疾病に対し有効な方法を提供している。一方、既存の医薬品の５０％程度を占めるGタンパク質共役受容体
（GPCR）を代表とする膜タンパク質に関しては、抗体そのものが作製できないことから抗体医薬ができない。そ
こで、本研究では近年、抗体の課題（保存性や高価格など）を克服する中分子医薬と注目されているペプチドア
プタマーを用いて、重要な創薬標的でもあるにも関わらず抗体作製が困難なGPCRに対してペプチドアプタマーを
取得する新しい方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Over the past 20-year, bio-pharmaceuticals as molecular target drugs, 
especially antibody drugs have been given some effective ways to treat difficult disorder diseases 
(i.e., cancer). On the other hand, any antibodies against G protein- coupled receptors (GPCR) which 
are around 50% of drug targets, have not been developed because high titer of antibodies can not be 
obtained. Recently, peptide aptamers have been attracting much attention because of its thermal 
stability and low-cost to overcome antibody’s problems. In this study, we have developed a novel 
method to select some peptide aptamers against GPCR using cDNA display method that is one of 
powerful evolutionary molecular engineering tools.  

研究分野： 進化分子工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により従来から活性が高い抗体の作製が困難なGPCRに対して、ペプチドアプタマーや低分子化抗体と
いった次世代のバイオ医薬候補分子を迅速に提供することができます。抗体医薬はオブジーボに代表される大変
有益な医薬品で全世界では７００種類程度の抗体医薬が開発されているといわれています。しかしながら、その
対象となる抗原は高々30種類ほどしかなく「抗原枯渇問題」として知られています。本研究により病気の原因と
なる抗原対象を100種類以上に拡大できます。これにより今まで治療できなかった疾病領域を各段に拡げ、人々
の健康に大きく貢献すると思われます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者（根本）は 1997 年に世界に先駆けて進化工学的手法であるファージディスプレイの
試験管内版“in vitro virus”法を開発した(Nemoto et al. FEBS lett 1997)。これは無細胞翻訳系中で
mRNA とそれにコードされたタンパク質を mRNA の 3’末端に連結したピューロマイシンを介
して結合させるもので mRNA display 法とも呼ばれている。In vitro virus 法はライブライーリサ
イズが1013程度と膨大であるがmRNAに由来する不安定性により選択条件に大きな制限があっ
た。このため研究代表者らはライブラリーサイズを保ちつつ安定化し、様々な選択条件下でス
クリーニングを可能にする cDNA display 法を開発した（Yamaguchi, Nemoto et al. Nucleic Acid 
Res 2009）。さらに改良を加えてハイスループット化のための One-pot preparation 法（Mochizuki, 
Nemoto, et al. ACS Comb Sci. 2011）を開発した。これによりスクリーニング対象を従来不可能で
あった生細胞や RNA といった不安定な分子にまで拡張することが可能となった（根本、他, 生
物物理, 2013）。また、このような cDNA ディスプレイ技術を応用しわれわれは従来では不可能
と考えられた低分子化合物に結合するペプチドアプタマーの試験管内淘汰実験に成功した
（Mochizuki, Nemoto, et al., ChemComm, 2014）。このように cDNAdisplay 法の完成度が高まり
様々な機能ペプチドの取得が可能になってきている。一方、分担者（戸澤）は試験管内翻訳系
を利用する「無細胞タンパク質合成技術」の技術開発に長い経験を有する。無細胞タンパク質
合成は年々技術的改良が加えられ、近年では人工二重脂質膜（リポソーム）に膜タンパク質を
発現する技術が開発されてきている（Kalmbach, et al., J. Mol. Biol. 2007; Nozawa, Tozawa, et al., 
Methods Mol. Biol, 2010)。さらに、これを利用した膜タンパク質の機能解析もできるようになっ
てきている（Nozawa, Tozawa, et al., Methods Mol. Biol, 2014）。 
本研究では cDNA display法によるペプチドリガンドスクリーニング技術と標的となる無細胞

タンパク質合成による膜タンパク質合成技術を融合させ、従来から主要な創薬標的にも関わら
ず抗体が作製しにくい G タンパク質共役受容体（GPCR）等の膜タンパク質に特異的に結合す
る人工ペプチドリガンドの創製を目指す。これにより、未知の GPCR の機能解析という挑戦的
な課題への道筋をつける。 

 
２．研究の目的 
細胞表層に存在する膜タンパク質には、細胞外部からの信号物質を認識して細胞内へその情報
をシグナルとして伝達する膜受容体や、刺激を感知して細胞内にイオンを排出または取込むイ
オンチャネルなど、生命活動の基本を支える重要な役割をもつものが数多く含まれている。細
胞表層に局在する性質より、薬剤標的として応用研究の対象となっているものが多く、応用研
究の現場では、実際に多くの膜受容体やイオンチャネルに対し特異的に作用する薬剤の開発が
進められている。 
  膜タンパク質を標的とする抗体を医薬として利用する概念は前世紀に提唱され、現在も多く
の応用研究者がこの技術の利用に取組んでいる。第一世代ではファージディスプレイ法を中心
とした対象抗原に対する特異的抗体のスクリーニング技術が、近年では例えばラクダが有する
特徴的な抗体を利用する系などが注目を集めている。一方、より単純なペプチドそのものをリ
ガンドとしてスクリーニングする系も知られている。いずれの系であっても、肝心なのは正し
い構造を有する標的分子を提示すること、そして、アゴニストあるいはアンタゴニストとして
リガンド候補を探索するために適切な数量の母集団を準備すること、さらには有望なリガンド
候補を取りこぼし無く同定すること、この 3 点に集約される。 
 本研究では、cDNA display 法および機能型膜タンパク質の完全インビトロ再構成系の二つの
独自技術を融合し、従来の系を凌駕する効率的な膜タンパク質に対する作用ペプチド（アゴニ
ストあるいはアンタゴニスト）の探索システムの基盤技術の構築を進め、代表的な膜受容体に
特異的かつ高親和性の機能性ペプチドリガンド（ペプチドアプタマー）の取得を目的として研
究を遂行する。 
 
３．研究の方法 
cDNA display 法（Ueno, Nemoto, Methods in Mol. Biol., 2012）を技術基盤とし、これを発展的に
応用し、ペプチドライブラリーを作製する。各項目に記載する膜タンパク質を標的として、こ
のライブラリーをスクリーニングし、高親和性を有する結合ペプチドを取得する。取得したペ
プチドの核酸配列をさらに進化工学的手法により変異導入による試験管内分子進化を促し、さ
らに高親和性のペプチドを開発する。 
 ライブラリースクリーニングの標的分子となる膜タンパク質の調製技術は、試験管内膜タン
パク質合成・再構成法（Nozawa, Tozawa, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2011）を基盤とし、
高品質の膜タンパク質サンプルの調製法を構築する。 
 確立した技術を応用して、薬剤の標的として極めて重要な位置づけをされているヒトの
GPCR に対するアゴニストあるいはアンタゴニストの探索に本技術を応用する。 
対象タンパク質として既に試験管内タンパク質合成系で機能型として合成することが確認でき
ているヒトのベータ２アドレナリンレセプター(β2ADR)を、脂質ベシクル上に合成・提示し、
蛍光標識したリポソームに組み込みこれを標的分子とする。この標的分子に cDNA display 法で
作出したペプチドライブラリーを作用させ、親和性を示すペプチド候補を蛍光活性化セルソー
ティング装置(FACS)により選抜する。得られたペプチドについては順次平板膜法によるシング



ルイオンチャネル電流活性の測定を行い、β2ADR の影響を評価する。選択された GPCR 結合ペ
プチドの結合能を in vitro で解析する手法を確立する。少量のサンプル（4 µl）で平衡定数を測
定できる BLI(Bio-Layer Interferometry)法を利用した測定装置を用いてペプチドをバイオセンサ
ー上に固定化し、ベシクル上で発現された GPCR との親和性を測定する。 
 
４．研究成果 
既存の医薬品の薬剤標的の５０％程度を占める GPCR を代表とする膜タンパク質に関しては、
活性の高い抗体そのものが作製できないことから抗体医薬ができないことが問題となっている。
本研究は従来の抗体のように動物に免疫することなく、試験管内で抗体に代わる高親和性のペ
プチドアプタマーを取得することを目的とした。研究分担者の戸澤らは標的タンパク質である
膜タンパク質を当初考えていたリポソームではなくナノディスクに埋め込むことにより、膜タ
ンパク質を機能的に保持できることを実証した。また、ナノディスクに埋め込んだ膜タンパク
質は機能解析が容易であることも判明した。そのため、研究代表者がこのナノディスクに埋め
込まれた膜タンパク質に対して試験管内淘汰をｃDNA ディスプレイ法という進化工学的に手
法により効率的に行うシステムの開発を行った。具体的には、β2ADR という GPCR をナノディ
スクに小麦胚芽無細胞翻訳系を用いて組み込み、リガンドに対して結合することを確認した。
これを His-tag を用いて磁性体ビーズに固定化した。また、9 残基から 13 残基のランダムな配
列をもつ環状ペプチドを cDNA display ライブラリとして作製した。すでに調整した β2ADR を
埋め込んだナノディスクに対して cDNA display 法による試験管内淘汰を行った結果、数 100~10 
nM 程度の解離定数をもつ環状ペプチドを複数取得することに成功した。ｃDNA ディスプレイ
法は現在注目されている低分子化抗体（ナノボディ）も取得できることから、この方法により
動物免疫をせずに GPCR に対する低分子化抗体を効率よくスクリーニングすることも可能とな
る。全世界では 700 種類程度の抗体医薬が開発されているが、その対象となる抗原は高々30 種
類ほどしかなく「抗原枯渇問題」として知られている。本研究により疾病の原因となる抗原対
象を 100 種類以上に拡大でき、今まで治療できなかった疾病領域を各段に拡げ、人々の健康に
大きく貢献することが可能となる。 
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