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研究成果の概要（和文）：本萌芽研究では、申請者が開発した人工分子コアをファージ上で進化させる手法（10BASEd-
T)を用いて、単に標的に結合する人工分子を取得するだけでなく、標的蛋白質を分解治療する触媒の取得を目指して研
究を行った。現在までに、予期していた切断活性を有するクローンの取得には至っていないが、一連の過程において、
人工分子コア（サリチル酸骨格）がストレプトアビジンに対して特異的に結合しうるファーマコフォアの一部になりう
ることを見いだし、10BASEd-T修飾法を用いた人工ファーマコフォアライブラリーの作製コンセプトおよび実施例をま
とめ発表を行った。Molecules, 19, 2481(2014).

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated generation of a novel pharmacophore from artificial 
drug-like core structure (i.e. salicylic acid) by optimization of the surrounding peptide sequence. The 
point is that the drug-like core structure is never known to bind to a target protein. That is entirely 
different from improvement of a known drug structure by similar in vitro selection. We hope that computer 
assisted de novo designing, data mining from broad public databases, and/or docking simulation of the 
small drug-like core molecule followed by optimization of its surroundings by peptide via the 10BASEd-T 
would be a general technology for drug discovery. This has been published in an open-access journal of 
Molecules, 19, 2481-2496 (2014).

研究分野： 進化分子工学
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１．研究開始当初の背景 
 
機能性生体分子であるペプチドを有機化

学的に拡張して、高機能性人工分子ライブ
ラリーを作製する試みが、近年注目されて
いる。特に、in vitro 翻訳中に人工分子を
非天然アミノ酸の形で蛋白質内の特定の位
置に取り込ませることで、有機分子－ペプ
チドハイブリッド型分子ライブラリーを作
製する系が広く知られている（菅教授らの
総説、Curr. Opin. Chem. Biol., 16, 196 
(2012)）。 
一方で多様性が若干劣るものの、大腸菌

に感染するウィルス（ファージ）上に提示
させたペプチドライブラリーに対して、人
工官能基化を施すことで、同様に高機能性
分子を取得する方法が提唱されている(R. 
Derda 教授らの総説、ACS Chem. Biol., 7, 
123 (2012))。ファージディスプレイ系は、
in vitro 翻訳系と異なり予算や規模の限ら
れている施設で、少ない人数で誰でも簡単
に、大腸菌（とその産物）だけで高機能性
人工分子ライブラリーを作製可能である。
しかしながら、ファージは巨大な分子集合
体であるため、提示ペプチド特異的修飾は
極めて難しく、申請時において、実現例は
M13 ファージディスプレイ系を使った数例
しかなかった(Winter 教授ら、PEDS, 17, 
709 (2004)および Nat. Chem. Biol., 5, 502 
(2009))。これらの報告において、反応特異
性などの詳細な記述はなされておらず、後
者の論文では副反応や修飾ファージの大腸
菌への感染能低下の問題も報告されていた。 
申請者は、バイアスのかかりづらい高品

質なライブラリーの取得が可能であり、取
り扱いの容易さも併せ持つ T7 ファージ(申
請者の総説、J. Nucl. Acids (2012))に着
目し、提示ペプチド特異的に、様々な有機
分子で定量的に修飾する手法(10BASEd-T)
を世界で初めて開発し、詳細な構造決定を
行うことに成功した。この手法を用いて人
工分子コアを進化させることで、標的蛋白
質特異的に結合する人工分子を選択してい
た。 
 
２．研究の目的 
 
本萌芽研究では、上記手法(10BASEd-T)

を用いて、単に標的に結合させるのみなら
ず、疾患関連蛋白質を分解治療する触媒の
取得を行うことで、難病治療の基幹技術を
確立することを目的とした。最終的には、
潜在的アルツハイマー病原因蛋白質（リン
酸化タウ）などを生体内で特異的に分解す
る人工触媒を取得することを目指している。 
 
３．研究の方法 
 
（１）概要 
① T7 ファージ上に提示されている 10 億

種類の人工ライブラリーペプチドに対し、
蛋白質分解触媒活性を有する可能性を持つ
人工分子コアを位置特異的に結合させる。 
② 上記人工ライブラリーの中から、標的
蛋白質だけに特異的に結合し、分解するフ
ァージクローンを選び出し、ペプチドの持
つアミノ酸配列を決定する。 
③ 上記人工ハイブリッド分子を化学合成
し、同様に標的蛋白質分解能を確認する。 
 
（２）詳細 
実際の疾患関連蛋白質に先立ち、モデル

標的蛋白質としてストレプトアビジンを用
い、これを特異的に認識して切断する人工
触媒の取得を以下の流れに従って試みた。 
 
① 既に作製されている T7 ファージライ
ブラリーに対し、10BASEd-T 修飾法にてサ
リチル酸骨格を持つ分子（人工分子コア）
を結合させ、人工ファージライブラリーと
する。 
 
② 前述のストレプトアビジンがゲル上へ
固定化されたものに対して、①のライブラ
リーを作用させ、ストレプトアビジンにの
み結合するファージを選び出す。その際、
サリチル酸残基の触媒能が強すぎて、人工
ハイブリッド分子内のペプチド残基やゲル
上のストレプトアビジンを分解してしまう
可能性があることを考慮し、本操作は全て
低温（4℃）にて行う。 
 
③ ファージを結合した上記ゲルの洗浄を
行ったのち、ゲル上に残ったファージを大
腸菌に直接感染させ増幅させる。増幅した
ファージに、再度 10BASEd-T 修飾を施し、
上記操作(セレクション)を繰り返す。これ
を数ラウンド行う。 
 
④ こうして選択された、ストレプトアビ
ジン結合性ペプチドを持つ人工ファージク
ローンの中から、ストレプトアビジンだけ
を生理的条件（pH=7, 37℃）にて特異的に
切断するクローンを選び出す。触媒活性を
有するクローンの遺伝情報を、DNA シーケ
ンサーを用いて解読し、人工分子における
ペプチド残基のアミノ酸配列を決定する。 
 
⑤ 上記配列を持つペプチドにサリチル酸
を結合させたものを化学合成して、ストレ
プトアビジンを特異的に切断するか、④と
同様に確かめる。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 
T7 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し

10BASEd-T 修飾法にてサリチル酸骨格を持
つ分子を結合させ、人工ファージライブラ



リーへと変換する際のモデル実験として、
提示ペプチド配列が既に分かっているモデ
ルファージ（モノクローン）を用いて
10BASEd-T 法によるサリチル酸修飾が特異
的に進むことを確認し、発表を行った。こ
のとき最適化した反応条件を用いて作製し
たファージライブラリーを、ストレプトア
ビジン固定化ビーズに対して作用させ、
種々の条件にてセレクション／切断実験を
行った。具体例としては、提示ペプチド内
にサリチル酸を複数個持つ人工ファージラ
イブラリーを作製しセレクションを試みた
のち、亜鉛イオン等の存在下で切断を試み
るなどした。この場合、サリチル酸は 2価
金属配位子として働き、金属部分(Zn2+)が
ルイス酸触媒中心となるので、サリチル酸
単独であるときとは異なる反応機構での標
的蛋白質切断(Sue, Acc. Chem. Res., 36, 
562 (2003))を期待した。現在までに金属の
存在の有無に関わらず、予期していた活性
を有するクローンの取得には至っていない
が、一連の過程において、サリチル酸骨格
自体がストレプトアビジンに対して特異的
に結合しうるファーマコフォアの一部にな
りうることを見いだし、10BASEd-T 修飾法
を用いた人工ファーマコフォアライブラリ
ーの作製コンセプトおよび実施例を総合論
文としてまとめ発表を行った。 
 
（２）  
（１）において、2 価金属イオンをルイ

ス酸触媒として利用する概念を発展させ、2
価金属イオンと配位結合する可能性を持ち
電子状態の異なる有機配位化合物を、パラ
レル合成法にて網羅的に合成・精製した。
NMR および LC-MS 測定などを行うことで同
定したのち、これらの化合物と金属イオン
とを混合して配位結合させ、モデル蛋白質
であるストレプトアビジンのほかに、ウシ
血清アルブミン（BSA）などに対しても作用
させることで、各々の蛋白質切断能を確か
めた。生理的条件下で 37℃・一晩インキュ
ベーションを行ったのち、SDS-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（PAGE）にて確認を
行ったところ、幾つかの金属錯体の存在下
で BSA の断片化が見られた。現在、切断反
応速度の向上を目指し、有機配位化合物（人
工分子コア）の構造最適化および反応機構
の解明を行っている最中である。 
 

（３） 
（１）において切断が起きない原因とし

て、人工分子コア周辺のランダムペプチド
部分が短すぎて適切な反応場を形成しない
可能性もある。そこで、適切な反応場を形
成しうる 3D 構造を持つランダムペプチド
ライブラリーの再作製を行った。具体的に
は、予め 3D 構造を持つことが分かっている
ペプチドライブラリーをコードする DNA を
作製し、遺伝子工学的な手法にて、市販の

T7Select10 ベクター内のマルチクローニ
ングサイト内に挿入することでライブラリ
ーを作製し、これらを T7 バクテリオファー
ジ内にパッケージングした。SDS-PAGE およ
びプラーク形成実験などから、本ペプチド
がファージ上にて適切に提示されているこ
と、および、本ペプチドライブラリーは 107

以上の多様性を持つことを確認した。
10BASEd-T 反応を利用して同ライブラリー
ペプチドに対し人工分子コアを共有結合可
能なこと、および、ペプチドライブラリー
に用いているスカフォールドが特有の 3D
構造を持っていることも確認を行っている。
現在、上記（２）にて最適化を行った幾つ
かの人工コアを本ペプチドライブラリーに
結合したものを用いて触媒の探索（セレク
ション）を行っている最中である。 
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