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研究成果の概要（和文）：PUREシステムとmRNAディスプレイ法を組み合わせた環状ペプチドリガンド創製技術
に、ヒトcDNAクローンからの固定化ヒトタンパク質の無細胞発現技術（HUPEX）を組み込むことにより、ヒトタ
ンパク質を標的とする新規環状ペプチドリガンド群を完全無細胞システムで創製することに成功した。また、本
システムにヒト腕型ロボット技術を組み合わせることによりヒトタンパク質結合リガンド群の創製を完全自動化
し、プロテオミクスによる解析に応用することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：By integrating cyclic peptide ligand creation using PURE system and mRNA 
display with HUPEX to prepare immobilized human proteins from its encoding cDNA clones, we 
successfully created novel cyclic peptide ligands targeted to the human proteins in a full cell-free
 format. By combining the system with humanoid robot system, human protein-binding ligands created 
fully automatically were successfully applied to proteomic analysis. 

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： プロテオミクス　HUPEX　ヒト腕型ロボット　無細胞タンパク質合成系　部位特異的ビオチン化　cDNAク
ローン　PUREシステム　in vitro virus

  ２版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 ウェスタンブロッティング、免疫染色、
ELISA、免疫沈降、マイクロアレイなどのタ
ンパク質解析研究において、抗体のような標
的タンパク質に特異的に結合するリガンド
分子は必要不可欠な研究ツールである。また、
近年では、タンパク質ネットワークの大規模
解析を目指し、プロテオームワイドにタンパ
ク質解析を行う研究が盛んに行われている。
そのような中、ヒトプロテオームに対する抗
体群（IgG、Fab、scFv など）あるいは抗体
様分子群を取得するための研究が精力的に
進められており、中でもファージディスプレ
イ法に代表される分子進化工学的手法が非
常に強力な手法として注目を集めている。 
	
 これまでに研究代表者は、人工改変した無
細胞翻訳系（PURE システム）を用いること
によって、翻訳ペプチドに様々な非天然骨格
を導入する研究に取り組んできた。具体的に
は、N アルキルペプチド（Kawakami et al., 
Chem. Biol.  2008、Kawakami et al., J. 
Am. Chem. Soc.  2008、Kawakami et al., 
J. Am. Chem. Soc.  2013、Kawakami et 
al., Chem. Sci.  2014）、および、環状ペプ
チド（Kawakami et al., Nat. Chem. Biol.  
2009）のリボソーム翻訳合成に成功してきた。 
	
 また、分子進化工学的手法の一つである in 
vitro virus 法（mRNA ディスプレイ法）と
組み合わせることにより、環状ペプチド化合
物の数十兆種類の大規模コンビナトリアル
ライブラリーからセレクション（超ハイスル
ープットスクリーニング）を行い、抗体に匹
敵する結合力で、ヒトタンパク質（血管内皮
細胞増殖因子受容体など）に特異的に結合す
る環状ペプチドリガンドを発見し、薬剤候補
発見へと応用することにも成功してきた
（Kawakami et al., ACS Chem. Biol. , 
2013、Chem. Biol. , 2011）。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、研究代表者が精力的に取り組
んできた PURE システムと mRNA ディスプ
レイ法を組み合わせた環状ペプチドリガン
ド創製技術に、ヒト cDNA クローンからの固
定化ヒトタンパク質の無細胞発現技術
（HUPEX）とヒト腕型ロボット技術を組み
合わせて自動化することにより、様々なヒト
タンパク質それぞれに特異的に結合する環
状ペプチドリガンド群を創製することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
	
 p-クロロメチル安息香酸あるいは m-クロ
ロメチル安息香酸で環状化させたオリゴペ
プチド化合物の大規模コンビナトリアルラ
イブラリーを PURE システムを用いて
mRNA ディスプレイ型および cDNA ディス
プレイ型で調製した。また、無細胞タンパク
質発現システム HUPEX を用いて、部位特異
的にビオチン化されたヒトタンパク質を対

応する鋳型 cDNA クローンから調製し、磁気
ビーズに固定化した。調製した両者を用いた
プルダウン処理により、標的ヒトタンパク質
結合環状ペプチド化合物リガンドの創製を
完全無細胞系にて行なった。また、この完全
無細胞系ヒトタンパク質結合環状ペプチド
リガンドスクリーニングシステムをヒト腕
型ロボット技術により操作へと応用した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 SDS-PAGE 解析の結果、HUPEX を用いるこ
とにより、様々な固定化ヒトタンパク質を対
応する鋳型 cDNA クローンからハイスルー
プットに無細胞で調製可能であることが判
明した。また、PURE システムを用いること
により、p-クロロメチル安息香酸あるいは
m-クロロメチル安息香酸で環状化させた
様々な鎖長のオリゴペプチド化合物の大規
模コンビナトリアルライブラリーを調製可
能であることが判明した。そして、調製した
固定化ヒトタンパク質を標的として、mRNA
ディスプレイ法を用いた試験管内分子進化
を行なったところ、様々な新規の環状ペプチ
ドリガンドを創製することにも成功した。ま
た、プロテオミクスアプローチ等を用いた解
析により、創製した環状ペプチドリガンド群
がタンパク質・タンパク質間相互作用を阻害
していることも判明した。更に、生きたヒト
細胞上に発現するタンパク質を標的として、
創製した環状ペプチドリガンドがタンパク
質・タンパク質間相互作用を阻害するか、蛍
光ラベルした標的タンパク質の蛍光顕微鏡
観察や蛍光プレートリーダーによる解析を
行なったところ、生細胞上のタンパク質・タ
ンパク質間相互作用を創製した環状ペプチ
ドリガンドが阻害可能であることも判明し
た。また、この完全無細胞系ヒトタンパク質
結合環状ペプチドリガンドスクリーニング
システムをヒト腕型ロボット技術により完
全自動化し、プロテオミクスによる解析に応
用することにも成功した。	
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