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研究成果の概要（和文）：プロテインキナーゼは、細胞の周辺環境に対する応答や細胞分裂の際にはたらく酵素
である。ヒトゲノムには500種以上のプロテインキナーゼの存在が明らかとなっているが、多くの機能は未解明
である。個々のキナーゼの生物学的機能を解明するために、研究対象とするキナーゼを特異的に制御する分子ツ
ールの創出が必要である。また、異常型キナーゼは癌などの疾患原因となるため、異常型キナーゼに対する特異
的分子ツールは、医薬品リードとして期待できる。本研究ではプロテインキナーゼ特異的阻害剤の新しい分子設
計、創出手法を確立した。本手法により、生物学研究用分子ツールならびに医薬品創成研究に寄与できる。

研究成果の概要（英文）：Protein kinase takes roles of signal transduction or cell division of living
 cells. The biological functions of over 500 members of protein kinases are still not fully 
understood because of the lack of specific molecular tools to examine each protein kinase. Aberrant 
protein kinases cause diseases, and their specific inhibitors based on such molecular tools are 
expected to be therapeutics. Here we developed a new method to design and generate specific protein 
kinase inhibitors. This method would contribute to generate novel molecular tools in biology and 
also give therapeutic leads.

研究分野：ケミカルバイオロジー、ペプチド科学、進化分子工学
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１．研究開始当初の背景 
(1) プロテインキナーゼはアデノシン三リン
酸（ATP）からリン酸基を転位してタンパク
質をリン酸化し、シグナル伝達により細胞の
分化・増殖、免疫応答などを厳密に制御して
いる。ヒトゲノム解読以降に未知機能のプロ
テインキナーゼが多数発見されたが、未だに
多くのはたらきは解明されていない。これは、
研究対象とするプロテインキナーゼのための
特異的分子ツールがないためである。 
 
(2) これまでにプロテインキナーゼを制御す
る分子ツールとして ATP 競合性の低分子阻
害剤が設計されている(引用文献①)。しかし、
プロテインキナーゼの活性中心にある ATP
結合部位は互いに構造が類似し、これらの阻
害剤は同時に複数のプロテインキナーゼを阻
害する。このことから、従来阻害剤は標的分
子特異性が低いことが課題であった。そこで
本研究では、プロテインキナーゼ特異的分子
ツールの新たな分子設計・獲得方法を提唱す
る（図 2a）。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究ではプロテインキナーゼを標的タ
ンパク質として、特異的分子ツール（阻害剤）
の設計法を確立する。ヒトゲノムが解読され
て 500種以上のキナーゼの存在が明らかとな
っているが、個々のキナーゼに対する特異的
分子ツールがないため、生物学的機能の解明
は進んでいない。 
 
(2) そこで、ATP 類似体と申請者ら独自の立
体構造規制ペプチド•ライブラリーを組み合
わせることにより、ATP結合部位とその周辺
部位を同時に認識する二価結合性分子ツール
創出方法を確立する。すなわち、ATP類似体
修飾ペプチド・ライブラリーを構築し、個々
のキナーゼに対する特異的分子ツールをスク
リーニングする。本手法は、プロテインキナ
ーゼの生物機能の解明に貢献するとともに新
しい分子標的医薬品の開発に寄与する。 
 
３．研究の方法 
(1) これまでに設計した立体構造規制ペプチ
ドライブラリー（引用文献②,③）を基盤とし
て、プロテインキナーゼ指向型二価阻害剤ラ
イブラリーの創出を試みた（図 2a）。この二価
阻害剤ライブラリーの特徴は、ATP結合性低
分子化合物と、その周辺部位を広く認識する
立体構造規制ペプチド（以下、マイクロ抗体）
を同時に併せ持つ点にある。マイクロ抗体は、
安定な立体構造をもち広い標的分子認識部位
をもつため、高い表的分子結合活性と特異性
が期待できる。このライブラリーを用いたス
クリーニングにより迅速に特異的阻害剤の獲
得を試みた。また、細胞内のプロテインキナ
ーゼを制御するために、細胞膜透過性の付与
をあわせて検討し、細胞アッセイで利用可能
な分子ツールの創出を試みた。平成 26 年度

は、ファージ表層提示上のマイクロ抗体へ化
学的に低分子化合物を導入する手法を確立し
た。低分子化合物のモデル・ケースとして、ビ
オチンを用いた。平成 27 年度は、ATP 競合
性の低分子化合物を提示させたファージ表層
提示マイクロ抗体ライブラリーを作製し、プ
ロテインキナーゼ指向型の二価阻害剤ライブ
ラリーとした。さらにセリン•スレオニンプロ
テインキナーゼの代表例として標的分子オー
ロラキナーゼ A（以下 AurA）に対するスクリ
ーニングを行い、選択的阻害剤を獲得した。
平成 28年度は、獲得した AurA選択的阻害剤
への細胞膜透過性の付与を試みた。 
	
４．研究成果	
(1)	ファージ表層提示マイクロ抗体へ低分子
化合物を化学的に導入する手法を確立した
（図 1）。すなわち、進化分子工学の代表的手
法であるファージ表層提示法を基盤としたプ
ロテインキナーゼ指向型マイクロ抗体ライブ
ラリーを作製した。①最初に、ファージ表層
提示マイクロ抗体へ低分子化合物を化学的に
導入する手法を確立した。次に②マイクロ抗
体を基盤としたプロテインキナーゼ指向型二
価阻害剤ライブラリーを作製した。		

図 1.	 マレイミド付加化合物を用いたファー
ジ表層提示マイクロ抗体の化学修飾.	
	
①チオール基選択的な化学修飾法によるファ
ージ表層提示ペプチドの選択的化学的修飾を
試みた。ファージ表層タンパク質上にシステ
インをもたない繊維状ファージを用いた（引
用文献④）。この Cys-Free ファージのコート
タンパク質 pIII に、システインを１残基もつ
マイクロ抗体を提示させた（図 1）。次に、チ
オール基選択的に反応するマレイミド基をも
つ低分子化合物の導入を試みた（引用文献⑤）。
マレイミド化ビオチンを調製したファージに
加えたところ、本ファージがビオチンを介し
て選択的にストレプトアビジンへ結合したこ
とをファージ ELISA 法により確認した。この
ように、Cys-Free ファージ、システインをも
つマイクロ抗体、ならびに、チオール選択的
に反応して架橋形成できるマレイミドをつか
ったファージ表層提示マイクロ抗体の選択的
化学修飾法を確立した。	



②	①で確立したように、マレイミド基をもつ
化合物を用いることで、選択的にファージ表
層ペプチドを修飾できる。研究目標であるプ
ロテインキナーゼ指向型ライブラリーを構築
するために、プロテインキナーゼの ATP 結合
部位を認識する ATP 競合性低分子化合物の導
入を試みた。アデノシンはプロテインキナー
ゼの活性中心に結合し、ATP と競合阻害活性
をもつ。アデノシンをペプチドに導入するた
めに、マレイミドを導入したアデノシンを合
成した（図 1）。ファージ表層提示マイクロ抗
体ライブラリーを作製し、このファージライ
ブラリー溶液に本化合物を加えて化学修飾に
よりアデノシンを導入し、プロテインキナー
ゼ指向型二価阻害ライブラリーを作製した
(Adc-CDGGSGGGSAELAALEAELAALEGGGGGGGKLXXL	
KXKLXXLKXX:	 X はランダム化したアミノ酸を
示す)。	

	
図 2.	 プロテインキナーゼ指向型マイクロ抗
体(a)を用いた AurA 選択的ファージのスクリ
ーニング(b).	
	
(2)プロテインキナーゼを標的タンパク質と
した特異的分子ツール（阻害剤）の創出を目
的として作製したプロテインキナーゼ指向型
マイクロ抗体ライブラリーを用いて、AurA 選
択的阻害剤の創出を試みた。①最初に、ライ
ブラリー•スクリーニングによって AurA 選択
的に結合するファージクローンを得た。②次
に、得られたファージクローンが提示するア
デノシン修飾型マイクロ抗体を化学的に合成
した。③さらに、合成したアデノシン修飾型
マイクロ抗体について、AurA に対するキナー
ゼ活性阻害能ならびに AuaA 選択性を評価し
た。	
①ファージ表層提示法を基盤とするプロテイ
ンキナーゼ指向型マイクロ抗体ライブラリー
を用いて、AurA 選択的なファージクローンの
獲得を試みた。まず、AurA を 96 ウェルプレー
トへ固定化し、AurA 固定化量依存的なキナー
ゼ活性を確認した。次に、このキナーゼ固定

化ウェルに対してプロテインキナーゼ指向型
ライブラリーを加えた。非特異吸着のファー
ジを洗い流したのち、AurA 結合性クローンを
回収して増幅し、このサイクルを 4 回繰り返
した。その結果、陰性対照としたブロッキン
グ剤固定化ウェルと比較して、AurA 選択性ク
ローンの優位な増幅が見られた（図 2b）。これ
らのクローンから任意に選んだファージゲノ
ムを回収してそれぞれの DNA 配列を確認した。
これにより獲得したマイクロ抗体のアミノ酸
配列を決定した。これらのクローンのうち、
最も高頻度で見られた配列のマイクロ抗体
(Adc-CDGGSGGGSAELAALEAELAALEGGGGGGGKLEY	
LKWKLWPLKGW)を Adc-Bip-3 とした。	
	
②(1)で得た配列のマイクロ抗体 Adc-Bip-3
を合成した。まず、Fmoc 固相合成法を用いて
マイクロ抗体 Bip-3	(CDGGSGGGSAELAALEAELAA	
LEGGGGGGGKLEYLKWKLWPLKGW)を化学的に合成
した。さらに、マレイミド化アデノシンと溶
液中で反応させて、マレイミド化マイクロ抗
体 Adc-Bip-3 を合成した。	
	
③Adc-Bip-3、	Bip-3、アデノシンについてそ
れぞれ IMAP	 TR-FRET 法により AurA のキナー
ゼ活性阻害試験を実施した。その結果、二価
阻害剤 Adc-Bip-3 が最も強いキナーゼ活性を
示した。さらに、Aur とは異なるファミリーに
属すプロテインキナーゼとしてSrc、Erk、PKA、
PKA4に対して同様の手法でキナーゼ阻害活性
を評価したところ、Adc-Bip-3 は AurA を最も
強く阻害した。すなわち、Adc-Bip-3 は AurA
に対する選択性を示した。	
①-③を通じて、プロテインキナーゼ指向型マ
イクロ抗体ライブラリーを用いた AurA 選択
的阻害剤の創出とした。	
	
(3)	AurA 選択的阻害剤 Adc-Bip-3 に対する細
胞膜透過性付与を検討した。これまでに AurA
選択的二価阻害剤 Adc-Bip-3 を創出したが、
AurA は細胞内に発現しているため、これを制
御するためには、阻害剤 Adc-Bip-3 を細胞内
へ導入する必要がある。大変興味深いことに、
a-ヘリックス構造をもつ分子内架橋ペプチド
が細胞膜透過性を示すことが明らかとなって
いる（引用文献⑥）。そこで、a-ヘリックス構
造を保持するマイクロ抗体 Bip-3 を出発物質
とした細胞膜透過性 AurA 阻害剤の創出を目
標とした。まず、①低分子化ペプチド cH-Bip-
3a(b)を設計して、②化学的に合成して立体構
造を調べた。	
	 ①Adc-Bip-3 の細胞内透過性を高めるため
に、Adc-Bip-3 の低分子化を試みた。Bip-3 は
ヘリックス-ループ-ヘリックス構造をもち、C
末端側のヘリックスが AurA を認識する
(KLEYLKWKLWPLKGW;	 cH-Bip-3)。i,	 i+6 番目
のシステインの側鎖に対してビスアルキル化
反応を用いて 1 本鎖ヘリックスを安定化でき
るリンカーBph の利用を検討した(図 3,	引用
文献⑥)。	



	 ②cH-Bip-3 の i,	 i+6 番目にシステインを
導入した 2 種のペプチド cH-Bip-3a	 (Ac-
KCEYLKWKCWPLKGW-NH2) 、 cH-Bip-3b	 (Ac-
KLEYCKWKLWPCKGW-NH2)、ならびにペアレント•
ペプチド由来 cH-YT-1(Ac-KLAACALAALACKAY-
NH2)をそれぞれ、Fmoc 固相法を用いて合成し
た。これらの合成ペプチドをそれぞれ架橋剤
Bphと反応させて環状化ペプチドを合成した。
ペアレント•ペプチド YT1 を土台とした cH-
YT1-では、CD スペトル測定からヘリックス構
造をもつことを確認した。しかしながら、大
変興味深いことに cH-Bip-3a、cH-Bip-3b とも
にヘリックス構造をもたなかった。このこと
から、Bip-3 の AurA 結合エピトープのダウン
サイジングには、最適な分子内架橋方法が必
要であることが明らかとなった。	
	

	
図 3.	 細胞膜透過性付与を目的とした Bip-3
のダウンサイジング.	
	
研究成果(1)-(3)を通じて、選択的プロテイン
キナーゼ阻害剤の新規分子設計•創出方法の
確立とした。	
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