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研究成果の概要（和文）： 

 ステロイドをリガンドとするＧタンパク質共役受容体であるTGR5 に対するペプチドリガン
ドを開発するために、６量体からなるランダムペプチドライブラリーを調整した。そこから得
られたAc-WLFLHV-NH2の配列からなるペプチドはわずかながらTGR5 を活性化するアゴニストと
しての性質を示し、そのEC50は約 630nMであった。また、Ac-WVFLIV-NH2の配列からなるペプチ
ドはわずかながらTGR5 を不活性化するアンタゴニストとしての性質を示し、そのIC50は約 15nM
であった。結果、活性は低いながらTGR5 の新規リガンドとなる可能性のあるペプチドとして２
種類の配列を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A random hexapeptide library was screened to identify novel peptide ligands for a TGR5, 
which is a G-protein-coupled receptor for bioactive steroids. We successfully identified 
a weak agonist peptide (Ac-WLFLHV-NH2 ) with EC50 of 630 nM, and a weak antagonist peptide 
(Ac-WVFLIV-NH2) with IC50 of 15 nM.   
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１．研究開始当初の背景 

Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）は神
経伝達物質やホルモンなどを受容体であり
臨床薬の 60％がターゲットになっていると
いわれているので、その特異的リガンドの開
発がさかんに行われている。しかし化合物ラ
イブラリーからの新規薬物スクリーニング

が必ずしも大きな成果を上げていない現在、
戦略的な新規薬物候補の開発方針が模索さ
れている。コンビナトリアルケミストリーに
よる多数の化合物の合成、あるいはそれによ
るライブラリーからの新規薬物開発は、一時
期、過大な期待をもって薬物開発の戦略とし
て話題となった。一方で、ライブラリーが設



計どおりに合成されているかどうかの検証
が困難なこと、ライブラリーのスクリーニン
グに適した活性測定方法がなかったなどの
理由により、現在はそれほど盛んには行われ
てはいない。ペプチドは合成方法がほぼ確立
されており、自動合成機も普及しているので
コンビナトリアルケミストリーの適用対象
として好ましい条件を備えている。しかしな
がら、ペプチドは生体内での分解が早いこと、
生理活性を示す新規な配列を同定すること
が困難なことなどの理由から、一般の有機化
合物ほどは薬物開発の対象とならないこと
が多い。その結果、ペプチドを用いた新規薬
物開発は既知生理活性ペプチドとその誘導
体を利用した例が一般的であり、生理活性ペ
プチドとは異なる配列をもつペプチドにつ
いては、新規薬物開発の対象としてはあまり
見られていなかった。 
 
２．研究の目的 

上記のような状況下であっても、我々はペ
プチドは体内で代謝によって有害成分に変
化する可能性がなく安全であり、化学合成手
法が確立していて確実に合成することがで
きるので、本来は薬の開発に利用できる優れ
た化合物であると考えている。そこで新規な
配列をもつ生理活性ペプチドを戦略的に得
る方法を確立することを目指した。原理的に
６４００万通りの配列をもつ６量体からな
るランダムペプチドのライブラリーを合成
した。また、このライブラリーのスクリーニ
ングに適したＧＰＣＲの活性測定方法とし
て，受容体とＧタンパク質αサブユニットと
の融合タンパク質を用いた活性測定系を開
発、整備した。 
 
３．研究の方法 

ペプチドライブラリーとしては、Ac-O1O2 

XXXX-NH2、Ac-XXO3O4XX-NH2、Ac-XXXX 
O5O6-NH2の配列をもつ 1200 種類のライブラ
リー（Xは 20 種類のアミノ酸の混合物、Oは
ある特定のアミノ酸）を用意した。この６量
体ペプチドからなるペプチドライブラリー
全体は原理的には６４００万（＝２０６）通
りの配列からなる。このライブラリーの活性
測定をすることで、活性化が特定されたX1X2、
X3X4、X5X6のアミノ酸配列を得て、それを組
み合わせて二次スクリーニングのためのペ
プチドのアミノ酸配列を得た。これらの配列
を持つペプチドを個別に合成して活性測定
した。 

．研究成果 
ニングでは、それぞれ４００

種
ブラ

ン

活性測定はTGR5-Gsα融合タンパク質への
アゴニスト依存的な[35S]GTPγS結合活性を
測定し定量化すること行った。融合タンパク
質を発現した細胞膜懸濁液を[35S]GTPγSや
ペプチドライブラリーと反応させた後、セル
ハーベスターで融合タンパク質に結合した

[35S]GTPγSをGF/Bフィルターに回収した。こ
のGF/Bフィルターに残った[35S]GTPγSを液
体シンチレーションカウンターで測定した。 
 
４
一次スクリー
類からなるAc-O1O2XXXX-NH2、Ac-XX 

O3O4XX-NH2、Ac-XXXXO5O6-NH2のサブライ
リーをスクリーニングした。この結果をもと
に、高い[35S]GTPγSの取り込み量が見られた
ペプチド、すなわちTGR5-を活性化してGsα
への[35S]GTPγS取り込みを促進させたと考
えられるペプチドを選択した。最終的に
Ac-O1O2XXXX-NH2の結果からO1O2として適し
ているアミノ酸配列として３種類、
Ac-XXO3O4XX-NH2の結果からO3O4として適し
ているアミノ酸配列として２種類、
Ac-XXXXO5O6-NH2の結果からO5O6として適し
ているアミノ酸配列として３種類を候補と
して得た。これらのアミノ酸配列を組み合わ
せると３ｘ２ｘ３＝１８通りのペプチドが
候補として考えられる。このうち、８種類を
実際に合成して二次スクリーニングを行っ
た。そのうち、Ac-WLFLHV-NH2の配列からな
るペプチドはわずかながらTGR5 を活性化す
るアゴニストとしての性質を示し、そのEC50

は約 630nMであった。また、Ac-WVFLIV-NH2

の配列からなるペプチドはわずかながら
TGR5 を不活性化するアンタゴニストとして
の性質を示し、そのIC50は約 15nMであった。 
今回の結果では、アゴニストのスクリーニ
グからアンタゴニストが得られたことが

特徴的である。アゴニストのスクリーニング
をした配列の組み合わせからアンタゴニス
トが得られたことは、アゴニスト結合の受容
体構造とアンタゴニスト結合の受容体構造
がかなり似ていることをしめしている。わす
かのリガンドの構造の違いが、アゴニスト結
合型の受容体により結合しやすい場合には
アゴニストとして働き、アンタゴニスト結合
型の受容体に結合しやすい場合にはアンタ
ゴニストとしてふるまうことになる。我々は
これまでにＧＰＣＲの活性化に伴う構造変
化を考慮した新しい分子モデルを作成し、Ｇ
ＰＣＲのリガンド認識機構を構造変化と関
連させて解析してきた（N. Akuzawa, et al. 
J. Biochem. (Tokyo), 141, 907-916 (2007)）。
これらの結果構造変化を考慮したモデルと
今回の結果、あるいは変異体受容体を作製や
解析を総合して、より低濃度で効果を発揮で
き、また高い効果を示すアゴニスト、アンタ
ゴニストの設計を行っていく予定である。ペ
プチドは合成が比較的容易であり、Ｄ型アミ
ノ酸や非天然型アミノ酸などの利用により
多様な分子設計や合成が可能であるので、合
成が容易なさまざまな分子設計を行うこと
ができる。研究計画の最初の段階では、アゴ



ニストを得て抗肥満薬として開発していく
ことだけを考えていたが、アンタゴニストが
得られたこと、またアンタゴニストは家畜の
肥育に用いることが利用法として考えられ
ることから、開発可能な新規生理活性物質の
範囲は本研究によって大きく広がった。 

また、本研究のもう一つの価値はこの方法
が
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あらゆるＧＰＣＲに対して一般的に応用
可能であることが重要である。本研究により
ＧＰＣＲに対するリガンド開発の一般的な
プロトコールが準備可能となる。今後もさま
ざまなＧＰＣＲに本研究の手法を適用して
多様な新規活性物質を戦略的に得られるよ
うにしていきたい。 
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