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研究成果の概要（和文）：コラーゲン結合性をもつ種々の生理活性タンパク質に対する阻害剤を

取得するためのhigh-throughput screening系を確立した。この系を用いて、シャペロンHSP47、

血液凝固に関わる Glycoprotein VI (GPVI)、von Willebrand 因子(VWF)、血管新生阻害活性を

もつ色素上皮由来因子(PEDF)、クロストリジウム菌コラゲナーゼに対する阻害剤候補化合物を

得た。PEDF に結合性を示したペプチドの構造‐活性相関研究から、PEDF の血管新生阻害活

性の発現におけるへパラン硫酸プロテオグリカンの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a facile high-throughput screening system to
obtain inhibitors for collagen-protein interactions. By using this system, we obtained
inhibitors for HSP47 (collagen-specific chaperone), GPVI (platelet collagen receptor), VWF
(blood coagulation factor), and clostridial collagenase (exotoxin causing gas gangrene).
Results obtained from a structure-activity relationship study of PEDF-binding peptides
have implied involvement of heparan sulfate proteoglycans in PEDF’s anti-angiogenic
activity.
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１．研究開始当初の背景
コラーゲンは一般には構造タンパク質に

分類され、生物的には不活性であるかのよう
な印象を持たれがちである。しかし、コラー
ゲンは、その３重らせん構造上に提示された
様々なアミノ酸配列（=機能配列）を認識す
る数十種類のタンパク質と結合することに

よって、多彩な生物機能を発揮している。
また、コラーゲン結合タンパク質の中には、

疾患の原因となっているものや、病態の進行
と密接に関わっているものも多数知られて
いる。以下に代表的なものを列挙する。
・HSP47（コラーゲンの産生の促進）
・ Glycoprotein VI （GPVI ）および von
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Willebrand 因子（VWF）（共に血液凝固因子）
・色素上皮由来因子（PEDF：血管新生阻害）
・Matrix metalloproteinase I（癌転移促進）
・細菌性コラゲナーゼ（感染症における組織
障害および壊死）
したがって、これらタンパク質とコラーゲ

ンとの結合阻害剤は創薬のシードとして有
用であると考えられた。

２．研究の目的
本研究では、ペプチド・タンパク質科学に

基礎を置く独自の方法論を利用して、これら
タンパク質とコラーゲンとの結合を、アミノ
酸残基レベルで詳細に検討する。それにより、
タンパク質−コラーゲン相互作用インターフ
ェイスに関する構造情報を得、創薬リードの
創出につなげる。

また、コラーゲン−タンパク質相互作用の
阻害剤を探索するために独自に開発した in
vitro high-throughput screening系を確立す
る。それをもちいて網羅的な解析を行い複数
のコラーゲン結合タンパク質に対する低分
子量阻害剤を取得し、創薬リード化合物とし
て提供する。

３．研究の方法
大腸菌をホストとして産生したリコンビ

ナント HSP47、GPVI-D1D2 ドメイン、
VWF-A3 ドメイン、PEDF、クロストリジウ
ム菌コラゲナーゼのコラーゲン結合ドメイ
ンを材料として、これらタンパク質とコラー
ゲンとの結合を阻害するペプチド性および
低分子量化合物のスクリーニングを行った。

スクリーニングには、タンパク質の結合に
より試験管内でのコラーゲンの線維化が抑
制されるという現象を利用した、384 プレー
ト上での濁度測定アッセイを確立し、これを
利用した。

ペプチド性のヒット化合物が得られた場
合には、アミノ酸置換したペプチドを用いた
構造‐活性相関研究を in vitro で行い、最小
の配列モチーフの同定を行った。

４．研究成果
（1）コラーゲン結合タンパク質阻害剤取得
のための high-throughput screening 系の確
立

コラーゲンとタンパク質との結合阻害物
質を獲得するためのスクリーニング系とし
て、384-well プレートフォーマットで実施で
きる安価かつ簡便な方法を確立した。この系
は、調べたすべてのコラーゲン結合タンパク
質において共通に利用することができる汎
用性の高いものである。また、ある化合物の
活性を複数のタンパク質に対して共通のフ
ォーマットで測定できるため、取得した化合
物の特異性の評価にも有用であることを示

した。
（2）HSP47 のコラーゲン認識機構および
HSP47 阻害剤のスクリーニング

すでに得ていた HSP47 結合性コラーゲン
様ペプチドをリード化合物として、異常アミ
ノ酸を含むアミノ酸置換による徹底した構
造‐活性相関研究を実施した。その結果、
HSP47 は、コラーゲン３重らせん上に提示
された２つのアミノ酸残基の側鎖を認識し
て結合していることが強く示唆された。

また、低分子量化合物のスクリーニングか
ら、脂肪酸誘導体およびトリペプチド誘導体
が活性化合物として得られた。脂肪酸誘導体
については今後、構造‐活性相関研究を行う。
また、トリペプチド誘導体については、検体
に微量に混在していた別の化合物が活性本
体であることが明らかになったため、今後活
性本体化合物の分離と構造決定を進める。

（3）GPVI により認識されるペプチドの取得
コラーゲン様３重らせんペプチドのスク

リーニングから、GPVI とコラーゲンとの結
合を阻害するペプチドを得た。その後の解析
から、このペプチドは GPVI と混合すると複
合体の不溶性沈殿を形成し、また、血小板凝
集に対して agonistic に働くことが明らかに
なった。

（4）PEDF が認識するコラーゲンの構造
３重らせんペプチドのスクリーニングか

ら PEDF とコラーゲンとの結合を特異的に
阻害するペプチドを得た。アミノ酸置換によ
る構造‐活性相関研究の結果から、PEDF が
認識するコラーゲンの構造モチーフは３重
らせん上のKGXRGFXGL であることが明ら
かになった。このモチーフは既知のヘパリン
／へパラン硫酸プロテオグリカン結合配列
である KGHR と重複していたため、ヘパリ
ン／へパラン硫酸プロテオグリカン結合に
ついても精査した。その結果、ヘパリン／へ
パラン硫酸はより高い特異性を持ったコラ
ーゲン認識をしていることが明らかとなり、
その結合モチーフは KGHRG(F or Y)と決定
された。

さらに、PEDF は in vitro でコラーゲン上
ヘパリンと競合することが示された。このこ
とは、PEDF の血管新生阻害活性の発現にお
いて、へパラン硫酸プロテオグリカン、コラ
ーゲンとの３者の相互作用が重要であるこ
とを示唆している。

（５）コラーゲンの線維形成を阻害する低分
子量化合物の取得

コラーゲン結合タンパク質に対する阻害
剤獲得のためのスクリーニングの過程で、コ
ラーゲンに直接作用して、その線維形成を阻
害する数種の化合物が得られた。そのうちひ



とつは抗ガン剤として使用されているシス
プラチンであった。しかし、シスプラチンそ
のものにはコラーゲンに対する効果はなく、
スクリーニング検体の溶媒として用いてい
たジメチルスルホキシド(DMSO)とシスプラ
チンとの反応生成物（シスプラチン‐DMSO 錯
体）が活性の本体であることが分かった。ま
た、シスプラチン‐DMSO 錯体は３重らせん
を形成したコラーゲン上に数か所の特異的
な結合部位を持つことを明らかにした。

シスプラチン-DMSOO 錯体は、細胞に対す
る毒性をほとんど消失していたことから、新
しいタイプの線維化阻害剤の候補として有
望であると考えられる。

（６）その他
VWF および細菌由来コラゲナーゼを対象

とした阻害化合物のスクリーニングからは
新規の活性物は得られなかった。

しかし、クロストリジウム菌由来コラゲナ
ーゼが認識する３重らせんペプチドにスピ
ンラベル化剤 Proxyl を結合したペプチドを
用いた NMR 解析から、コラゲナーゼはコラ
ーゲン３重らせんを１方向でのみ結合する
ことができることが明らかになるとともに、
３重らせんが緩んだ領域を認識することも
示唆された。

（７）総括
本研究は、創薬ターゲットとしてのポテン

シャルをもつ複数のコラーゲン結合タンパ
ク質をターゲットとして、従来行われてこな
かった新しい切り口からの創薬研究として
実施された。

とくに、本研究で確立したコラーゲンとタ
ンパク質との結合阻害剤を獲得するための
スクリーニング系を用いることによって、高
効率に研究が実施でき、多くの知見が得られ
た。ペプチドを用いた研究成果からは、コラ
ーゲン結合タンパク質のコラーゲン認識機
構および作用メカニズムの解明につながる
有益な情報が得られ、今後の創薬基礎研究に
つながるものとなった。

また、本研究からは複数の低分子量化合物
が得られており、これらは今後の創薬リード
化合物の創出につながるものと期待できる。
さらに、本研究で実施したスクリーニングが
本格的な創薬のためのスクリーニングとし
ても利用できることが示されたため、今後、
ターゲットタンパク質を拡大するとともに、
スクリーニング検体の質および量を増大さ
せることによって、さらなる創薬リードの発
掘にも貢献できるものと考えられる。
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