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研究成果の概要（和文）：増殖因子受容体活性化の構造基盤の解明と高度な受容体制御を達成するために、以下
の研究を進めた。１）生細胞膜上で短時間ごく微量に形成される増殖因子ー受容体のnativeな活性複合体の構造
を解析するために、native複合体を化学架橋によって固定し分離精製する系を確立し、AFM観察およびクライオ
電子顕微鏡による高解像度の構造解析を進めている。２）環状ペプチド固相化AFMプローブを使用して非標識受
容体をリアルタイムかつ実空間で認識する方法を検証し開発した。３）抗体Fcのループ構造に受容体結合環状ペ
プチドを提示することで、半減期が長い、血液脳関門を通過する増殖因子ミメティックの作成を可能にした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the structural basis of growth factor receptor activation and 
to regulate receptor, the following studies have been conducted: 1) To analyze the structure of 
native active complexes of growth factor receptors that are formed on living cell membranes in very 
small amounts for a short time, a system to fix and purify the native complexes by chemical 
cross-linking was established. We are now analyzing its structure at high resolution by AFM 
observation and cryo-EM. 2) We have verified and developed a method to recognize unlabeled receptors
 in real time and in real space by using cyclic peptide coated AFM probes. 3) By presenting a 
receptor-binding cyclic peptide in the loop structures of the antibody Fc, we were able to create a 
growth factor mimetic that has a long half-life and crosses the blood-brain barrier.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 受容体 リガンド　環状ペプチド　mRNA display　タンパク質工学　HS-AFM　HGF-MET
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1) 本研究で確立した手法はこれまで困難であった受容体活性化複合体の構造解析を可能にし、この構造情報は
創薬などに役立つと考えられる。2) タンパク質結合環状ペプチドを固定したプローブを用いたHS-AFMによって
非標識タンパク質をリアルタイムかつ実空間で認識する方法は、nativeな状態で分子認識を可能にし、広範な応
用が考えられる。3) 受容体結合環状ペプチドを抗体Fc内に提示することによって血中半減期が短い、脳内に到
達しないといった増殖因子の欠点を克服する増殖因子ミメティックの作成を可能にした。この成果は増殖因子の
治療適応を拡大する技術基盤となると考えられる。

※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 
増殖因子/サイトカイン受容体は様々な細胞応答を制御する重要な受容体である。しかし、ほと
んどの受容体において活性化の構造基盤は不明である。また、受容体機能を高度に制御すること
は、受容体やシグナル伝達の分子機構・生理機能の解明と治療に貢献するが、人為的制御技術は
十分に達成されていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、HGF−MET 受容体を標的分子例として、高速 AFM の１分子動態計測・操作と、高機能環
状ペプチドを増殖因子−受容体研究に展開することで、従来の研究法、技術では困難であった受
容体活性化の分子機構の解明と受容体の人為制御を達成する。これによって、様々な細胞膜受容
体の分子機構・生理機能の理解と、受容体を標的とする治療学への応用に普遍的に貢献する技術
基盤を検証・確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) MET 活性化の構造基盤解明とがん病態との関連 
生細胞膜上で短時間ごく微量に形成される増殖因子‐受容体の native な活性複合体の構造を解
析するために以下の研究を行った。 
- 生細胞膜上で形成された native 複合体を化学架橋によって固定し分離精製する系を確立 
- native 複合体の高速原子間力顕微鏡観察 
- 分割ルシフェラーゼ融合 MET タンパク質を用いた二量体化の生化学的検出・定量 
- 複合体のクライオ電子顕微鏡による構造解析 
 
2) 環状ペプチド固相化 AFM プローブによる受容体の空間力学制御 
標的タンパク質に高親和性でかつ修飾許容度が高い環状ペプチドを固定化した AFM プローブに
よって標的受容体を特異的に認識し、集積や活性化を制御する技術を開発するために、以下の研
究を行った。 
- 環状ペプチド固定化 AFM プローブの作製。固定化法、固定化量とリンカーの最適化。 
- 脂質二重膜上の MET タンパク質を再構築した系において、環状ペプチド固定化 AFM プローブ
を用いた標的タンパク質の検出および空間制御された集積の検証。 
 
3) 分子ツールと治療を志向した環状ペプチド提示抗体による受容体制御 
環状ペプチドと抗体を融合することで、両方の機能・特性を融合した革新的な分子ツール、創薬
候補分子を創出するために、以下の研究を行った。 
- ヒト IgG1 抗体の Fc 表面のループ 8 箇所に MET 受容体結合環状ペプチドの cDNA を組み込む
ことで、MET 受容体結合環状ペプチド提示抗体を作製。 
- ペプチド提示抗体による MET 受容体活性化の in vitro, in vivo 検証 
- ペプチド提示抗体による MET 受容体活性化の構造解析- ペプチド提示抗体の血中半減期 
- 抗トランスフェリン受容体抗体 Fc 領域へのペプチド提示による血液-脳関門通過性 Met アゴ
ニストの作成 
 
 
４．研究成果 
 
1) MET 活性化の構造基盤解明とがん病態との関連 
生細胞膜上で形成された native 複合体を化学架橋によって固定し分離精製する系を確立した。
この native 複合体の高速原子間力顕微鏡観察によって得られた構造的知見を生化学的検証で確
認した。さらにクライオ電子顕微鏡による高解像度の構造解析を進めている。 
 
2) 環状ペプチド固相化 AFM プローブによる受容体の空間力学制御（文献１） 
ナノメートルスケールの分子を標識なしで高速かつ選択的に認識する技術が望まれている。本
研究では高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を用いて、小さな合成大環状ペプチドを結合させたチッ
プを用いて、標識されていない膜受容体をリアルタイムかつ実空間で認識することを示した。本
研究では、大環状ペプチド aMD4 に選択的に結合するヒト肝細胞増殖因子受容体（hMET）を用い
た実験により 1分子認識法を検証した。長さや剛性の異なるリンカーで合成した aMD4 を比較検
討することで、マイカ表面や支持脂質二重膜に添加した hMET と機能化チップの相互作用を最大



化した。HS-AFM による位相差イメー
ジングにより、標識されていない
hMETと aMD4と結合しないマウスMET
ホモログを識別することができた。
さらに、小さなサイズのリガンドや
リンカーを用いることで、同時トポ
グラフィーイメージングにおける空
間分解能の劣化を最小限に抑えるこ
とができた。膜受容体選択性大環状
ペプチドをHS-AFMプローブに用いる
ことで、高い選択性を持った高速イ
メージングによって、標識なしで分
子認識する手法を確立した。 
 
 
3) 分子ツールと治療を志向した環状ペプチド提示抗体による受容体制御（文献 2） 
サイトカインや成長因子は、一般的に循環半減期が短く、血液-脳関門（BBB）を通過しにくいた
め、慢性疾患や脳疾患の治療においてその有用性が制限される。本研究は、大環状ペプチドファ
ーマコフォアを免疫グロブリン Fc のオプションループに機能的に挿入することで、長い循環寿
命と BBB 透過性を持つ Fc または抗体ベースの受容体アゴニストを生成することを立証した。本
方法をラソグラフト（投げ縄移植）と呼ぶ。Met 受容体結合ペプチドを含む二価のラソグラフト
Fc は Met を二量化し、天然のリガンドである肝細胞増殖因子（HGF）に匹敵する生物学的応答を
誘導する。重要なことに、ペプチドを Fc 内に挿入することによって Fc の長い半減期をもたらす
新生児 Fc 受容体（FcRn）に対する親和性や、Fc の高発現量は維持することが可能であった。さ
らに、抗トランスフェリン受容体抗体をラソグラフトすることで、全身投与後に脳実質に到達可
能な Met アゴニストを作成することができた。このように、ラソグラフトは、物理化学的に安定
で薬物動態を制御できるタンパク質治療薬の設計や、複数の機能を持つ抗体の迅速なエンジニ
アリングを可能にする。 
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