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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、miRNA 前駆体に特異的に結合し、その成熟化を阻害する特殊環状ペプチド医

薬の探索を行った。ペプチドの探索手法としては、遺伝暗号リプログラミング法による特殊ペ

プチド翻訳合成法と mRNA ディスプレイ法を組み合わせた独自の方法（＝RaPID system）を

用いた。これまでに、特殊ペプチドライブラリから miR-21 前駆体に結合するペプチド配列を

得ることに成功したため、現在それらのペプチド配列の特異性や結合力の評価を引き続き行っ

ている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this project, we tried to develop non-standard cyclic peptides that can inhibit the 
maturation of miRNA precursor by using RaPID display method, which is a combination of 
genetic code reprogramming and mRNA display. So far, we have successfully obtained 
several cyclic peptides that have binding affinity to miR-21 precursor. Evaluations of 
specificity and binding affinity of the peptides are under way. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２０１０年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２０１１年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学、生物分子科学 
キーワード：ケミカルバイオロジー・マイクロ RNA 
 
１．研究開始当初の背景 
 ペプチド医薬は、従来の低分子医薬並みの
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、次世代医薬品として
近年非常に注目が集まっている。特に、本研
究で用いた特殊ペプチドは生体内でのタン
パク質翻訳合成に通常用いられる 20 種類の

アミノ酸以外のアミノ酸を含むペプチドの
ことであり、さらに大環状構造を含むことに
よってペプチダーゼ耐性や細胞膜透過性、腸
管吸収性の獲得が期待され、未修飾直鎖型ペ
プチドと比較して医薬品としてのポテンシ
ャルが飛躍的に高まると期待される。例えば、
天然から単離され実際に医薬品として用い
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られているシクロスポリン（免疫抑制剤）や
バシトラシン A（抗生物質）などのペプチド
医薬にも大環状構造をはじめとする様々な
特殊構造が含まれている。しかしながら、従
来のペプチド医薬探索手法はこのような天
然から単離されたペプチドの薬理活性を一
つ一つ検証してゆくと言う古典的で非効率
的な手法に頼っており、現在までに実用化さ
れているペプチド医薬の発見は偶然の産物
と言うべきものがほとんどであった。 
 そのような現状を打破し、より効率的に高
活性な特殊ペプチド医薬を探索できる手法
の開発を目指して、代表者らの研究室ではこ
れまでに「遺伝暗号リプログラミング法」を
用いた特殊ペプチド翻訳合成法を確立し、
様々な非天然アミノ酸や大環状構造のペプ
チドへの導入を達成してきた。さらに、ラン
ダム配列を含むmRNAを翻訳させることで、
1013を超える多様性をもつ特殊ペプチドライ
ブラリを合成することを可能にした。そして、
このような多様な特殊構造をもった特殊ペ
プチドライブラリを mRNA ディスプレイ法
と組み合わせることで、標的分子に特異的に
結合する活性種を効率的に探索できるよう
になった。実際に、現在では約１〜２週間と
いう短期間で標的分子に対して数十 nM〜数
十 pM という解離定数をもつ高活性特殊ペプ
チドを取得することができるまでになって
いる。我々はこの手法を RaPID（Random 
non-standard Peptide Integrated 
Discovery）ディスプレイと名付けた。代表
者の研究室では、これまでに 20 種類を超え
るタンパク質標的（E6-AP、Sirt2、Akt-2、
EpCAM、JMJD2 など）に対して結合する特
殊ペプチドの探索を行っており、その成功率
は９０％以上に上り、非常に高い信頼性をも
つ技術であることを実証している。今回標的
とした miRNA はこの RaPID ディスプレイ
の技術をはじめてタンパク質以外の標的に
適用させた事例となり、新しい試みである。 
 miRNA は、ノンコーディング RNA の一
種であり、これまでにヒト細胞において 1500
種類以上の存在が報告されており、それぞれ
の miRNA は塩基配列特異的にターゲット
mRNA を認識し、その翻訳抑制を引き起こす
ことが知られている。近年の報告によると、
miR-17-92 クラスターや miR-21、miR-155
などは癌抑制遺伝子の翻訳を抑制すること
によって細胞の癌化を促進することが明ら
かとなっており、これら一群の miRNA は
oncomir と呼ばれている。実際に様々な癌細
胞においてoncomirの発現量が顕著に上昇し
ていることが知られている。逆に let-7 や
miR-15a、miR-16 のように癌の発現を抑制
する方向に働く miRNA の存在も知られてい
る。また、肝臓に特異的に発現する miR-122
は脂質やコレステロール代謝の制御に関与

しているほか、HCV のゲノム RNA の複製を
助ける働きがある。このように miRNA は癌
をはじめとする様々な疾患や生体機能の調
節に深く関わっていることが明らかになっ
てきている。そこで、これらの miRNA を標
的として、その発現量を自在にコントロール
することが可能になれば癌化の抑制や抗ウ
ィルス効果をもたらすことが可能となると
考えられる。 
 細胞内における miRNA の発現量は、転写
の効率のみならず転写後の前駆体のプロセ
シング効率の違いによっても調節されてい
ることが知られており、たとえ転写量は同じ
であってもプロセシングの効率は細胞・組織
の種類によって大きく異なることがわかっ
ている。核内で転写された miRNA 前駆体
(primary-miRNA: pri-miRNA) は 、
Drosha/DGCR8 複 合 体 に よ っ て ま ず
pre-miRNA へとプロセスされ、さらに核外
へ輸送された後に Dicer/TRBP 複合体によっ
て最終的に成熟 miRNA へと変換されている。
そこで、本研究ではこれら miRNA 前駆体に
特異的に結合する特殊環状ペプチドを in 
vitro セレクション法によって取得し、前駆体
から成熟体へのプロセシング過程を人工的
に制御することによって、miRNA 成熟体の
発現量をコントロールし、抗癌作用・抗ウィ
ルス作用を実現することを目指した。 
 また、KSRP, hnRNP A1, lin28 などのよう
に生体内で miRNA 前駆体に結合し成熟化を
制御しているタンパク質因子の存在も近年
明らかとなっている。KSRPはmiR-1, 15, 16, 
21, let-7 などの miRNA の成熟化、hnRNP 
A1 は miR-18a の成熟化を促進する効果があ
る。一方、lin28 は let-7 前駆体の 3'末端にオ
リゴ U を付加することによって分解を促進
し、miRNA の成熟化を抑制する効果がある。
したがって、これらの miRNA 結合型タンパ
ク質因子も特殊環状ペプチド創薬のターゲ
ット分子となりうる。すなわち、KSRP や
lin28 等に特異的に結合し、その機能を制御
するような特殊環状ペプチドを取得できれ
ば、その制御下にある miRNA の発現量をコ
ントロールすることが可能となる。lin28 は
iPS 細胞を作製する際に必要な因子の一つと
しても挙げられており、let-7 前駆体や lin28
に結合する特殊環状ペプチドによって iPS化
や細胞分化をコントロールする効果を得ら
れることも期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト miRNA 前駆体または
miRNA 前駆体結合タンパク質に特異的に結
合する特殊環状ペプチドの in vitro セレクシ
ョンをRaPIDディスプレイ法を用いて行い、
前駆体から成熟体 miRNA へのプロセシング
過程を制御（抑制または促進）する機能を持



 

 

つ特殊環状ペプチドの取得を目指した。具体
的 に は 、 (1) 癌 化 を 促 進 す る miRNA
（miR-17-92 クラスター、miR-21、miR-155）
の成熟化を抑制する特殊環状ペプチド、(2)
癌化を抑制する miRNA（let-7、miR-145）
の成熟化を促進する特殊環状ペプチド、(3)C
型肝炎ウィルス (HCV)の複製を促進する
miRNA（miR-122）の成熟化を抑制する特殊
環状ペプチド等の取得を目指した。また、
(4)miRNA 前駆体のみならず、miRNA 前駆
体に結合するタンパク質因子(lin-28)を標的
とする阻害剤ペプチドの探索も行った。得ら
れた特殊環状ペプチドについては、その結合
力や特異性、実際の阻害活性の測定を行い、
新規抗がん剤・抗ウィルス剤としての開発を
試みることとした。 
 
３．研究の方法 
 (1)試験管内セレクションに使用する特殊
環状ペプチドのライブラリは、代表者の所属
研究室で独自に開発されたフレキシザイム
技術を用いた遺伝暗号リプログラミング法
によって作製した。開始 tRNA にメチオニン
の代わりにクロロアセチル基を導入したα-
アミノ酸をチャージさせ、これを用いて翻訳
を開始させることによりペプチド鎖 N 末端
にクロロアセチル基を導入した。さらに、ペ
プチド鎖下流にシステインを配置すること
により、N 末端のクロロアセチル基とシステ
イン側鎖を分子内で反応させ、チオエーテル
結合を形成させて環状化した。開始コドンと
システインコドンに対応する箇所以外のコ
ドンについては配列をランダム化し、ペプチ
ドのアミノ酸残基数は 4～12 残基とした。ペ
プチドの翻訳合成には大腸菌由来の再構築
無細胞翻訳系（FIT システム）を用いた。 
 
 (2)in vitro セレクションの手法としては
mRNA ディスプレイ法を用い、ビーズ担体に
固定化した miRNA 前駆体（または miRNA
結合タンパク質）に対して特殊環状ペプチド
のライブラリを加え、結合能を有するペプチ
ドのみを回収した。 
このとき、鋳型 mRNA ライブラリの 3'末端
にピューロマイシンを結合させておき、リボ
ソーム内で翻訳された特殊ペプチドと
mRNA とをピューロマイシンを介して連結
することができる。そして、標的タンパク質
に特異的に結合した特殊ペプチドを回収し、
そのペプチドに連結された mRNA を逆転
写・PCR によって増幅した後、得られた DNA
をクローニングし配列解析することで、標的
に結合する特殊ペプチド構造を容易に決定
することができる。 
 
４．研究成果 
 (1)平成２２年度においては、まず環状ペ

プチドライブラリの構築を行い、環化したペ
プチドの試験管内翻訳が十分に出来ている
ことを確認した。さらに、let-7a, miR-21, 
miR-122, miR-145, miR-155 前駆体をそれぞ
れ試験管内転写合成し、これをストレプトア
ビジン磁気ビーズに固定化して、特異的に結
合するペプチドの探索を実施した。しかしな
がら、セレクション・サイクルを１０サイク
ル程度継続しても miRNA前駆体に特異的に結
合するペプチド配列が得られなかった。その
理由としては、ターゲットとなる miRNA 前駆
体に対して、ペプチド自体ではなくペプチド
の鋳型となる cDNA が相補的な配列を持つ部
分を介して結合してしまったためであると
考えられたため、このような結合様式を介し
て回収される cDNA 画分を減らすために、ペ
プチド鎖中に FLAG タグやビオチンタグを導
入し、翻訳されたペプチド/mRNA 複合体をい
ったん精製した後にセレクションに用いる
などの手法を検討した。 
 また、miRNA 前駆体だけでなく、miRNA 前
駆体結合タンパク質 lin28に作用するペプチ
ドの探索についても実施した。His-tag を持
つ lin28 を His-tag 固定化用の磁気ビーズに
結合させ、環状ペプチドライブラリと混合し
て特異的に結合するペプチドの探索を行っ
たが、lin28 が RNA 結合タンパク質であるこ
とから mRNA ライブラリが直接 lin28 と結合
してしまいセレクションによる配列の濃縮
ができないという問題が生じたため、有効な
ペプチドは得られなかった。 
 
 (2)平成２３年度においては、セレクショ
ン条件のさらなる検討を行い、ペプチド鎖中
にエンドプロテイナーゼである Glu-Cによる
切断サイトを導入し、標的 miRNA からの cDNA
の溶出の際に Glu-C を加えてペプチドを切断
させることにより標的に直接結合した cDNA
を排除し、ペプチドを介した標的への結合の
みを増幅できるように改良を行った。また、
ビーズ担体をストレプトアビジン磁気ビー
ズからヒドラジド−ポリスチレン−ポリアク
リルアミドビーズに変更した。さらに、miRNA
前駆体との結合力を高めるためにペプチド
ライブラリの構造自体もα-ヘリックス含有
型ペプチドライブラリへと変更した（図１）。
その結果、核酸同士の相互作用によるセレク
ションの阻害を効果的に抑制することに成
功した。そして、FLAG 配列と Glu-C 切断サイ
トを有する特殊ペプチドライブラリから
miR-21 前駆体に結合するペプチド配列を得
ることに成功したため、それらのペプチド配
列の標的 miRNA前駆体特異性や結合力の評価
を開始した。in vitro セレクションによって 
特定の RNA分子に結合するペプチドを取得で
きたのは今回が初めての事例であり、非常に
意義の大きい成果であると言える。今回の結



 

 

果は、今後 miRNA だけに限らず様々な RNA 分
子を標的とした特殊環状ペプチド医薬探索
のための足がかりとなりうると考える。in 
vitro での標的への結合の評価が出来次第、
培養細胞を用いた in vivo での活性の評価も
実施する予定である。 
  
(3)今後は、本研究によって得られた miRNA
前駆体結合ペプチドの結合力の評価や標的
特異性の評価等を表面プラズモン共鳴法な
どを用いて行う予定である。また、in vivo
でのペプチドの活性の評価を行うために培
養細胞を用いたアッセイを行う見込みであ
る。既に、miR-21 の標的配列を EGFP 遺伝子
の下流に組み込み、HEK293 細胞に導入した安
定発現株を構築済みであるため、これを用い
てペプチドを細胞に導入した際の EGFP の蛍
光強度をモニタリングすることによって、ペ
プチドが miR-21 前駆体のプロセッシングに
与える効果を評価できる。 
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