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研究成果の概要（和文）： 
p53 経路の不活性化はヒトの発がん機構に共通に見られる特徴であり、p53 経路のがん遺伝子
MDM4 による負の制御を阻害することは、p53 経路の再活性化につながる。本研究では、
MDM4-p53結合を競合的阻害する新規の標的分子を探索する目的とする。本研究では 12-mer
ペプチドのファージ ディスプレイ ライブラリーを利用して１次スクリーニングを行い，
p53-MDM4結合を阻害する新規のペプチドを探索した。その構造にもとづき、より高親和
性を有することが予測されるペプチドを複数合成し、MDM4-p53結合を阻害する標的ペプ
チドを単離した。 
 
研究成果の概要（英文）：It	
 is	
 currently	
 of	
 great	
 medical	
 interest	
 to	
 inhibit	
 specific	
 
protein-protein	
 interactions	
 between	
 MDM4	
 and	
 p53.	
 Here,	
 we	
 developed	
 a	
 method	
 using	
 T7	
 
phage	
 display	
 to	
 screen	
 for	
 candidate	
 inhibitors	
 of	
 MDM4-p53	
 interactions.	
 In	
 primary	
 
screening,	
 we	
 identified	
 novel	
 peptide	
 motifs	
 that	
 inhibit	
 the	
 interaction	
 of	
 MDM4	
 with	
 
p53.	
 Then,	
 we	
 designed	
 a	
 number	
 of	
 peptides	
 that	
 are	
 predicted	
 to	
 have	
 higher	
 affinity	
 
to	
 MDM4,	
 and	
 identified	
 potential	
 peptides	
 that	
 inhibit	
 the	
 interaction	
 between	
 MDM4	
 and	
 
p53	
 with	
 higher	
 affinity.	
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１．研究開始当初の背景 
(1) p53 経路の不活性化はヒトの発がん機構
に共通に見られる特徴である。がん遺伝子
MDM4による p53経路の負の制御を阻害する
ことは、p53 経路の再活性化につながる。
MDM4-p53 結合を競合的阻害する新規のペ
プチドを同定することは集約的に行われて
いなかった。 
 
(2) ペプチドは相互作用できる領域が大きい
ので、高い親和性、高い特異性、低い毒性と

いう特徴をもち、臨床研究への発展が期待で
きる。さらに、がん遺伝子 MDM2 および
MDM4 の両方を同時に標的としたペプチド
阻害剤同定に展開できれば、革新的な難治が
ん治療法の開発につながることが期待でき
る。 
 
 
２．研究の目的 
(1) p53と MDM4タンパクの相互作用を阻害
する標的分子を探索する目的で、本研究では
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ファージ  ディスプレイ法を利用して
p53-MDM4 結合を阻害する新規のペプチドを
探索する。 
 
(2) MDM4-p53 の結合を競合的阻害するペプ
チドを同定する目的で、MDM4 タンパクの
p53 結合ドメインに特異的に結合するペプチ
ドを、12-merペプチドのファージ ディスプレ
イ ライブラリーを利用して探索（１次スクリ
ーニング）を行う。 
 
(3) ペプチド構造にもとづき、より高親和性を
有することが予測されるペプチドを多数合成
し、MDM4-p53 結合を阻害する標的ペプチド
を同定する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) GSTタグを付加したMDM4の p53結合ド
メイン配列 [アミノ酸 1-200]（以下、
GST-MDM4[1-200]）を発現するベクタープラ
スミドを構築し、大腸菌で発現させて、
GST-MDM4[1-200]融合タンパクをグルタチ
オン アガロース ビーズにより精製する。 
 
(2) MDM4 の p53 結合ドメインに結合するペ
プチドを同定するため、１次スクリーニング
としてファージディスプレイ法を利用する。
本研究では、10億種類以上のランダムペプチ
ドを提示できるファージ  ライブラリー
(PhD-12, New England Biolabs社)を用いる。 
 
(3) 種々の 12mer-ランダムペプチドを表面に
提示したバクテリアファージをターゲットと
なる MDM4 の p53 結合ドメインすなわち
GST-MDM4[1-200]融合タンパクに接触させ
る。洗浄して、ターゲットに結合しないファ
ージ粒子を除去する。ターゲットに結合した
ファージ粒子を溶出する。 
 
(4) この接触-洗浄-溶出のサイクルを 4回繰り
返し、ターゲット(MDM4の p53結合ドメイン)
に高親和性で結合するファージをのみを溶出
し、そのファージが提示しているペプチドの
アミノ酸配列を読み取る。 
 
(5) MDM4と結合する正常型 p53タンパク由
来のペプチド配列[ETFSDLWKLLPE]と比較
して、高親和性ペプチド(Kd 100nM以下)を選
択する。本研究課題では、10億種類のランダ
ムペプチド ライブラリーのスクリーニング
を試行する。 
 
 
４．研究成果 
(1) GSTタグを付加したMDM4の p53結合ド
メイン配列 [アミノ酸 1-200]（以下、

GST-MDM4[1-200]）を発現するベクタープラ
スミドを構築し、大腸菌で発現させて、
GST-MDM4[1-200]融合タンパクをグルタチ
オン アガロース ビーズにより精製した。 
 
(2) MDM4 の p53 結合ドメインに結合するペ
プチドを同定するため、１次スクリーニング
としてファージディスプレイ法を利用した。
本研究では、10億種類以上のランダムペプチ
ドを提示できるファージ  ライブラリー
(PhD-12, New England Biolabs社製)を利用した。 
 
(3) 種々の 12mer-ランダムペプチドを表面に
提示したバクテリアファージをターゲットと
なる MDM4 の p53 結合ドメインすなわち
GST-MDM4[1-200]融合タンパクに接触させ、
ターゲットに結合したファージ粒子を溶出し
た。 
 
(4) このサイクルを 4回繰り返し、ターゲット
(MDM4 の p53 結合ドメイン)に高親和性で結
合するファージをのみを溶出し、そのファー
ジが提示しているペプチドのアミノ酸配列を
読み取ることができた。 
 
(5) MDM4 と結合する正常型 p53 タンパク由
来のペプチド配列[ETFSDLWKLLPE]と比較
して、高親和性ペプチド(Kd 100nM以下)を複
数個選択した。本研究課題では、10億種類の
ランダムペプチド ライブラリーのスクリー
ニングを施行した。 
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