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研究成果の概要（和文）：進化分子工学（細胞表層ディスプレイ技術）とペプチド構造構築理論を組み合わせることに
より，分子標的化合物の新しい設計法を開発した。すなわち，強固な立体構造をもつヘリックス・ループ・ヘリックス
構造ペプチドのファージ表層提示ライブラリーを構築し，標的タンパク質でスクリーニングすることにより分子標的ペ
プチド（マイクロ抗体と呼ぶ）を獲得した。このペプチドは期待する生物活性を持ち，生体内でも安定であることから
，次世代抗体医薬として期待できる。さらに，ペプチドの立体構造情報をもとにビフェニル化合物を設計・合成し，低
分子量の分子標的化合物の獲得に成功した。

研究成果の概要（英文）：Despite intense research into the design of small ligands that target 
protein-protein interaction, a novel methodology for the rational design of such ligands remains an 
elusive goal. To design such ligands, our group has examined the directed evolution in a phage-displayed 
library of helix-loop-helix peptides. Screening of the library against targeted proteins provided 
bioactive peptides, whose rigid structures showed the spatial orientation of the pharmacophores, thus 
facilitating structure-based design of peptidomimetics. We constructed a phage-displayed library of the 
peptides and screened the library against several targeted proteins. The obtained peptide showed a strong 
binding affinity (Kd of 4 nM) , and a long half-life (>2 weeks) in mouse sera. In addition, the peptides 
provide structural information of the pharmacophores to facilitate structure-based design of 
peptidomimetics. Finally, we succeeded to generate biphenyl compounds binding to the targeted proteins.

研究分野：ケミカルバイオロジー，タンパク質化学
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１．研究開始当初の背景 
 21 世紀に入るとともにヒトの遺伝子構造
の全容が明らかにされた。現在，ゲノムから
翻訳されるタンパク質の網羅的な解析が進
められており，生命科学研究や医薬品開発の
標的タンパク質が劇的に増えてきている。こ
の急速なプロテオーム解析に迅速に対応す
るために，タンパク質−タンパク質相互作用
を制御する分子標的化合物の新しい設計法
が求められている。現在，分子標的化合物探
索のために，タンパク質の立体構造をもとに
した医薬品設計（SBDD）やコンビナトリア
ル・ケミストリー（コンビケム）に膨大な研
究資金が投入されているが，これら従来法と
は違う新しい設計コンセプトが必要である。 
 
２．研究の目的 
 進化分子工学（細胞表層ディスプレイ技
術）とペプチド構造構築理論を組み合わせる
ことにより，分子標的化合物の新しい設計法
を開発する。すなわち，強固な立体構造をも
つペプチド（ヘリックス構造など）の細胞表
層提示ライブラリーを構築し，標的タンパク
質に結合するペプチド（マイクロ抗体と呼
ぶ）をスクリーニングする。得られるペプチ
ドは立体構造を持っているので，結合活性ア
ミノ酸（ファーマコフォア）の空間配置を容
易に決定することができる。そこで，この立
体構造情報をもとに分子標的化合物を設計
する。 
 
３．研究の方法 
 当研究室では，すでに，ヘリックス−ルー
プ−ヘリックス構造モチーフをもつ立体構造
規制ペプチド(マイクロ抗体)を設計してい
る（図１）。このペプチドは３つの領域で構
成される[①N末端ヘリックス(14アミノ酸残
基からなる構造支持領域)，②ループ(Gly 7
残基からなるリンカー)，③C末端ヘリックス
(14 アミノ酸残基からなる相互作用領域)]。2
つのヘリックスは，内側に存在する Leu 基の
疎水相互作用および側面の Glu基と Lys基の
静電相互作用により寄り添い，安定な構造を
形成する。一方，ヘリックス外側のアミノ酸
は立体構造構築に関わっていない。したがっ
て，外側のアミノ酸（X 部分）をさまざまな
アミノ酸に置換することにより，同一構造の
ペプチド・ライブラリーを構築することがで
きる。そこで，本研究では，ヘリックス−ル
ープ−ヘリックス構造ペプチドを土台分子と
して，４つの戦略で分子標的化合物の作製技
術を検討する。(1)試験管内進化によるマイ
クロ抗体の開発，(2)立体構造情報に基づく
マイクロ抗体の開発，(3)親和性，生物活性，
生体内での安定性，膜透過性，体内動態，抗
原性,(4)分子標的低分子化合物の設計と合
成および生物活性。 
 
４．研究成果 
(1)試験管内進化によるマイクロ抗体の開発 

 ①立体構造規制ペプチドライブラリーの
構築：さまざまなタンパク質－タンパク質相
互作用のトポロジーを考慮し，α-ヘリック
ス部分のライブラリー以外に，ヘリックス＋
ループ部分ライブラリー(α-helix+loop)を
構築した。C 末端ヘリックスに位置する 6 残
基のアミノ酸と 11 残基のループの 9 残基を
ランダム化し，さらに N末端と C末端にシス
テイン残基を導入しジスルフィド結合を形
成するマイクロ抗体ライブラリー (Δ
PTA-6Rloop11-C) を作製した。 
 ②立体構造規制ペプチドライブラリーの
スクリーニング：ΔPTA-6Rloop11-C ライブラ
リーをM13ファージ表層に提示させたファー
ジライブラリーを用いて血管内皮細胞増殖
因子(VEGF)に対してバイオパンニングを行
い，結合性ペプチドのスクリーニングを行っ
た。ストレプトアビジン修飾磁気ビースを使
用し、ビオチン化 VEGF と結合しているファ
ージを回収した。バイオパンニングは４ラウ
ンド行った。3 ラウンドのバイオパニングで
回収されたファージの塩基配列を解析した
ところ，ループ部位に 3種類のコンセンサス
配列を観測した。 
 ③立体構造規制ペプチド(マイクロ抗体)
の結合活性：ファージミドベクターよりペプ
チドをコードする遺伝子を切り取り、３種の
チオレドキシン融合ペプチド(Trx-41, 
Trx-42, Trx-49)を作製した。これら融合ペ
プチドの解離定数 (Kd) は表面プラズモン
共鳴法で測定した。その結果，いずれの融合
ペプチドも VEGF に対して高い結合活性を示
し，特異的に結合することが明らかとなった
(Kd 値 Trx-41: 602 nM, Trx-42: 333 nM, 
Trx-49: 0.67 nM)。さらに，VEGF－受容体相
互作用の阻害活性を行ったところ，いずれの
ペプチドも VEGF とその受容体との結合を阻
害することが明らかとなった。 
 
(2)立体構造情報に基づくマイクロ抗体の開
発 
 プロテイン・グラブティングによるマイク

図 1.立体構造規制ペプチド・ 
   ライブラリーの分子設計 



ロ抗体の設計を検討した。すでに，多くの
タンパク質−タンパク質相互作用のＸ線構
造解析が行われている。そこで，X 線構造
から得られる立体構造情報をもとに，分子
認識に必要なアミノ酸残基をヘリックス−
ループ−ヘリックス構造ペプチドに移植す
ることにより，目的のマイクロ抗体を取得
する。そこで，p53 と MDM2 とのタンパク質
−タンパク質相互作用を標的とした。この相
互作用では，p53 のヘリックス部分が MDM2
と結合しており，その結合に関与する p53
ヘリックス上の４つのアミノ酸（Phe19, 
Phe22, Trp23, Leu26）を，C末端ヘリックス
上に移植した（エピトープ・グラフティン
グ）。また，p53−MDM2 相互作用が細胞内の
イベントであることから，ポリアルギニン
を N末端ヘリックスにグラフティングして
細胞膜透過性を付与した（アルギニン・グ
ラフティング）。表面プラズモン共鳴法によ
る阻害活性試験より，得られたペプチド
（HLHp53-1R）が，p53−MDM2 との相互作用
を強く阻害することが判明した（IC50 = 36 
nM）。細胞内では，本ペプチドが p53−MDM2
相互作用を阻害し，p53 の遊離されること
により，アポトーシスを誘発することが期
待される. 
 
(3)親和性，生物活性，生体内での安定性，
膜透過性，体内動態，抗原性 
 ①マイクロ抗体自身の分子標的化合物（次
世代抗体）としての潜在能力を評価した。マ
イクロ抗体は立体構造を持つことにより，抗
体と同様に，高い特異性と親和性さらに生細
胞内での安定性（酵素抵抗性）を獲得するこ
とができる。そこで， G-CSF 受容体マイクロ
抗体を固層法によりペプチド合成し
(P8-2KA)，円二色性スペクトル法（CD）より
立体構造を評価した。さらに，ペプチドの N
末端とC末端をチオエーテル結合で環状化を
行い(P8-2KA-thioether)，ヘリックスの安定
性を最適化するとともに結合活性および生
体内安定性の向上を行った。する。どちらの
ペプチドも安定なヘリックス構造をもち，マ
ウス血清中での酵素分解に対し強い抵抗性
を示した（半減期，P8-2KA: 6.3 h, P8-2KA- 
thioether: 15 days）。同様に，VEGF 結合マ
イクロ抗体も酵素分解（トリプシン）に対し
て強い安定性をもつことが判明した（半減期，
M49: 20 h）。 
 ②VEGF 結合マイクロ抗体の腫瘍増殖阻害
試験を検討した。動物実験にあたり，薬物滞
留性を上げるために，チオレドキシンとの融
合タンパク質 (Trx-M49) を合成し、その生
理活性を評価した。VEGF により細胞増殖が誘
導されるヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) を
用いて、細胞増殖阻害試験を行ったところ、
7.6 nM の IC50値を示した。また、ヒト大腸
がん (LS174T 株) をヌードマウスに移植し
た異種移植モデルに対して腫瘍増殖阻害試
験を行ったところ，10 mg/kg の投与で，抗

VEGF 抗体（ベバシズマブ）と同等の腫瘍細胞
増殖抑制作用を持つことが判明した。 
③ p53−MDM2 相 互作用阻害ペプチド
（HLHp53-1R）について，２種のがん細胞を
用いて細胞傷害性試験を行った（HCT-116：
p53 野生型がん細胞，SW480：p53 変異型が
ん細胞）。ペプチド（25μM）の投与により，
HCT-116 細胞の増殖が完全に阻害された。
一方，SW480 細胞に対しては，同濃度での
細胞増殖阻害は観測されなかった。また，
ポリアルギニンのみをグラフティングした
ペプチド YT-1R は，阻害活性を示さない。
これらの実験により，ペプチドは、細胞内
に浸透し，p53-HDM2 相互作用を阻害するこ
とにより p53 が再活性化し，細胞増殖を抑
制していることが示唆された。 
 
(4)分子標的低分子化合物の設計と合成およ
び生物活性 
 G-CSF 受容体結合マイクロ抗体の活性ア
ミノ酸の立体構造情報をもとに，低分子化
合物のテンプレート分子をデータベースか
ら検索する。この分子に，活性残基の側鎖
に対応する官能基を導入し，低分子の分子
標的化学物を合成する。G-CSF 受容体結合
マイクロ抗体のアラニンスキャンニングに
より，ヘリックス上の結合活性アミノ酸残
基を決定した(Leu28, Lys29, Glu32)。次に，
活性アミノ酸の側鎖の動きを分子動力学計
算により決定し，それを情報として低分子
データベースを検索して，低分子の土台分
子としてビフェニル誘導体を設計した。現
在，結合活性アミノ酸に対応する官能基（イ
ソプロピル基，アミノ基，カルボン酸基）
を導入した化合物を合成中である。 
 
おわりに 
 近年、分子標的医薬として抗体医薬が注目
されているが、その限界も明らかにされてき
ている。抗体医薬には，以下のような問題点
が指摘されている。１）ヒト化等が必要であ
る。２）細胞内のタンパク質をターゲットと
することができない。３）生産に膨大なコス
トを必要とする。さらに，４）特許の制限が
複雑に絡み合っている。これらの問題点は，
抗体の基本構造に起因するものである。そこ
で，当研究室では，イムノグロブリン構造
（IgG）を利用せず、目的の標的タンパク質
に対して特異的に結合する抗体様物質の研
究を行っている。そこで，抗体様物質として,
強固な立体構造（ヘリックス・ループ・ヘリ
ックス）をもつペプチドを考案し，ファージ
表層提示法を組み合わすことにより独自の
立体構造規制ペプチド・ライブラリーを開発
した。これを疾患関連タンパク質に対してス
クリーニングし，高い結合活性（Kd 値：数
nM）をもつペプチドを獲得することに成功し
た。得られたペプチドは，強固な立体構造を
もつため，酵素分解に対し抵抗性を示し，血
清中においても安定であった（半減期：15 日）。



さらに，非抗原性であること，細胞膜透過性
を持つことを確認した。このような中分子量
（分子量：3000〜5000）の分子標的ペプチド
を「マイクロ抗体」と名付けた。さらに，マ
イクロ抗体の立体構造情報をもとにビフェ
ニル化合物を設計し，標的タンパク質に結合
活性をもつ低分子化合物（ペプチドミミッ
ク）の獲得に成功した。本法が，タンパク質
−タンパク質相互作用の生物学的意義の解明
やリード化合物開発の助けになることを大
いに期待する。 
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Technology 2015: Innovation by Synergy of 
Computational & Synchrotron Radiation 
Sciences (2015 年 3 月，神戸大学) (招待
講演). 



7. Ikuo Fujii, “MicroAntibodies”: Generation of 
Molecular-targeting Peptides by Directed 
Evolution in Phage-displayed Libraries of 
Conformationally Condtrained Peptides, 
IBC’s 7th Annual Asia TIDES (2015年 3月，
大阪)（招待講演）． 

8. Ikuo Fujii, Post-antibody drugs: Generation 
of molecular-targeting paptides “Micro 
Antibodies” by phage-displayed libraries, 
The 8th International Symposium for Future 
Technology Creating Better Human  Health 
and Society (2015 年 2 月，岡山大学)(招待
講演)． 

9. Fujiwara, D. and Fujii, I., “Micro 
Antibodies”: Generation of Molecular- 
targeting Peptides by Directed Evolution in 
Conformationally Constrationed Peptide 
Libraries, 3rd Asian Chemical Biology 
Conference (2014 年 12 月 ， National 
University of Singapore)（招待講演）． 

10. 藤井郁雄，マイクロ抗体：立体構造規制
ペプチドライブラリー法による分子標的
ペプチドの創出，第 37回日本分子生物学
会年会(2014年 11月，パシフィコ横浜)（招
待講演）． 

11. Ikuo Fujii, “MicroAntibodies”: Generation of 
Molecular-targeting Peptides by Directed 
Evolution in Phage-Displayed Libraries of 
Structured Peptides, 15th Tetrahedron 
Symposium (2014 年 10月，Singapore)（招
待講演）． 

12. Ikuo Fujii, Generatio of Molecular-Targeting 
Peptides by Phage-Displayed Libraries of 
Helix-Loop-Helix Peptides “MicroAntibody”, 
15th Akabori Conference, Japanese-German 
Symposium on Peptide Science (2014年 9月，
Goppard, Germany)（招待講演）． 

13. Ikuo Fujii, Generation of Molecular- 
Targeting Peptides by Phage- Displayed 
Libraries of Helix-Loop-Helix Peptides 
“MicroAntibody”, 2nd TKU-OPU, 4th 
TKU-ECIST-OPU-KIST International 
Symposium (2014年 9月, Taiwan)(招待講
演)． 

14. Ikuo Fujii, “MicroAntibodies”: Generation of 
Molecular-targeting Peptides by Directed 
Evolution in Phage-Displayed Libraries of 
Structured Peptides, International Porum on 
Green Inetgrative Biotechnology(2014 年 7
月，Tsinghua University, China)（招待講演）． 

15. Ikuo Fujii, Holoabzyme: Catalytic antibodies 
with antigen-combining sites for artificial 
catalytic components, 7th Singapore Catalsis 
Forum, Singapore Catalysis Society (2014年
5月, Singapore)(招待講演)． 
 
〔産業財産権〕 
 
○出願状況（計 2 件） 
 
名称：IgG 結合ペプチド  
発明者：藤井郁雄  
権利者：公立大学法人大阪府立大学， 
種類：特許  

番号：特願 2016-049153 
出願年月日：平成 28 年 3月 14 日 
国内外の別：国内 
 
名称：免疫グロブリン Gに対する親和性を有
するペプチドを担持した IgG 型抗体吸着剤  
発明者：藤井郁雄，永井宏和，市川高文 
権利者：公立大学法人大阪府立大学， 
    旭化成メディカル株式会社 
種類：特許  
番号：特願 2016-049197 
出願年月日：平成 28 年 3月 14 日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等: 
http://www.b.s.osakafu-u.ac.jp/~fujii/ 
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(3)連携研究者 
 藤原 大佑（FUJIWARA, Daisuke） 
大阪府立大学大学院理学系研究科・助教 
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