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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞内タンパク質間相互作用を標的可能な新たなペプチド創薬方法論の確
立を目指し、分子全体の三次元構造を制御することによって機能化したペプチドの創製に取り組んだ。具体的に
は、キラルシクロプロパンの構造特性を利用して配座を高度に制御した光学活性シクロプロパンδ-アミノ酸を
鍵ユニットとした分子設計による(I)タンパク質間相互作用に重要なαヘリックス上の側鎖官能基の空間配置を
模倣したペプチドフォルダマー、および、(II)配座制御によって高い細胞膜透過性を有した環状ペプチドの設
計・合成・立体構造解析を実施した。溶液中および結晶中で同一の14-ヘリカル構造とるδ-ペプチドフォルダマ
ーを創出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to establish a new methodology for bioactive peptide 
drugs that can target intracellular protein-protein interactions, and I worked on developing 
functionalized peptides by controlling the three-dimensional structure of the entire molecule. 
Specifically, I designed peptide foldamers that mimic the spatial arrangement of side-chain 
functional groups on the α-helix, which is essential for protein-protein interactions. Also, I 
developed cyclic peptides with high cell membrane permeability by using chiral cyclopropanes with 
highly controlled conformation as the key unit. As a result, I developed δ-peptide foldamers with 
an identical 14-helical structure in solution and crystals.

研究分野： 創薬化学

キーワード： ペプチド　フォルダマー　三次元構造制御　ヘリックス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペプチドは新しい創薬モダリティとして注目されている。そのため、タンパク質間相互作用の制御を狙ったペプ
チドミメティクスの開発研究は盛んになされている。一方で、細胞内の相互作用を標的とした普遍的な方法論と
いえるものは未だにない。本研究は、細胞内タンパク質間相互作用に適用可能な一般性の高い新規ペプチドミメ
ティクス開発方法論を提示・実践するものである。本研究の成果は、タンパク質間相互作用を標的としたペプチ
ドミメティクス創薬の新たな基盤となりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質間相互作用は、生体の恒常性維持において重要かつ様々な役割を担う。この相互作
用を制御できる分子は、生物医学研究のツールや新たな医薬シーズとなりうる。実際に、特定の
タンパク質間相互作用を阻害するバイオ医薬（例：抗体）が臨床応用され、その治療効果は高い。
しかし、高い生産コスト、高分子量（>10,000）による免疫毒性、また、標的が細胞膜表面に限
定的といった課題もある。これらバイオ医薬を補完しうる、より低コストで細胞内のタンパク質
間相互作用も標的可能な合成小〜中分子が求められている。 
 タンパク質間相互作用面は、比較的扁平かつ広範（800–2,000 Å2）なため、小分子（M.W.<400）
でその相互作用を制御するのは容易ではない。一方で、この相互作用は接着面全体での一様な結
合ではなく、一定の間隔に配置された一部のアミノ酸残基群（hot-spot）が形成する結合に大き
く依存する（Geppert, T. Chem. Biol. 2011）。すなわち、タンパク質間相互作用を制御する分
子の開発には、相互作用面の hot-spot を形成するアミノ酸残基や配列を模倣し、多点間相互作
用を可能とする機能性ペプチド（およびその等価体）が有効であろう。 
 事実、生体内には、L-α-アミノ酸から成る生理活性ペプチドが多数存在する。しかし、単純
な短鎖天然型ペプチドは、化学的・生物学的安定性や細胞膜透過性が低く、また、標的との結合
に必要な特定の二次構造をとれないことも多い。短鎖天然型ペプチドそのもののバイオツール・
医薬応用は難しい。これらの課題を克服する方策として、ペプチド鎖の環状化による酵素耐性の
獲得や、架橋形成による二次構造の安定化などがある。しかし、いずれの方法も、細胞内のタン
パク質間相互作用を標的可能とする機能性ペプチドの開発研究に適用可能な普遍的な方法論に
はなりえていない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、細胞内タンパク質間相互作用を標的可能な新たなペプチド創薬方法論の
確立を目指し、分子全体の三次元構造を制御することによって機能化したオリゴペプチドを創
製する。具体的には、アミノ酸配列に依存せずに適切な膜透過性と立体構造を有し、細胞内タン
パク質を制御するペプチド（およびその等価体）を開発可能な一般性の高い方法論の構築を目指
し、シクロプロパンδ-アミノ酸による配座制御を鍵とした分子設計をを用いて、細胞内タンパ
ク質間相互作用を標的可能とした機能性ペプチドを創製し、新たな方法論として確立する。 
 
３．研究の方法 
 分子設計の鍵は、光学活性シクロプロパンδ-アミノ酸（図 1）であ
る。このアミノ酸誘導体の配座は、シクロプロパンの構造特性（例え
ば、シクロプロパン歪み；図 3）によって、立体化学依存的に厳密に制
御される。特定の立体化学を有したこのアミノ酸誘導体を導入したオ
リゴマーや環状ペプチドは、側鎖の空間配置も制御された安定な一定
の三次元構造をとると予測された。すなわち本研究では、シクロプロ
パン δ-アミノ酸の強力な配座制御効果を利用し、分子全体の三次元
構造が制御することで機能化したペプチドを創製する。具体的には、
バイオ医薬品や天然型ペプチドでは難しい細胞内の創薬標的タンパク
質間相互作用を標的とした、フォルダマー型ペプチド（シクロプロパ
ン δ-アミノ酸をオリゴマー化することで、主骨格およびタンパク質
間相互作用に重要な α-ヘリックス上の側鎖官能基の空間配置を模倣
する）、および、膜透過性環状ペプチド（シクロプロパンδ-アミノ酸
による配座制御によって、配列非依存的に高い細胞膜透過性を獲得す
る）の設計・合成・構造解析・膜透過性評価を行い、化学構造―三次
元構造―膜透過性の三者相関の詳細を明らかにする。その知見を活かし、標的タンパク質に対応
した側鎖官能基や配列を有する構造を設計・合成する。 
 本分子設計法の有用性と一般性を示し、汎用性のある新たなペプチド開発方法論として確立
する。 
 
４．研究成果 
 本研究は、（1）分子設計と計算による立体構造予測、（2）基本構成ユニットとなる光学活性シ
クロプロパンδ-アミノ酸モノマーの合成、（3）モノマーのオリゴマー化および環状ペプチド化、
（4）合成した分子の三次元構造解析・膜透過性評価の順に行った。 
 詳細な説明を以下に述べる。 
 
（1）計算科学を併用した分子設計と構造予測を行った。分子動力学計算の専門家・亀田主任研
究員（産業技術総合研究所）の研究協力を得て、光学活性シクロプロパンδ-アミノ酸の各種立
体異性体のオリゴマーの三次元構造を推定した。その中で、特定の立体異性体をオリゴマー化し

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. シクロプロパンδ-ア
ミノ酸の構造（上）と、ある
立体異性体のモデル体
（R = R’ = Me）の最安定
配座（下） 



た時に、右巻きの 14-ヘリック
スになることを見出した。 
 
（2）光学活性α,δ-二置換シ
クロプロパンδ-アミノ酸モノ
マーの立体特異的な合成法を
確立し、合成した（図 2）。合成
したのは（1）においてオリゴマ
ー化するとヘリカル構造をと
ると予測された立体異性体、お
よび、環状ペプチドに導入する
と高い膜透過性を示す可能性
のある立体異性体の 2種で、ア
ルファ位とデルタ位はメチル基とした。合成上の鍵は、シクロプロパンを含む四連続不斉中心の
構築である。申請者が以前開発した光学活性シクロプロパンユニット（J. Med. Chem. 2006）か
ら、不斉補助基を活用した立体選択的 Grignard 反応および不斉アルキル化を経て合成した。こ
のδ-アミノ酸の配座を NMR 実験から確認したところ、分子モデリング計算結果の通り、立体化
学依存的に厳密に制御されていることがわかった。 
 
（3）モノマーのオリゴマー化および環状ペプチド化を行った。 
①フォルダマー型ペプチド：合成したα,δ-二置換シクロプロパンδ-アミノ酸モノマーを用い
て、液相において順次縮合して、種々の長さのオリゴマーを合成した。 
②膜透過性環状ペプチド：合成したα,δ-二置換シクロプロパンδ-アミノ酸モノマーの N-Fmoc
体、および、市販のα-アミノ酸の N-Fmoc 体を用いて、固相合成で鎖状ペプチドとした。固相か
ら切り出したのち、Head-to-tail 環化して、環状ペプチドとした。 
 
（4）合成した分子の三次元構造解析・膜透過性評価を行った。合成したオリゴマーおよび環状
ペプチドの溶液中および結晶の立体構造を、NMR、CD、XRD などの各種測定を試みることで、実
験的に明らかにした。①フォルダマー型ペプチドについて、NMR の各種情報を基にした MD シミ
ュレーションから立体構造予測を行った結果、期待通りのヘリカル構造を溶液中でとっている
ことが分かった。さらに結晶化にも成功して、結晶構造中においても、右巻きの 14-ヘリカル構
造であることを確認した（図 3）。特筆
すべきは、分子設計時に計算予測した
ヘリカル構造と、実験から得た溶液中
および結晶中でのヘリカル構造が、ほ
ぼ同一の形をしていたことである。す
なわち、α,δ-二置換シクロプロパン
δ-アミノ酸を用いた本分子設計では、
精密に分子全体の三次元構造を予測し
ながら分子設計できることが示され
た。 
 また、合成した環状ペプチドの膜透過性は、
人工膜を用いたアッセイ（PAMPA）で評価した。
その結果、非常に高い膜透過性を示す環状ペプ
チドを複数獲得することができた。さらに、NMR
による解析から、シクロプロパンの配座制御効
果によって環状ペプチド全体の三次元構造が一
定の形にコントロールされていることが分かっ
た。化学構造―三次元構造―膜透過性の三者相
関を解析に取り組んでいる。膜非透過性の環状
ペプチドに特定の立体化学をもつシクロプロパ
ン δ-アミノ酸を組み込むことで、配列非依存
的に環状ペプチドの膜透過性を格段に向上させ
ることができることが示された（図 4）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 確立した光学活性シクロプロパン δ-アミノ酸の 

立体選択的な合成経路 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 合成と結晶化に成功した４量体の構造式（左）と X
線結晶構造. 期待通り, ヘリックス構造であった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4. 配列に依存せず, シクロプロパンδ-アミ
ノ酸による配座制御によって環状ペプチドの膜
透過性が飛躍的に向上した. 
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Watanabe Mizuki、Ishihara Jun、Matsuda Tadashi、Shuto Satoshi

12
 １．著者名

10.1021/acs.joc.0c01701

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Synthesis of Resolvin E3, a Proresolving Lipid Mediator, and Its Deoxy Derivatives:
Identification of 18-Deoxy-resolvin E3 as a Potent Anti-Inflammatory Agent

The Journal of Organic Chemistry 14190～14200

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Fukuda Hayato、Ikeda Hiroyuki、Muromoto Ryuta、Hirashima Koki、Ishimura Kohei、Fujiwara
Koichi、Aoki-Saito Haruka、Hisada Takeshi、Watanabe Mizuki、Ishihara Jun、Matsuda Tadashi、
Shuto Satoshi

85

10.3390/molecules25163562

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Conformational Restriction of Histamine with a Rigid Bicyclo[3.1.0]hexane Scaffold Provided
Selective H3 Receptor Ligands

Molecules 3562～3562

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Watanabe Mizuki、Kobayashi Takaaki、Ito Yoshihiko、Yamada Shizuo、Shuto Satoshi 25

 １．著者名



2019年

2019年

〔学会発表〕　計40件（うち招待講演　4件／うち国際学会　5件）

2022年

2022年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本ケミカルバイオロジー学会　第16回年会

日本ケミカルバイオロジー学会　第16回年会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

大村紀子、田口晃弘、濱田圭佑、桑原智希、渡邉瑞貴、中久木正則、今野翔、高山健太郎、谷口敦彦、乃村俊史、周東智、林良雄

 １．発表者名

 １．発表者名

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

スピロ[2,5]オクタンを基本骨格としたペプチドミメティクスによる Bcl-2 ファミリータンパク質阻害剤の創製研究
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