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研究成果の概要（和文）：次世代型の生物活性分子として、中分子サイズの環状ペプチドが近年注目されてい
る。我々はこれまでに、人工翻訳系を駆使した環状ペプチドの試験管内分子選択技術を確立しており、多彩な生
物活性ペプチドの開発に成功してきた。しかし、人工環状ペプチドには体内動態・ペプチダーゼへの安定性・細
胞膜透過性など、医薬品としての実用化にはまだまだ解決すべき課題は多い。そこで本研究では、試験管内分子
選択技術で獲得した人工環状ペプチド配列と天然由来の生物活性ペプチドであるチオペプチド群に見られる閉環
様式とを組み合わせることを着想した。この戦略により、医薬品としてより良い物性が期待されるキメラ環状ペ
プチドの創製を行った。

研究成果の概要（英文）：Medium-sized macrocyclic peptides with nonproteinogenic building blocks have
 been revisited as a promising therapeutic modality. We previously established an in vitro selection
 method for artificial cyclic peptide ligands and have succeeded in developing a wide variety of 
artificial peptide agents. However, there are still many issues to be solved for the practical use 
of artificial cyclic peptides as drugs, such as pharmacokinetics, stability against peptidases, and 
permeability through cell membranes. In this study, we conceived the idea of combining artificial 
cyclic peptide sequences obtained by the in vitro selection technology with the ring-closing 
skeleton found in thiopeptides, a family of naturally occurring bioactive peptides. Based on this 
strategy, we have developed chimeric cyclic peptides that are expected to have better physical 
properties as pharmaceuticals.

研究分野： ケミカルバイオロジー・生体機能関連化学・ペプチド化学

キーワード： ペプチド　RiPP　擬天然物　チオペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの水素結合部位を有するポリアミド主鎖から成るペプチド分子は本質的に水和状態が安定であり、疎水場で
ある細胞膜を通過できるものは稀である。そのためペプチドを細胞内で働く薬剤として活用するには、余分な細
胞内移行シグナル配列を用いたり、高度な細胞内デリバリーシステムの利用が必要であることが多いのが現状で
ある。本研究では、「人工ペプチド配列と天然物の閉環骨格を組み合わせる」というごくシンプルな戦略で、良
好な膜透過性が期待できる新たなクラスのペプチド薬剤の設計の道を拓いた。それゆえ、このキメラペプチドの
設計戦略は、将来的に細胞内を標的とする中分子医薬品を開発する上での標準戦略となる可能性を秘めている。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

次世代型の生物活性分子として、中分子サイズの環状ペプチドが近年注目されている。
我々はこれまでに、人工翻訳系を駆使した環状ペプチドの試験管内分子選択技術を確立してお
り、多彩な生物活性ペプチドの開発に成功してきた（図 1A）。本手法により、1 兆種類以上の
異なる配列からなる大規模な環状ペプチドライブラリーの中から、任意の疾病関連タンパク質
に結合できる活性種を簡便かつ迅速に探索することで、望みの生物活性を発揮する人工ペプチ
ドを創製できるようになった。しかし、人工環状ペプチドには体内動態・ペプチダーゼへの安
定性・細胞膜透過性など、医薬品としての実用化にはまだまだ解決すべき課題は多い。 

一方で、医薬品として実用化されているペプチドの多くは、微生物由来の二次代謝産
物として生産される生物活性ペプチド（いわゆる天然物ペプチド）である。これらの天然物ペ
プチドは骨格内に非アミド型の主鎖骨格を有することが多く、これにより良い生体内安定性や
膜透過性を獲得していると考えられる。特に、天然物ペプチドの一種であるチオペプチドは、
非アミド性の特徴的な閉環骨格（アゾール−ピリジン骨格）を有しており、そのの多くは細胞内
の分子標的を阻害することが知られている（図 1B）。 

 
 
２．研究の目的 

そこで我々は、試験管内分子選択技術で獲得した人工環状ペプチド配列とチオペプチ
ド由来の閉環様式とを組み合わせることで、医薬品としてより良い物性が期待されるキメラ環
状ペプチドを作り出せるのではないかと着想した（図 1C）。本研究課題では、この様な戦略の
もと、望みの標的阻害活性をもつ人工チオペプチド類縁体の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究は 1．多彩な配列構造を有する人工チオペプチドの生産に資する試験管内人工
生合成系の確立と、2．これを用いた生物活性ペプチドの開発の二段階に分けられる。ステッ
プ 1 では、我々が開発してきた再構成型人工翻訳系（Flexible in-vitro translation, FIT システ
ム）と、チオペプチドの一種であるラクタゾールの生合成酵素群とを組み合わせた人工生合成
系を用いた。ステップ 2 では、環状ペプチドライブラリーの試験管内分子選択により獲得した
β-galactosidase 結合配列および sirtuin 2 結合配列をモデル配列として採用した。このリガ
ンド配列を組みこんだ前駆体ペプチドを設計し、これをステップ 1 の生合成系で発現すること
で目的のキメラ環状ペプチドを生産、及びそれらの活性評価を行った。 
 
４．研究成果 
ステップ 1 

転写・翻訳に必要な酵素・翻訳因子・tRNA と、6種類のラクタゾール生合成酵素（LazB、
LazC、LazD、LazE、LazF、ERS）とをそれぞれ異種発現/精製し、試験管内で混合することで、
新規人工生合成反応液（FIT-Laz システムと命名した）を作製した（図 2）。本システムでは、
転写・翻訳・ペプチド骨格変換反応の三ステップの反応が同一反応容器内で順次進行するため、
適切にデザインした合成 DNA 断片を用意するだけで、望みの配列をもった前駆体ペプチドを合
成し、（Laz 酵素群が基質として許容すれば）それを直接対応する人工チオペプチドへと変換で
きると期待した。 



FIT-Lazシステムによる用いたチ
オペプチドの試験管内合成の概念実証実
験として、天然物ラクタゾールを生産した
例を図 3 に示す。この実験では、生合成酵
素の修飾を受けるためのシグナル配列（リ
ーダーペプチド LP 領域）の下流に
“SWGSCSCSCQASSSCAQP”というアミノ酸配
列をもつ前駆体ペプチドをコードした合
成 DNA を用意した。Laz 酵素群を含まない
通常の FIT システムにこの DNA を加え、生
成物を液体クロマトグラフィー質量分析
法（LC-MS）で解析したところ、予想され
る前駆体ペプチドに相当する単一のピー
クが観測された。一方、同じ DNA を FIT-Laz
システムで発現したところ、前駆体ペプチ
ドに相当するピークは消失し、代わりにペ
プチド骨格変換に伴って切断された LP 断
片と予想されるチオペプチド生成物に相
当する二つの新たなピークを検出した。得
られたチオペプチドの保持時間および衝
突誘起解離によるペプチド切断パターン
は、放線菌から単離した天然由来のラクタ
ゾールと完全に一致したことから、FIT-Laz システムを用いることで、確かに複雑な修飾構造
を有するチオペプチドを試験管内で生産できることが確認された。 

FIT-Laz システムを用いた生合成酵素群の基質許容性評価実験の結果、前駆体ペプチ
ドに必須の配列要素はごくわずかであり、環内部配列の大半及び環外の尾部配列領域は自由に
可変できるという驚くべき広い基質許容性が明らかになった。これにより、人工リガンド配列
を環内部に有する人工チオペプチドを生産するポテンシャルを本合成系が有することが示唆さ
れた。 

 
ステップ 2 

β-galactosidase は主に細胞小器官のリソソームに存在することで知られる、リソソ
ーム性酵素の一つである。この酵素は四量体でラクトースをタラクトースとグルコースに加水
分解する機能に代表し、ガングリオシドや糖タンパク質からβ-結合末端ガラクトシル基を加水
分解するなどして生物の代謝に関わっている。阻害実験系を容易に組めることから、この酵素
をモデル標的として選定した。β-galactosidase に対する人工環状ペプチドの試験管内分子選
択を行い、β-galactosidase 結合性環状ペプチドを複数取得した。その結果、「RTYPY」や「RSYPY」
配列がβ-galactosidase 阻害モチーフとなることが判明したため、これらに種類の配列をキメ
ラチオペプチド創製実験に用いた。また、以前に実施した sirtuin 2 に対する試験管内分子選
択実験により同定した人工環状ペプチドでは、トリフルオロアセチルリシンを含む数残基のモ
チーフが標的阻害に重要であることを見出していたため、これらもキメラチオペプチド創製実
験に用いた。 

様々な人工ペプチド配列を前駆体のコアペプチド領域に組みこんだキメラ前駆体を
複数設計し、FIT-Laz システムで発現/修飾を行った。その後、生成物を LC-MS で解析し、観
測された未環化中間体群と LP 断片との比を指標に、各キメラ前駆体の修飾効率を比較した（図
３）。その結果、良好な修飾効率で目的のキメラチオペプチドへと変換される人工配列を複数見
出すことに成功した。これにより、人工リガンド配列と天然チオペプチド閉環骨格とを融合し
たキメラ人工チオペプチドを試験管内で生産できることを実証した。 

さらに、β-galactosidase 阻害配列を
有するキメラ人工チオペプチドによるβ
-galactosidase 活性阻害実験も行った。蛍光性
基質を用いた試験管内アッセイ系を用いて、キ
メラ人工チオペプチド及びその設計の基にした
人工環状ペプチドの阻害能をそれぞれ評価した。
その結果、キメラ人工チオペプチドは、試験管
内分子選択実験によって取得した人工環状ペプ
チドと同等の酵素阻害能を発揮できることが確
認された。これにより、人工環状ペプチド配列
とチオペプチド由来の閉環様式とを組み合わせ
ることで、望みの標的阻害活性をもつ人工チオ
ペプチド類縁体を開発する、という本課題の戦
略の概念実証に成功した。 
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