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研究成果の概要：本研究は、疾患に関連するターゲットタンパク質を阻害するペプチド剤の合

理的かつ汎用性をもった設計法を構築するための基盤研究である。本研究では炎症性サイトカ

インである MIF タンパク質をパイロットケースとすることにより、ファージディスプレイ法、

SPR 法、および X 線結晶構造解析法を組み合わせた新規のペプチド阻害剤設計法を確立するた

めの基盤となる技術的情報を集積することに成功した。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 近年、さまざまな長さ、配列をもったペ
プチドを用いた治療薬が広く利用されつつ
ある。ペプチド剤は、化学合成法を用いるこ
とにより多様な配列をルーチンで作製する
ことができることが利点である。生体内での
分解が速いことが欠点として挙げられるが、
糖や PEG の付加、あるいは D型アミノ酸の導
入などにより分解時間の制御は可能である。
本研究では、ペプチド阻害剤の合理的な設計
法の構築を目的として、ファージディスプレ
イ法、Ｘ線結晶構造解析法、および SPR 法を

使用する。 
 
(2) MIF は、マクロファージの遊走を阻害し
て局所に止めておく活性をもつリンホカイ
ンとして発見された。その後の研究により、
免疫系組織のほか腎臓や肝臓、脳など多くの
組織が MIF を産生することが報告され、各種
炎症反応、免疫応答のほか、細胞の分化・増
殖に関与するなど、多種多様な生理的役割を
担っているタンパク質であることが明らか
となっている。MIF は生体内で各種重要な生
理機能を担っているが、一方では、このタン
パク質が過剰に発現することにより過度の



 

 

炎症反応を引き起こす。このため、MIF はリ
ウマチ様関節炎や遅延型アレルギーなど、炎
症を伴う諸疾患に関与することが明らかと
なっている。このことから、MIF 活性を制御
することが各種炎症疾患の症状の緩和につ
ながるため、製薬業界においても非常に有用
な創薬ターゲットとして注目されている。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究課題は、マクロファージ遊走阻止因

子 MIFをターゲットとしたペプチド阻害剤の
設計を目指すものである。近年、各種タンパ
ク質の阻害剤としてペプチド阻害剤が注目
を集めているが、現在のところ合理的かつ系
統的な開発手法は構築されていない。本研究
は、ファージディスプレイ法、X 線結晶構造
解析法、及び SPR 法を用いた新規のペプチド
阻害剤開発法を構築するものであり、そのタ
ーゲットとして MIF タンパク質に着目する。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) リードペプチドの探索 
リードペプチド（MIF に結合能をもつペプ

チド）は、ファージディスプレイ法を用いて
探索される。本研究では、この方法により 5
種類のペプチド配列が得られている。  
 
(2) MIF タンパク質の調製 
可溶性のヒト由来 MIFタンパク質の生産は、

大腸菌による大量発現系を利用する。大量精
製法の構築は、各種液体クロマトグラフィー
を用いる。必要に応じて His タグを用いたア
フィニティークロマトグファフィーもまた
利用する。 
 
(3) MIF-ペプチド複合体の結晶化 
MIF-ペプチド複合体の結晶化は、複合体形

成したサンプルを結晶化する方法（共結晶化
法）、あるいは MIF 単体の結晶にペプチドを
浸透させる方法（ソーキング法）の 2種類の
手法を用いる。結晶化条件については、これ
までに知られている条件のほか、スクリーニ
ングキットによる新規の条件検索もまた行
う。 
 
(4) 親和性の評価 
表面プラズモン共鳴現象を利用した分子

間相互作用評価法(SPR法、Biacoreシステム)
により、各ペプチドの MIF に対する結合能を
評価する。センサーチップは CM5 を使用し、
アミンカップリング法により MIFタンパク質
を固定化する。各ペプチド溶液を調製し、MIF
が固定化されたチップに反応させることに
より、MIF に対する解離定数を決定し、各ペ
プチドと MIF の親和性を評価する。 

４． 研究成果 
 
(1) MIF タンパク質の調製 

ヒト由来の MIF 遺伝子を pET22b ベクター
に挿入することにより発現ベクターを作製
した。発現ベクターは、C 末端側に His タグ
を付加するベクターについてもまた作製し
た。大腸菌により大量発現された野生型 MIF
タンパク質は、陽イオン交換クロマトグラフ
ィーおよびゲル濾過クロマトグラフィーを
用いることにより、高純度の MIF タンパク質
溶液を得ることに成功した。また、MIF タン
パク質が安定に存在することができるバッ
ファー条件を決定し、約 17 mg/mL まで濃縮
することに成功した。 
 
(2) MIF-ペプチド複合体の結晶化 

MIF-ペプチド複合体の結晶は、共結晶化法
により得られた。MIF 三量体に対してモル比
で 1 対 5 になるようにペプチドを混合した。
結晶化条件はスクリーニングキットにより
決定され、約 1週間で X線回折実験が可能な
大きさを有する良質な結晶が得られた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 MIF－ペプチド複合体結晶 
 
 
(3) 親和性の評価 

アミンカップリング法により、MIF タンパ
ク質の CM5 チップへの固定化に成功した（図
2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 MIF タンパク質の固定化 
 
 
 
 



 

 

5 種類のペプチドの MIF に対する親和性を
SPR 法により評価した結果、これらのペプチ
ドは MIFに対して非常に親和性が高いことが
明らかとなった（図 3、図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 5 種類のペプチドのセンサーグラム 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 5 種類のペプチドの親和性の比較 
 
 
また、これら 5種類のうち最も親和性が高

いペプチドと MIF の結晶が得られている。こ
れらの実験結果から、ファージディスプレイ
法により得られたペプチドがターゲットタ
ンパク質に対して十分な結合親和性を有す
ること、およびペプチドの結合親和性評価法
として SPR法が効果的であることが明らかと
なった。以上の結果から、ペプチド阻害剤の
合理的設計法に必要な SPR法および結晶化法
における技術的基盤情報が集積され、今後は
X 線回折データを収集して構造学的情報を得
ることにより、ファージディスプレイ法、SPR
法、および X線結晶構造解析法を組み合わせ
たペプチド阻害剤設計法の基盤構築が可能
となる。 
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