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研究成果の概要（和文）：本研究ではリボソーム翻訳によってアミド結合以外による主鎖骨格の形成を実現する
ことを目指した。具体的にはα-ヒドラジノ酸およびα-アミノキシ酸を用いたヒドラジノアミド結合、オキシア
ミド結合等の導入を実現した。さらに、α-ヒドラジノ酸およびα-アミノキシ酸を複数導入したランダムペプチ
ドライブラリを構築し、複数の疾患原因標的タンパク質に結合・阻害するペプチドのスクリーニングを実施し
た。また、得られたペプチドの標的タンパク質への結合力・阻害活性・血清安定性・膜透過性等の評価を実施し
た。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel methodology that enables ribosomal synthesis of 
peptidomimetics bearing non-amide backbones. We succeeded in introducing hydrazinoamide bond and 
oxyamide bond using α-hydrazino acid and α-aminooxy acid, respectively. Using this method, random 
peptide libraries containing multiple α-hydrazino acids or α-aminooxy acids have been constructed 
and applied to screening of peptides that bind to target proteins. The binding affinity, inhibitory 
activity, serum stability, and membrane permeability of the resulting peptides have also been 
evaluated.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペプチド医薬は、従来の有機小分子医薬並みの低い分子量と抗体医薬に匹敵する高い特異性を併せ持ち、新しい
医薬品リード化合物として近年注目を集めている。一方で、天然型L-α-アミノ酸のみからなるペプチドにはペ
プチダーゼ耐性の低さや膜透過性の低さといった課題がある。本研究で確立した非アミド結合性ペプチドミメテ
ィック主鎖骨格翻訳合成技術により構築したライブラリを用いてmRNAディスプレイによるスクリーニングを行え
ば、ペプチダーゼ耐性や膜透過性の向上のみならず、標的タンパク質への結合力の向上も期待され、新規ペプチ
ド医薬開発の有力なプラットフォームとなる。

※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 
 ペプチド医薬は、従来の有機小分子医薬並みの低い分子量と抗体医薬に匹敵する高い特異性
を併せ持つことから、新しい医薬品リード化合物として近年非常に注目されている。しかしなが
ら、ペプチド医薬品のさらなる実用化の促進に向けては、ペプチダーゼ耐性の低さや膜透過性の
低さといった課題もある。これらの課題を克服するために、天然のアミド結合（=ペプチド結合）
以外の結合様式により連結されたペプチドミメティック主鎖骨格の導入により機能を改善する
ことが有効であると考えられる。 
 リボソーム翻訳においては、基質となるアミノ酸をアミド結合により順次連結することによ
りペプチド鎖が伸長される（図１A）。天然の翻訳系においては 20 種類の L-α-アミノ酸のみが
基質として用いられるが、人工的に遺伝暗号を改変することにより、それ以外の非天然アミノ酸
を基質とすることもでき、特にアミノ酸の側鎖の誘導体については既に様々なものが利用され
ている。一方、主鎖骨格に
変異を導入することは一般
により困難で、その事例は
限られているが、アミド結
合以外による主鎖骨格の形
成も可能である。例えば、
エステル結合形成が可能で
あることは比較的古くから
知られている（図１B）。ま
た、我々は本研究の開始直
前にリボソーム翻訳による
チオエステル結合形成（図
１C: Takatsuji et al., J. Am. 
Chem. Soc. (2019)）およびチ
オアミド結合形成（図１D: 
Maini et al., J. Am. Chem. Soc. 
(2019)）をそれぞれ初めて
実現している。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではリボソームの触媒能力をさらに拡張して、様々な非アミド結合性ペプチドミメテ
ィック主鎖骨格の形成を実現することを目的とした。リボソーム翻訳でペプチドミメティック
化合物を合成する利点は、鋳型となる mRNA の配列を変えるだけで多様な配列のペプチドミメ
ティック化合物を自在に合成できることにある。mRNA の配列をランダマイズすれば、ランダ
ムペプチドミメティック・ライブラリの構築も迅速かつ容易に可能である。このライブラリを
mRNA ディスプレイ法と組み合わせることにより、標的となるタンパク質等に特異的に結合し
たり阻害したりするペプチドミメティック群を容易にスクリーニングすることができ、新規ペ
プチドミメティック医薬品へと展開できる。本研究では、実際にライブラリを構築し疾患原因タ
ンパク質に対する配列のスクリーニングをし、得られた候補配列の活性評価まで行うことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではリボソーム翻訳により非天然型の主鎖骨格を持つペプチドミメティック化合物群
の合成を目指した。具体的には、まずヒドラジノアミド結合およびオキシアミド結合の導入を目
指した（図２）。並行してウレア結合および炭素-炭素結合の実現にも挑戦した。リボソーム翻訳
においては、遊離のアミノ酸を直接連結していくのではなく、アミノアシル tRNAないしペプチ
ジル tRNAの形で基質として利用する。リボソームの Aサイトにアミノアシル tRNAが、Pサイ
トにペプチジル tRNAがそれぞれ導入され、アミノアシル tRNAのアミノ基がペプチジル tRNA
のカルボニル炭素に対して求核攻撃することによりアミド結合形成を開始する。反応後は A サ



イト側に新たなペプチジル tRNA
が生じることになる。このペプチ
ジル tRNA はトランスロケーショ
ンにより P サイトに移動し、A サ
イトには新たなアミノアシル
tRNAが導入される。したがって、
アミノ酸を非天然基質に置き換え
て結合形成させる場合には、非天
然基質を tRNA に連結した「非天
然アシル tRNA」を調製し、リボソ
ームに導入する必要がある。本研
究では、①非天然アシル tRNA の
リボソーム Aサイトへの導入の可
否および②リボソーム上での結合
形成の可否を検討した。 
 
４．研究成果 
 まず①については、アミノアシ
ル tRNA は翻訳因子の一つである
EF-Tu によってリボソームの A サ
イトに運搬される。EF-Tuはアミノアシル tRNAのアミノ酸部分と tRNAの Tステム領域の２箇
所を認識して結合する。このとき、非天然アシル tRNAの場合には基質部分と EF-Tuとの結合力
が弱いため、tRNA の T ステムの EF-Tu への結合力を強化することで A サイトへの導入効率の
向上を図った（図３）。過去に、Tステム配列の最適化により D-アミノ酸や β-アミノ酸の導入効
率向上に成功しているため、同様の戦略を採った（Katoh et al. Nucleic Acids Res. (2017), Katoh et 
al., J. Am. Chem. Soc. (2018)）。 
 ②については、非天然型の結合形成は通常のアミド結合形成の場合よりも困難であることが
予想された。そして、リボソーム上での結合形成反応が遅い場合には、しばしば Pサイトのペプ
チジル tRNAがリボソームから脱落してしまう現象（＝ドロップオフ）が起こる。そこで、ドロ
ップオフを抑制するために翻訳因子の一つである EF-P を導入した。我々は EF-P が tRNA の D
アーム領域を認識することを報告しており（Katoh et al., Nat. Commun.. (2016)）、非天然アシル
tRNAの Dアームに EF-P認識配列を導入することでドロップオフを抑制した（図３）。 
 上記の戦術により、リボソーム翻訳によ
り α-アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸を
導入し、ヒドラジノアミド結合およびオキ
シアミド結合を複数連続導入することに初
めて成功した(Katoh et al., J. Am. Chem. Soc. 
(2021)）。また、ウレア結合および炭素-炭素
結合については現時点では実現できていな
いが引き続き検討中である。 
 さらには、このリボソーム翻訳技術を用
いてα-ヒドラジノ酸またはα-アミノキシ
酸を複数含有するランダムペプチドライブ
ラリを構築した。そして、mRNA ディスプ
レイ法を用い、このライブラリを複数の標
的タンパク質に結合し阻害するペプチドの
スクリーニングに適用した。配列解析の結
果、複数の標的に対して有効な配列の候補
が得られたため、ペプチドを化学合成によって大スケールで調製し、標的タンパク質への結合
力・阻害活性・血清安定性・細胞膜透過性等の評価を現在進めている。 
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