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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、タンパク質間相互作用を制御する特殊環状ペプチド医薬の開発であ
る。しかしながら、そのようなタンパク質間相互作用を制御するペプチドを効率的にスクリーニングする手法が
ないのが現状である。本研究では複合体を形成するIL28RAとIL10R2にそれぞれ結合する特殊環状ペプチド２種類
をRaPIDディスプレイ法を用いて取得し、各ペプチドの標的への結合力は結合解離定数が数十nMと非常に強力で
あることを確認した。さらに２つのペプチド配列を抗体のFc領域の２箇所に一つずつ導入した分子を作成し、そ
の結合活性及び薬理活性の検証段階に入っている。本研究期間終了後も引き続き解析を進める予定である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is the development of novel nonstandard peptide 
drugs that regulate protein-protein interaction. Unfortunately, no effective methodologies for 
screening such molecules have been established to date. Here, we first developed two macrocyclic 
peptides that independently bind to IL28RA and IL10R2 by means of the RaPID display. Both of the 
peptides showed strong binding affinities against the target molecules with low-nM KD values. Then, 
we introduced the two peptide sequences into an Fc region of antibody so that both of IL28RA and 
IL10R2 can be targeted by this molecule at the same time. Currently, evaluation of binding affinity 
and bioactivity of this molecule is underway.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内においては、シグナル伝達に関わるタンパク質群や複合体形成により機能する酵素群など、多くの場面で
異種または同種のタンパク質間の相互作用が非常に重要な役割を担っている。これらのタンパク質は疾患の原因
に直接関わっているものも多く、タンパク質間相互作用を制御できるようなペプチド医薬を開発できれば創薬に
おけるインパクトは非常に大きい。特に、相互作用を阻害するような分子と比べて相互作用を促進するような分
子の開発はより困難であると考えられており、本研究の成果によりそのような分子を自由自在に開発できるよう
になれば新しい創薬手法として非常に利用価値が高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ペプチドは従来の有機低分子医
薬や抗体医薬などに代わる新しい
医薬品リード化合物として非常に
注目を集めている。ペプチドの場合、
有機低分子医薬では難しかったタ
ンパク質間相互作用の促進や阻害
が可能であると考えられており、単
なる阻害剤ではなく従来にない新
しい機能を持つ分子標的薬として
デザインできるポテンシャルを有
している（図１）。しかしながら、
そのようなタンパク質間相互作用
を制御できるペプチドを設計ないしスクリーニングするための有効な方法が無いのが現状であ
る。 
 
２．研究の目的 
 生体内においてはシグナル伝達におけるタンパク質間の機能的連携や、複合体を形成するこ
とによって初めて機能する酵素群など、異種または同種のタンパク質間の相互作用が極めて重
要な役割を担っているケースが非常に多い。また、疾患の原因に直接関わっているものが多い
ため、タンパク質間相互作用を制御できるようなペプチド医薬を開発できれば創薬におけるイ
ンパクトは非常に大きい。そこで本研究では、そのようなタンパク質間相互作用を制御する特
殊環状ペプチド医薬のスクリーニング法の開発を目指した。また、実際にこの手法を適用して
IF28RAと IF10R2との間の相互作用を促進するような環状ペプチド医薬の開発をすることを
目指した。 
 
３．研究の方法 
(１)ペプチドのスクリーニングの戦略としては以下の Aおよび Bの２種類の方法を検討した。 
 戦略 A）標的となる２種類の
タンパク質（IF28RA および
IF10R2）に mClover3（緑色
蛍光タンパク質）および
mRuby3（赤色蛍光タンパク質）
をそれぞれ連結したものを細
胞表面上に発現させておき、
RaPID display 法によって特
殊環状ペプチドのライブラリ
を提示する方法（図２）。そし
て、２タンパク質間の相互作用
を蛍光共鳴エネルギー移動
(FRET)により検出し、相互作
用の変化を生じた画分のみを
セルソーター(FACS)により分離回収することによりタンパク質間相互作用の変化を惹起する
ペプチド群を得る。 
 
 戦略 B）２種類の標的タンパク質（IF28RA および IF10R2）にそれぞれ結合する特殊環状
ペプチドの in vitroセレクションをおこない、各ペプチドの標的タンパク質への結合を確認し
たのち、２つのペプチドをリンカーを介して連結し、２つの標的タンパク質に同時に結合させ
る戦略。 
 
(２)特殊環状ペプチドのライブラリの作成にあたっては、遺伝暗号リプログラミング法を用い



て非天然アミノ酸を導入したペプチドライブラリを翻訳合成した。ペプチドのN末端にはクロ
ロアセチルチロシン(ClAcTyr)を人工的に導入し、下流に配置したシステイン(Cys)の側鎖のチオ
ール基との間でチオエーテル結合を形成させることによりペプチドを環化させた。チオエーテ
ル結合は Cys-Cys間のジスルフィド結合とは異なり還元されないため、生理的条件下で安定で
あり、環状構造が壊れることはない。そのため、ペプチドの環化により剛直性・ペプチダーゼ
耐性を付与することができる。ClAcTyrと Cysの間のアミノ酸配列はランダム化することでライ
ブラリ化した。翻訳の鋳型となる mRNA の 3'末端にはピューロマイシン・リンカーを結合さ
せておき、リボソーム内で翻訳された環状ペプチドと mRNA とをピューロマイシンを介して
連結させた。そし
て、スクリーニン
グ後に回収された
ペプチドに連結さ
れたmRNAを逆転
写・PCRによって
増幅した後、得ら
れた DNA をクロ
ーニングし配列解
析することで特殊
環状ペプチドの構
造を決定できる
（図 3: RaPID デ
ィスプレイ法）。通
常、この一連のセ
レクションのサイ
クルを４−６ラウ
ンド程度実施する
ことで活性種のペ
プチドを十分に濃縮できる。 
 
４．研究成果 
 まず、戦略 Aのために標的となる２種類のタンパク質に mClover3（緑色蛍光タンパク質）
およびmRuby3（赤色蛍光タンパク質）をそれぞれ連結したものの人工遺伝子を細胞に導入し、
発現を試みたが十分な発現レベルを示す細胞株を得ることができなかった。そこで、本研究は
最終的に戦略 Bにフォーカスすることとした。IF28RAおよび IF10R2のそれぞれを標的とす
る環状ペプチドの in vitroセレクションを RaPID ディスプレイ法により実施し、各標的に対
する結合ペプチドの配列を取得した。得られた環状ペプチドを化学合成し、その結合力を解析
したところ、いずれも結合解離定数（KD）が数十 nM程度の非常に強い結合力を示すことが明
らかとなった。しかしながら、両ペプチドを PEG リンカーを介して連結したヘテロダイマー
の化学合成を試みたところ、目的化合物の単離精製が困難であることが判明したため、最終的
には２つのペプチドを抗体の Fc 領域の２箇所に一つずつ導入した分子の作成を試みた。ただ
し、セレクションによって得られた元々のペプチドは環状ペプチドであるが、Fc領域への導入
においては直鎖状としたものを導入している。現在、この分子の発現精製を完了し、各標的タ
ンパク質への結合活性及び薬理活性の検証段階に入っている状況であり、本研究期間終了後も
継続して解析を実施する予定である。タンパク質間相互作用を阻害するような分子と比べて相
互作用を促進するような分子の開発はより困難であると考えられており、本手法により相互作
用を促進するような分子を自由自在に開発できるようになれば新しい創薬手法として利用でき
ることが期待される。 
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