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研究成果の概要： 本研究では、ファージディスプレイ (PD) 法による予備試験において同定
された医薬小分子の新規相互作用について検証し、それらの結合を確認した。1) 抗生物質ロキ
シスロマイシン (RXM) と RXM のがん血管新生阻害作用の原因タンパク質の候補であるア
ンジオモチン (Amot)。 2) 抗腫瘍活性物質カンプトテシン (CPT) の結合候補タンパク質であ
るヒトプロスタグランジン E2 受容体 (hEP1) およびスプライシングファクター hnRNP A3。 
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研究分野：化学 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 医薬品開発研究の行き詰まり 
 医薬品の研究開発において、医薬小分子の
結合することは重要である。しかし、ゲノム
シークエンスの完了により遺伝子データベ
ースの整備が進んだ一方、近年の創薬研究で
は、その基盤となる「優れた標的」および相
互作用に関する情報が不足しており、真に新
しいと評価される成果はほとんど得られて
いない。その最たる要因として以下のことが
考えられる。 
 
・従来のプロテオミクス的手法や機器分析法
で同定可能な標的はほぼ出尽くし、頭打ち

となった。 
・動的作用機構など、伝統的な手法では検出
困難な標的や、考慮されていない作用機構
様式が数多く存在する。 

 
(2) ファージディスプレイ (PD) 法の特徴 
 PD 法は 1985 年に報告された相互作用検
出法であり、ファージの生活環を利用してバ
イオパニングと呼ばれる選抜操作を繰り返
し、目的の物質 (bait) に結合するペプチドお
よびタンパク質 (ファージの外殻タンパク質
に提示) をファージライブラリーの中から効
率的に同定することが可能である。近年、
我々のグループを含め、医薬小分子の標的同
定に PD 法を応用した研究が展開されてお
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り、成功例がいくつか報告されている。本法
は、従来より汎用されているプロテオミクス
的手法とは異なり、以下のような利点を有す
る。 
 
・タンパク質そのものを取り扱わず、同定さ
れた結合ペプチドの一次配列をベースと
して、標的タンパク質を結合部位とともに
特定可能。 

・したがってタンパク質の性質や発現量に依
存しない探索が可能。 

・得られたファージを自由かつ迅速に増幅し、
別の実験に供与可能。 

 
(3) PD 法による標的同定研究の現在までの
成果と傾向 
 PD 法の成功例から見いだされる医薬小分
子の標的の傾向 (1~3) および相互作用様式
の傾向 (4,5) を以下に記述した。伝統的な手
法では特定困難もしくは不可能であったと
考えられる項目を多く含む。 
 
① プロテオミクスの戦略では同定困難な膜
タンパク質や不安定なタンパク質、発現量
の低いタンパク質 

② X 線結晶構造解析や NMR 解析におい
て構造が特定されない無秩序なループ 
(構造を持たない部位) 

③ DNA や RNA などの核酸結合部位 
④ タンパク質－タンパク質の表面相互作用
を妨害する様式 

⑤ ①-④ のような特徴を持つタンパク質お
よび領域に結合し、タンパク質の構造変化
をもたらす様式 

 
これらの特徴はさらに次の 2 つに集約され、
PD 法のみから獲得される特筆すべき標的情
報と言える。 
 
・取扱いが困難もしくは不可能であり、相互
作用試験に供することがほぼ不可能なタ
ンパク質群 

・一定の構造を持たず、絶えず無秩序であっ
たり、ダイナミックな構造変化を示す部位
およびこれらの部位に医薬小分子が結合
することでもたらされるタンパク質自体
の構造変化 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、T7 PD 法により同定されたい
くつかの優れた抗腫瘍活性物質 (すでに臨床
適用されているという点で優れた化合物) の
結合タンパク質候補群に関して、それぞれの
相互作用を詳細に検証する。以下に記述する 
2 種類の化合物に関し、T7 PD 法およびそれ

ぞれの生物活性情報に基づいて新規結合タ
ンパク質候補の特定に成功している。いずれ
も PD 法以外の手法では同定困難なタンパ
ク質である。 
 
(1) ロキシスロマイシン (RXM) の血管新生
阻害作用に関与する原因タンパク質 
 RXM は 14 員環マクロライド抗生物質で
あるが、1998 年に血管新生阻害作用を有す
ることが報告されており、抗腫瘍薬としての
応用性が示唆されていた。これまでの研究に
より以下の知見を得ている。 
 
・RXM のビオチン化誘導体を合成して T7 

PD 法を試み、アンジオモチン (Amot) と
呼ばれる膜タンパク質を RXM 結合候補
タンパク質として同定した。 

・Amot はアンジオスタチン (プラスミノー
ゲンの部分断片であり、血管新生抑制作用
を示すタンパク質) の結合タンパク質と
して 2001 年に酵母ツーハイブリッド法
で同定されたが、RXM の推定結合部位は 
E458-T596 (疎水性で、高次構造を持たな
い) であり、アンジオスタチンと同一の領
域であった。 

・したがって、RXM は Amot の E458-T596 
に結合し、アンジオスタチンと同様の機構
により血管新生を阻害する可能性が考え
られる。 

 
(2) カンプトテシン (CPT) の抗腫瘍活性に
関与するタンパク質群 
 CPT はトポイソメラーゼ I (top I) を分子
標的とする細胞毒性物質であり、我が国にお
いては 1994 年に類縁体であるイリノテカ
ンの臨床使用が認められた。しかし、未知標
的の存在を推測させるに足る多くの生物活
性や副作用が報告されているため、これまで、
T7 PD 法により結合タンパク質の同定を試
みてきた。 
 
・T7 PD 法において NSSQSARR (8 mer) お
よび NSASRGGSQRGRGEH (15 mer) を 
CPT 結合ペプチドとして同定した。 

・ NSSQSARR は  GPCR で あ る  hEP1 
(human E prostanoid receptor) 受容体の細
胞内第 3 ループ、U2AF35 タンパク質に
類似性を示し、いずれも特定の構造を持た
ない無秩序なループ部分であった。 

・バイオセンサー (SPR、QCM) による相互
作用試験の結果、CPT は hEP1 細胞内第 
3  ループと解離定数として 0.01 µM オ
ーダーの強い相互作用を示すことを明ら
かにした。 

・NSASRGGSQRGRGEH は、top I の CPT 
結合部位および hnRNP A3 タンパク質に
類似性を示した。 



U2AF 35 や hnRNP A3 はいずれも RNA の
スプライシングファクターである。バイオセ
ンサーによる相互作用試験を中心に、CPT と
これらの相互作用を検証することを当該期
間の目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) RXM と Amot (p80) の相互作用の検証 
① Amot の発現、精製 
 ヒト胃がん由来の MCF-7 細胞株より抽出
した total RNA をもちい、RT-PCR により 
Amot の H343-I675 に相当する cDNA を得
た。この配列を大腸菌発現用ベクター pET 
42a(+) のマルチクローニングサイトに挿入
し、コンピテントセル (BL21 DE3 pLysS) を
形質転換して H343-I675 を GST 融合タン
パク質 (GST-Amot) として発現させた。さら
にグルタチオンセファロースビーズをもち
いたアフィニティークロマトグラフィーお
よびゲル濾過クロマトグラフィーによって
精製後、各種結合試験に供した。 
 
② アガロースビーズプルダウン試験 
 RXM のビオチン化誘導体 (bio-RXM) と 
GST-Amot を混合し、4 ℃ で一晩反応後、
アビジンアガロースビーズを加えて 1 時間
撹拌し、ビオチン－アビジンを結合させた。
その後 20400 g で遠心してビーズを沈殿さ
せ、この沈殿を SDS サンプルバッファーと
混合して 95 ℃ で 10 分間反応後、上清を 
SDS-PAGE にて展開した。展開後のゲルをウ
ェスタンブロッティングに供し、GST-Amot 
のバンドを抗 GST 抗体で検出することによ
り、bio-RXM との結合を検出した。 
 
③ 水晶発振子マイクロバランス (QCM) 法
による相互作用試験 
 QCM 装置は、キュベットタイプの 
AffinixQ (イニシアム) を使用した。セラミッ
ク製センサーチップの金電極に  GST-Amot 
を固定し、チップを本体にセットしてセンサ
ーを安定後、緩衝液で満たされたキュベット
に RXM を注入して Amot との相互作用を
リアルタイムで追跡した。 
 
 
(2) CPT と  hEP1 細胞内第  3 ループ 
(hEP1-TCL) および hnRNP A3 の相互作用
の検証 
① Gαq タンパク質の発現、精製 
 hEP1 受容体を安定発現させ、そのシグナ
ル伝達が機能していることが分かっている、
チャイニーズハムスター卵巣細胞 (CHO-K1)  
から total RNA を抽出し、RT-PCR により 
Gαq の全長に相当する cDNA を取得した。
この配列を大腸菌発現用ベクター  pET 

28a(+) のマルチクローニングサイトに挿入
し、コンピテントセル (BL21 DE3 pLysS) を
形質転換して Gαq を GST 融合タンパク質 
(GST- Gαq) として発現させた。 
 
② hnRNP A3 タンパク質の発現、精製 
 ヒト胃がん由来の MCF-7 細胞株より抽出
した total RNA をもちい、RT-PCR により 
hnRNP A3 の全長に相当する cDNA を得た。
この配列を大腸菌発現用ベクター  pET 
28a(+) のマルチクローニングサイトに挿入
し、コンピテントセル (BL21 DE3 pLysS) を
形質転換して Gαq を His tag 融合タンパク
質  (His-Gaq) として発現させた。さらに 
Ni-NTA アガロースをもちいたアフィニティ
ークロマトグラフィーによって精製後、結合
試験に供した。 
 
③ GST プルダウン試験 
 GST 融合タンパク質として発現させた 
hEP1-TCL (GST-hEP1-TCL) と  His-Gαq を
混合し、CPT の存在下および非存在下、4 ℃ 
で一晩反応させた。その後、グルタチオンセ
ファロースビーズを加えて 1 時間撹拌し、
複合体を形成させた。その後 20400 g で遠心
してビーズを沈殿させ、この沈殿を SDS サ
ンプルバッファーと混合して 95 ℃ で 10 
分間反応後、上清を SDS-PAGE にて展開し
た。展開後のゲルをウェスタンブロッティン
グに供し、His-Gαq のバンドを抗 His 抗体
で検出することにより、CPT が  TCL と 
Gαq の相互作用に及ぼす影響を調べた。 
 
④ hEP1 シグナル阻害試験 
 hEP1 受容体を安定発現させた CHO 細胞
内に蛍光プローブ Fluo-4 をロードし、1 µM 
の PGE2 の注入によって生じるカルシウム
イオンの細胞内流入を、CPT の存在下および
非存在下、プレートリーダー (Wallac 1420, 
PerkinElmer) で追跡した。 
  
⑤ キイロショウジョウバエの RNP 遺伝子
ノックアウトにおける CPT の感受性変化 
 キイロショウジョウバエの野生株および、
hnRNP A3 のホモログである Hrb87F ノッ
クアウト株を羽化させ、羽化後 72 時間以内
の成虫 20 匹を管ビンに移した。24 時間後
に成虫を除き、25 ℃ で 2 日間放置した後、
残された卵に 250 µl の CPT 溶液 (4% エ
タノール、5% DMSO) を添加してさらに 
25 ℃ で 15 日間放置した。15 日後の管ビ
ン内の成虫数を計数することにより、CPT の
及ぼす影響を調べた。 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) RXM と Amot の相互作用 
 T7 ファージディスプレイ法をもちいた 
RXM 結合タンパク質の予備スクリーニング
の結果、RXM は  Amot の BIG3 ドメイン 
(E458-T596) に結合することが示唆されてい
た。そこで、BIG3 ドメインを含む Amot の 
C 末端 (H343-I675) を GST-融合タンパク質
として発現させ、RXM との結合を試験した。 
 アガロースビーズプルダウン試験による 
RXM と Amot の相互作用の結果を図 1 に
示した。アビジンビーズに固定した bio-RXM 
の濃度に依存して GST-Amot のバンドが検
出されたことから  bio-RXM と  GST-Amot 
が相互作用することが示唆された。 

 
図 1 アガロースビーズプルダウン試験の結果 

 
 次に QCM 装置をもちいた相互作用試験
を実施した。図 2 にセンサーグラムを示し
た。キュベット緩衝液へ RXM を注入するこ
とにより振動数の減少が見られたことから、
金電極に固定した GST-Amot と RXM の結
合が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 QCM センサーグラム 
 
 さらに、BIG3 ドメインにおける、RXM と
の結合に重要なアミノ酸残基を推測するた
め、QCM 装置およびランダムペプチド T7 
ファージライブラリーをもちいて RXM 結
合ペプチド群をスクリーニングし、同定した 
18 種類のペプチドと BIG3 との類似性を 
RELIC/MATCH プ ロ グ ラ ム  (http:// 
relic.bio.anl.gov/) にて解析した。その結果、
A507, P512, A545, V550, P564 が RXM との
結合に重要であることが推測された (図 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 RXM 結合ペプチドと Amot の類似性プロット 

 
 RXM と  Amot の相互作用は初めての知
見である。実験結果を基に RXM との結合に
おいて重要なアミノ酸残基を調べている。 
 また、QCM 装置とランダムペプチド T7 
ファージライブラリーをもちいたスクリー
ニング法は、医薬小分子の結合タンパク質の
同定法として効果的であり、RELIC プログラ
ムと組み合わせることで結合に重要なアミ
ノ酸残基をピンポイントで推測可能とした。
結合タンパク質の迅速かつ高性能なスクリ
ーニング法としてその利用が期待される。 
 
(2) CPT の hEP1-TCL への結合が及ぼす影
響 
 T7 ファージディスプレイ法をもちいた 
CPT 結合タンパク質の予備スクリーニング
の結果、CPT は G タンパク質共役型受容体 
(GPCR) である hEP1 の細胞内第 3 ループ 
(TCL) に結合し、SPR 解析の結果、KD 値と
して 0.092 µM の強い親和性を示すことを
明らかとした。この結合が TCL と Gαq の
共役に及ぼす影響について調べた。 
 GST プルダウン試験の結果を図 4 に示し
た。GST-hEP1-TCL は、His-Gαq と結合する
ことが確認された。これらの結合は 100 µM 
の CPT 存在下では完全に阻害された。した
がって、CPT は hEP1 の TCL に結合し、
Gαq タンパク質との共役を阻害する脱共役
剤としてはたらく可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 GST プルダウン試験の結果 
 
 次に、hEP1 受容体を安定発現させた 
CHO-K1 細胞をもちい、CPT が hEP1 シグ
ナリングへ与える影響を蛍光プローブ 
Fluo-4 によりモニターした。 
 図 5 に結果を示した。1 µM の PGE2 刺激
によって引き起こされる Ca イオンの細胞
内流入は、10 µM の CPT 存在下で減少した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 CPT  の hEP1 シグナリングへの影響 
 
 以上の結果から、CPT は hEP1-TCL へ強
く結合し、TCL と Gαq の共役を阻害するこ
とにより、セカンドメッセンジャーである 
Ca イオンの細胞内流入を減少させることが
示唆された。CPT がプロスタグランジンカス
ケードへ作用することは以前の報告から示
唆されていたが、本研究により CPT の直接
の作用部位をはじめて明らかとした。 
 hEP1 シグナリングは、ある種の癌の悪性化
に重要な役割を担っていることが報告され
ており、hEP1 ノックアウトマウスでは大腸
におけるポリープ形成率の低下が報告され
ている。したがって本研究の結果より、CPT 
の抗腫瘍活性作用のメカニズムの説明とし
て、hEP1 への作用がその一つであると推測
される。このような膜タンパク質に対する医
薬小分子の作用部位の特定は、従来のプロテ
オミクス的手法では検出困難と考えられ、PD 
法によるアプローチでなければ達成されな
かった、新規相互作用の同定例であると言え
る。今後、TCL を標的とした化合物の取得や
設計など、癌治療薬の開発に向けた新たな知
見としてその利用が期待される。 
 
(3) CPT の hnRNP A3 への相互作用の検証
と遺伝子ノックアウトによるキイロショウ
ジョウバエの感受性変化 
 T7 PD 法によるスクリーニングの結果、
CPT の分子標的であるトポイソメラーゼ I 
の CPT 結合部位に類似する 15 mer のペプ
チド NSASRGGSQRGRGEH を同定した。こ
の部分配列は、スプライシングファクター 
hnRNP A3 と 100% 一致していたことから、
CPT の結合タンパク質である可能性が示唆
されたため、その相互作用を検証した。 
 図 6 に QCM 装置をもちいた相互作用試
験の結果を示した。キュベット緩衝液へ CPT 
を注入することにより振動数の減少が見ら
れたことから、金電極に固定した His-hnRNP 
A3 と CPT の結合が確認された。速度論解

析の結果、解離定数は 91.5 µM と評価され
た。 
 
 
 
 
 
示した。アビジンビーズに固定した bio-RXM 
の濃度に依存して GST-Amot のバンドが検
出されたことから bio-RXM と GST-Amot  
 
 
 
 
図 6 QCM センサーグラム (上) と両逆数プロット (下) 
 
 次に、キイロショウジョウバエの RNP 遺
伝子ノックアウトにおける CPT の感受性変
化について調べた。図 7 および 図 8 に結
果を示した。CPT は、野生株および U2AF35 
のホモログである U2af38 の遺伝子ノック
アウト株の成長に対しては影響を及ぼさな
かったが、RNP のホモログである Hrb87F 
の遺伝子ノックアウト株では、50-100 µM の 
CPT の処理によりすべての幼虫が致死とな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 ショウジョウバエの生育に対する CPT の影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 ショウジョウバエの生育に対する CPT の影響 

 
 以上の結果から、hnRNP A3 (Hrb87F) の遺
伝子ノックアウトにより、CPT の感受性が上
昇することが示唆された。現在、そのメカニ
ズムの詳細について検討を進めている。 
 スプライシングファクター RNP を標的と
した医薬小分子に関してはこれまでに報告



されておらず、CPT の抗腫瘍活性に関与する
可能性が考えられる。RNP タンパク質は発現
量が低く、安定性も低いことから従来のアプ
ローチによる同定は困難と考えられ、PD 法
を利用することによって同定された新規相
互作用であると言える。 
 また、医薬小分子の in vivo における活性
評価にキイロショウジョウバエが利用可能
であることを示した。医薬小分子の活性を評
価する際、in vivo における作用評価は必須で
あるが、哺乳動物をもちいた実験では多くの
時間が費やされる。しかし、キイロショウジ
ョウバエをもちいた実験は、比較的短時間で
その活性を評価することが可能であり、実験
自体も簡便である。また、ヒトとショウジョ
ウバエの遺伝子相同性は 65-70% 程度と言
われていることから、ヒトのモデルとしての
利用能が充分あると考えられる。今後、本手
法がさまざまな医薬小分子の活性評価へ利
用されることが期待される。 
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