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研究成果の概要（和文）：試験管内進化技術を用いてPD-1と特異的に結合する２種類の3-finger protein 
(3-FP) を選択した。そのcDNAから小麦胚芽蛋白質合成系にて3-FP の合成を試みたが、十分量の蛋白質は得られ
なかった。
並行して、3-FP由来のOne-fingerペプチド(1-FP)の機能解析を行った。化学合成と逆相HPLCを用いて高純度1-FP
 を取得し、PD-1に対する結合能及びアゴニスト/アンタゴニスト活性を評価した。結果、いずれもnM～μMオー
ダーの結合活性を示すものの、機能活性は示さないか、抗PD-1抗体より明らかに低かった。さらに、その混合物
でもPD-1の機能に影響を与えなかった。

研究成果の概要（英文）：We screened two of ‘three-finger protein’ specifically binding to PD-1 
using ‘in vitro evolution system’ from three-finger protein library.  Although we attempted to 
synthesize 3-finger protein in a wheat germ protein synthesis system based on the cDNA clone 
obtained, enough protein was not finally acquired. 
In parallel to that, we acquired each finger peptide down-sized from three-finger peptide and 
performed functional analysis. We obtained one-finger peptides with high purity by using reversed 
HPLC method and confirmed that each peptide showed moderate to high binding activity to the target 
PD-1. We also made an assessment for the peptides of agonist / antagonist activity using in vitro 
functional assay of human lymphocytes PD-1. 
However, none of the synthesized one-finger peptides had any effect on the biological function of 
PD-1 or was evidently less active than the existing anti-PD-1 / PD-L1 antibody. Furthermore, the 
peptide mixtures did not affect the function of PD-1.

研究分野： 臨床がん免疫

キーワード： PD-1　3-finger protein　小麦胚芽蛋白合成系　合成ペプチド　試験管内進化技術
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、がん治療の分野で注目を集めている、抗PD-1抗体の問題点を解決するために、PD-1/PD-L1の相互作用
を阻害する中分子特殊蛋白（3-finger protein）をスクリーニングした上で合成を行い、より効果が高く、かつ
安価なPD－１阻害剤の開発を行うことを目標とした。免疫チエックポイント阻害によるがん治療は今後がん治療
の主流となると期待されているが、薬剤の価格が高いため医療財源を圧迫しかねないとの懸念が生じている。本
研究より、3-finger proteinによるチエックポイント阻害効果が確認できれば、より安価な治療薬剤の開発につ
ながる可能性があり学術的・社会的意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景： 
 
本研究開始時点で、抗 PD-1を始めとする免疫チェックポイント分子をターゲットとした抗体医
薬によるがん免疫療法が注目され始めていた(Ito, Tada, et al, BioMed Res Int, 2015）。
一方、先行する米国における臨床試験の結果より、その有用性と共に、有害事象や治療の限界
等の問題も徐々に明らかとなっていた。 
抗 PD-1抗体の奏効率は、承認された癌腫いずれにおいても総じて 20-30％程度であり、多くの
患者において満足できる結果ではない。その原因の１つとして、腫瘍局所環境中の PD-1のすべ
てに抗 PD-1 抗体が結合しているわけでないことが挙げられている(Das, et al, J Immunol, 
2015）。従って、より PD-1に親和性が高く、腫瘍局所に集積し、腫瘍局所で安定的な薬剤の開
発が望まれる。 
また他の原因として、PD-1/PD-L1以外の他の免疫チェックポイント分子による免疫抑制が関与
していることも挙げられている。そのため、抗 PD-1抗体に、抗 CTLA-4抗体や抗 Ti-m-3抗体、
抗 LAG-3抗体などを併用する臨床試験が進行中である。 
抗 PD-1抗体の適応疾患の広がりに伴い、その高額な薬剤費も問題になりつつある。薬価の改定
によりそれ自体の価格は徐々に下がってきてはいるものの、有効性を高めるための併用療法の
有用性が証明され広まってきている現在、総額の薬剤費はさらに膨大になり、公的医療保険財
政の破綻につながりかねない。そのため、より効果的に、より安価に、PD-1を始めとする免疫
チェックポイント分子の機能を阻害できる物質が今後求められている。 
 
２．研究の目的: 
 
3-finger protein library の試験管内加速進化技術を用い、programmed death-1 (PD-1)と PD-1 
ligand (PD-L1, 2)の相互作用を阻害する中分子特殊タンパク質を取得する。さらに、取得され
たリード化合物の分子プロファイリングを明らかにし、薬剤としての最適化を行う。これによ
り新たながん免疫療法のための創薬を目指す。 
 
 
３．研究の方法: 
 

１）3-finger protein library の試験管内進化技術を用いて PD-1と特異的に結合する 3-finger 

protein のスクリーニングを行う。 

２）収斂した 3-finger proteinの cDNAをクローニングする。 

３）得られた cDNA クローンを鋳型とし、split PCR 法を用いて cDNA クローンの 5’側に SP6

プロモーター配列、オメガ配列、コザック配列を、さらに 3’側に poly A シグナル配列を付与

した DNAを合成する。 

４）その DNAより、in vitroの転写系にて RNAを合成し、それを元に小麦胚芽タンパク質合成

系にて 3-finger protein を合成する。 

５）並行して、3-finger protein に由来する各 One-finger peptide を化学合成し、その結合

能並びに機能を in vitro機能アッセイを用いて評価する。 

６）抗体に変わる新しい抗 PD-1阻害剤の効果を in vitroにて確認する。 

７）大量産生を目指して、小麦胚芽法に変わる大量産生系を確立する。 

 

 
４．研究成果 
 

当初の研究計画に従い、3-finger protein library の試験管内進化技術を用いて PD-1 と特異

的に結合する 3-finger proteinのスクリーニングを 10回繰り返し、特定のアミノ酸配列に収

斂することを確認した。そのうちの収斂率の高い（約 36%）２種類の cDNA （図１; 27a及び 22) 

をクローニングした。 

 

 



図１ 

 

 

得られた cDNA クローンを鋳型とし、split PCR 法を用いて cDNAクローンの 5’側に SP6プロモ

ーター配列、オメガ配列、コザック配列を、さらに 3’側に poly A シグナル配列を付与した

DNAを合成した（図２）。その合成 DNAより、in vitroの転写系にて RNA を合成し、それを元に

小麦胚芽タンパク質合成系にて 3-finger protein の合成を試みた。しかしながら、細胞アッセ

イに供するための十分な量の 3-finger protein を調製することができなかった。研究期間を通

して、タンパク質合成系の至適化のための条件検討（小麦胚芽無細胞タンパク質合成系への界

面活性剤の添加、合成温度や融合タグの検討、透析法による長時間合成など）を行い、候補と

なる当該タンパク質の調製を試みたものの、最終的には十分量の確保には至らなかった。その

原因として、特異なアミノ酸配列によるタンパク質の凝集、低効率リフォールディングや、タ

ンパク質合成系の成分に対するペプチドの阻害効果 等が考えられる。 

並行して、研究計画に従い、3-finger から down-sizing した One-finger ペプチドの取得と機

能解析を行った。スクリーニングにて得られた 2 種類の 3-finger protein に由来する合計 6

種類の One-finger peptide（peptide 1-6）を合成した。それぞれの One-finger peptide につ

いて、 

１） 表面プラズモン共鳴（SPR）法を用いたペプチドと PD-1との結合特性解析 

２） ヒトリンパ球を用いたＰＤ－１の in vitro機能アッセイによりそのアゴニスト/アン

タゴニスト活性評価 

を試みた。即ち、ＰＤ－１を発現するエフェクター細胞（レポーター）とＰＤ-Ｌ１/Ｌ２およ

びＴＣＲアクティベータを発現する細胞との機能阻害（促進）効果を計測したものの、十分な

活性は得られなかった。原因検索のため、6 種類の One-finger peptide を HPLC や質量分析に

より純度検定したところ、想定以上の副産物や酸化・還元状態の混合が認められており、それ

が生物活性が低い原因と考えられた。そこで、化学合成法の後、逆相カラム HPLC法にて高純度

One-finger peptide（peptide 1-6）を獲得することとした。左記方法にて、高純度のペプチド

を取得した。 

１） Recombinant human PD-1 protein (アブカム, ab174035)を金センサチップ（ビアコ

ア, CM5）に固定化し、それに対してペプチドをアナライトとして流して SPR計測を行った。

濃度依存的センサグラムから、各ペプチドと PD-1との結合解離乗数 Kdを算出した(表１)。

解析は BIAevaluation に基づく。3-finger protein 22 に由来する One-finger peptide は、



いずれも Kd が nMオーダーの強い結合親和性を示した。一方、3-finger protein 27a に由

来するペプチドの KdはμMオーダーと、やや緩やかな親和活性を持つことが判明した。 

 

表１ 

 

２） 高純度 One-finger peptide を用いて再度機能アッセイをおこなったものの、その生

物活性は現在臨床で使用されている、抗 PD-1抗体と比較し、明らかに低かった。 

 

結果を以下に示す。 

 

 

 

ポジティブコントロールの抗ＰＤ－１抗体は濃度依存的に制御解除の効果を示しているものの、

いずれの One-finger peptide も計測濃度範囲において PD−１の機能には効果を示さなかった。 

さらには、One finger の複合作用の可能性を検証するために、3 fingerを構成する各 peptide

の混合物（Peptide1+2+3 並びに Peptide4+5+6）の混合物で検討を行った。 

 



 

結果、混合物でも PD-1の機能に影響を与えなかった。 
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