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研究成果の概要（和文）：本研究はGPCRに対して高い特異性を有する多価結合型リガンドに関する申請者らの研究成果
を基に、分子プローブ、創薬ツールとしての発展的開発を推進した。具体的にはケモカインレセプターCXCR4(乳がん・
小細胞肺がん)を標的としたイメージング・細胞診断ツールとしての実用化を行った。これまでにGPCRの多量体状態を
捉えることのできるリガンドは存在しなかったが、この2価結合型リガンドの特徴を活かして、より詳細にGPCRの2量化
に関連する様々な細胞機能を解明し、正常細胞とがん細胞の状態をケモカインレセプターCXCR4の発現量に応じて定量
的に区別することで、これまでにない検出方法であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The assembly status of G protein-coupled receptors (GPCR) on the cellular surface 
is of interest because the multimerization of GPCR could play pivotal roles in cellular functions. A 
bivalent ligand with polyproline linkers for CXCR4 has been shown to serve as “molecular ruler” as a 
result of the rigid structure of polyproline helices. To expand the utility of the ligands with rigid 
linkers and explore the possible multimeric forms of GPCR, ligands with polyproline helices were newly 
designed and synthesized. The binding affinities of ligands for CXCR4 suggested that the ligands 
recognize the dimeric form of CXCR4 on the cellular surface. The fluorescent imaging and analysis by flow 
cytometry revealed that the ligand with 9-proline linkers binds to CXCR4 with remarkable specificity. The 
results of the present study suggest that the ligand design with rigid linkers is useful in the 
multimeric form.

研究分野： ケミカルバイオロジー、創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
 
G タンパク質共役型受容体(G-protein 

coupled receptor; GPCR)は細胞を取り巻く
環境や細胞外からの刺激への応答において
重要な役割を担っている。そのため、現存す
る医薬品の約40%がさまざまなGPCRを標的と
している。より効率的な創薬という観点から
は GPCR の詳細な機能の解明が望まれている
が、膜型受容体であることから X線結晶構造
解析が非常に困難であり、これまでに数種類
の受容体の構造しか報告されていない。近年
になって、GPCR の 2量体化もしくは多量体化
がシグナル伝達において重要であることが
示唆されている(J. Wang, et. al., Mol. 
Cancer Ther., 5, 2474, 2006)。しかし、こ
の現象に関して直接的に2量体もしくは多量
体状態を解析、検出する方法が存在しないた
め、議論の的になっていた。また、2 価型で
結合するリガンドは各リガンドの結合によ
る相乗効果によって高い親和性と特異性が
得られることが知られていたが、これまでは
リガンド間をつなぐリンカーには生体への
親和性の高いポリエチレングリコール(PEG)
や芳香族を含む炭素鎖が用いられており、そ
れらは構造的な柔軟性が大きいため高い結
合親和性や特異性の実現は困難であった(V. 
J. Hruby, et. al., Bioconjugate Chem., 18, 
1101, 2007)。申請者らはリンカーとして強
固なヘリックス構造をとることが知られる
ポリプロリン鎖を用いることで親和性の高
い 2 価結合型リガンドを構築し、2 量体状態
の可視化に成功している(図 1)(T. Tanaka, 
et. al., J. Am. Chem. Soc. (Commun.), 132, 
15899, 2010)。これにより、リガンドを蛍光
基、もしくは放射性のトレーサーでラベル化
することによって細胞表面上での GPCR の状
態を in vitro および in vivo で観察するこ
とが可能になると期待される。 
 

図 1. (左上) CXCR4(GPCR)リガンドである
D-Cys を導入した環状ペンタペプチド FC131
の化学構造。(右上) 2 価結合型リガンドの化
学構造、球形は FC131 を表す。(左下) 2 価結
合型リガンドの結合親和性解析結果。リンカ
ーの長さに応じて親和性が変化し、ある一定
の長さで最大になる。(右下) 蛍光基(TAMRA)
で修飾した2価結合型リガンドの結合につい
て。左の TAMRA 標識 2価型リガンドでは強力
な結合のため細胞が赤く染色されている。右
の単量体ではほぼ結合が見られない。CXCR4
は GFP融合体であるため緑色蛍光によって細
胞表面での発現とTAMRA標識リガンドの結合
との一致が確認できる。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
２．研究の目的 
 
近年の創薬研究において重要な標的となっ
ているGPCRは細胞の状態を表す指標となる。
本研究では GPCR に対して高い特異性を有す
る多価結合型リガンドに関する申請者らの
研究成果を基に、分子プローブ、創薬ツール
としての発展的開発を推進する。具体的には
ケモカインレセプターCXCR4(乳がん・小細胞
肺がん)を標的とした in vivo イメージン
グ・細胞診断ツールとしての実用化を行う。
これまでに抗体を含め GPCR の多量体状態を
捉えることのできるリガンドは存在しなか
った。我々が開発した 2価結合型リガンドの
特徴を活かして、より詳細に GPCR の 2 量化
に関連する様々な細胞機能を解明し、正常細
胞とがん細胞の状態(悪性度)をケモカイン
レセプター(CXCR4)の発現量に応じて定量的
に区別することで、これまでにない検出方法
を有する試薬を創出できると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
CXCR4 認識ユニットの開発（ペプチド性認識
ユニットの合成・構造活性相関研究・結合親
和性解析）、多価型リンカーユニットとのコ
ンジュゲート条件の検討を行う。また、細胞
ベースイメージングの条件検討・手法の開発、
認識ユニットと多価型リンカーユニットの
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組み合わせに関するさらなる検討、培養細胞
ベースで pM オーダーでの CXCR4 分子イメー
ジングに関する検討を行う。また、がん組織
を用いた in situ リガンド認識に関する検討、
イメージングにおける基礎的条件の検討、マ
ウス生体内における代謝測定・半減期の予測、
培養がん細胞への集積時間の検討を行い、分
子プローブとしての有用性の検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
創薬研究において重要な分子標的であるGPCR
は細胞の状態を表す指標となる。本研究では
GPCRに対して高い特異性を有する多価結合型
リガンドに関する申請者らの研究成果を基に
、分子プローブ、創薬ツールとしての発展的
開発を推進した。まず、CXCR4認識ユニットの
開発（ペプチド性認識ユニットの合成・構造
活性相関研究・結合親和性解析）、多価型リン
カーユニットとのコンジュゲート条件の検討
を行った。また、実用化を考え、ケモカイン
レセプターCXCR4(乳がん・小細胞肺がん)、を
標的としたin vivoイメージング・細胞診断ツ
ールとしての検討を行った。これまでに抗体
を含めGPCRの多量体状態を捉えることのでき
るリガンドは存在しなかった。我々が開発し
た2価結合型リガンドの特徴を活かして、より
詳細にGPCRの2量化に関連する様々な細胞機
能を解明し、正常細胞とがん細胞の状態(悪性
度)をケモカインレセプター(CXCR4)の発現量
に応じて定量的に区別することで、これまで
にない検出方法を有する試薬を創出できると
考えられる。 
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