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研究成果の概要（和文）：　がん、高血圧、慢性炎症など種々の疾病に対する医薬品の分子標的の多くは膜タン
パク質である。本研究では、膜タンパク質の機能を制御する中分子アプタマーの創出とその構造学的検証に有用
な新しい方法論を確立した。技術の有効性を検証するために、免疫チェックポイントの抑制性受容体PD-1、病原
ウイルス感染のエントリーレセプターとして機能するヒト膜タンパク質A、がんの転移能獲得・悪性化進展に関
与するヒト膜タンパク質B等の複数の創薬標的膜タンパク質に特異的に認識し結合する中分子ペプチドを取得し
た。膜タンパク質/中分子ヘペプチド複合体の精製品を調製し、クライオ電子顕微鏡単粒子解析を進めていると
ころである。 

研究成果の概要（英文）：  Many therapeutic drugs for various diseases such as cancer, hypertension 
and chronic inflammation target membrane proteins. In this study, I have established a new 
methodology useful for the creation of medium-sized peptides that regulate the function of medically
 relevant membrane proteins. In order to validate the technology, we have obtained medium-sized 
cystein-rich peptides that specifically recognize and bind to several drug-target membrane proteins,
 such as PD-1, an inhibitory receptor for immune checkpoints, human membrane protein A, which 
functions as an entry receptor for pathogenic viral infections, and human membrane protein B, which 
is involved in the acquisition of metastatic potential and progression of malignant transformation 
in cancer. To elucidate the mode of action of the artificial peptides, I am conducting the 
structural studies of the membrane protein/medium-sized peptide complexes by cryo-electron 
microscopy single particle analysis. 

研究分野： 構造生物学・タンパク質工学

キーワード： 膜タンパク質　中分子創薬　X線結晶構造解析　クライオ電子顕微鏡単粒子解析　ファージディスプレイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 　本研究は、最先端の膜タンパク質構造研究と合成生物学の知見を融合させて中分子創薬に有用なワンストッ
プ技術プラットフォームを創造した点が重要である。研究代表者が既に保有すしていた抗体技術を用いた膜タン
パク質構造解析技術の能力を最大限に活用して、取得した中分子アプタマーの結合様式の構造学的検証までを行
なった学術的意義と独自性がある。本研究により創出された中分子ペプチドは各種の疾病の治療のための医薬品
開発リードとなりうるため、研究成果の社会実装が期待される点からも意義深い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 がん、高血圧、慢性炎症といった疾病に対する医薬品の開発には大きな社会的要請がある。市販の医薬

品の 50%以上が G タンパク質共役受容体 (GPCR)、膜輸送体、あるいは膜内在性酵素を作用点としており、

膜タンパク質は創薬において重要なターゲットである。膜タンパク質構造研究は、「構造ベースの創薬

（SBDD: Structure-Based Drug Discovery）」戦略に基づいて医薬リード分子（目的とする薬理活性を有する基

本構造）を高効率で探索する情報基盤を解明する役割を担うため、幅広い医学・生物学研究者から強い関

心が寄せられている。 

 研究開始当初まで研究代表者は、膜タンパク質に抗体フラグメントを結合させて結晶化を促進するとい

う独自技術を確立し、各種の創薬ターゲット膜タンパク質の構造研究を推進してきた。抗体技術を用いて

ヒト・アデノシン A2a 受容体 (Nature, 2012)、ラット・フルクトース輸送体 GLUT5 (Nature, 2015) 等の X 線

結晶構造解析に成功した。また、結晶化促進ツールとして用いた抗体の一部は、膜タンパク質の細胞外ド

メインに結合して機能を制御するアロステリックモジュレーターであり、抗体医薬候補としての付加価値

を有していることも明らかにした。 

 膜タンパク質構造創薬研究は「ポスト構造解析」に焦点が移りつつあった。その趨勢をふまえて本研究

課題では、『膜タンパク質を標的とした次世代型の構造創薬研究を開拓するためにどのような方法論を創出

すればよいか？』という問題に取り組む。 

低分子医薬は結合面が小さいため親和性や特異性の改善に限界があり、抗体医薬は安定性・組織浸潤性

が低く、生体内抗原性が高いといった問題点がある。双方のもつ問題点を解消する方策として最近、中分

子骨格に基づく創薬が有望視されている。特殊環状ペプチドを探索する RaPID システム (東京大学・菅裕

明博士ら) は中分子アプタマー創出での先駆的・革新的な優れた技術であるが、その分子骨格は一環の大

環状ペプチドであり立体的束縛 (conformational constraint) が比較的小さい。構造の柔軟性が原因となって

結合エントロピー損失が大きくなり、標的への結合親和性をある一定以上には高くできないという懸念が

ある。大環状ペプチドではなく、より多様なトポロジーの分子骨格に基づいて、創薬リードとなりうる中

分子アプタマーを創出するための新しい方法論を確立したい。とくに次の二つの問題に着目して、研究 

■ 結合を担う残基が複数のペプチドループ上に立体的に配置され、かつ分子全体として強い立体的束縛

のある中分子ペプチド骨格として、どのようなトポロジーが利用可能か？ 

■ 高い結合親和性と特異性を兼ね備えた機能性アプタマーを取得するために、どのようなライブラリー

構築・スクリーニング過程を経ればよいか？ 

 

２．研究の目的 

上記の背景に基づき本研究では、『創薬ターゲット膜タンパク質の機能を人為的に制御可能な中分子アプ

タマーの探索とその構造学的検証をワンストップで実施できる技術プラットフォームを創出する』ことを

目的とした。具体的な目標としては、(i) 多様なトポロジーをもち立体的束縛を有する安定なペプチド分子

骨格 (50〜90 残基) を基盤として複数の末端ループの配列と長さを多様化した合成ライブラリーを作製し、

高い親和性と特異性を兼ね備えたアプタマーを探索する、(ii) 現有の抗体技術と X 線結晶解析手法を活用

し、膜タンパク質／中分子アプタマー相互作用の構造学的基盤を解明する、の二点である。 

 

３．研究の方法 



①多様なトポロジーをもつ中分子骨格に基づくライブラリーの構築 

 David Baker 博士らは計算科学的方法を活用して、

分子内に多数のジスルフィド結合が架橋され強い立

体的束縛のある安定な中分子ペプチド骨格群を de 

novo 設計した (Nature, 2016)。これらの多様なトポ

ロジーをもつ各々の分子骨格（図 1 にその一部を例

示）を基盤に、複数の末端ループの長さと配列を多

様化したファージディスプレイライブラリーを構築

した。多様化のためのコドンはランダム変異 

(NNK)n または Tyr/Ser バイナリーコード (TMT)n (n=3〜16 の可変数) 等を用いる。次世代シーケンサーを

用いた解析によりライブラリー実効規模と配列空間の多様性を評価した。 

②膜タンパク質の機能を制御する中分子アプタマーのスクリーニング 

 昆虫細胞 Sf9 発現系を用いて生産・精製した膜タンパク質を、図 2 に示すような磁気ビーズを包含した

特殊なプロテオリポソーム（ホスファチジルコリン

(PC)およびビオチン修飾 PC を用いて再構成）に配向

を揃えて埋め込んだ。これをベイトとして、膜タンパ

ク質の細胞外ドメインを特異的に認識し結合するフ

ァージ集団を 4〜12 サイクル程度の選抜を経て、増

幅・濃縮する。選抜過程でのファージ集団の優占度の

遷移を次世代シーケンサーにて解析した。各ライブラ

リーから 50 クローン程度のアプタマー候補を E.coli

ペリプラズムで生産後、精製した。 

③中分子アプタマーの薬理活性・作用機序の構造学的

基盤の解明 

膜タンパク質／中分子アプタマー複合体を精製し、それを抗原として用いて結晶化促進ツールとしての

構造認識抗体を作製した。Fab 抗体断片の添加により、膜タンパク質／中分子アプタマー／Fab の三者複合

体の精製品を調製し、この試料を用いてクライオ電子顕微鏡単粒子解析を行なった。  

 

４．研究成果 

立体的束縛を有する安定なヘペプチド分子骨格 (50-90 残基)を基盤として複数の末端ループの配列と長

さを多様化した合成ライブラリーを作製した。 具体的には分子内に多数のジスルフィド結合が架橋され強

い立体的束縛のある安定な中分子ヘペプチド骨格をベースとして、その末端ループの配列と長さを多様化

した中分子母集団を人工合成し、ファージディスプレイ系ライブラリーを作製した。病原ウイルス感染の

エントリーレセプターとして機能するヒト膜タンパク質 A やがんの転移能獲得・悪性化進展に関与するヒ

ト膜タンパク質 B 等の複数の創薬標的膜タンパク質について，(1) 界面活性剤ミセルに覆われた状態の精

製試料，(2)脂質ナノディスクに再構成した状態の試料等を作り、さらにパニングにおいて独自技術を導入

することによって、これらの膜タンパク質ターゲットに対して特異的に認識し結合するファージ集団を 4-

12 サイクル程度の選抜を経て取得した。 膜タンパク質/中分子ペプチド複合体を精製し、それを抗原とし

て用いて結晶化促進ツールとしての構造認識抗体を作製した。Fab 抗体断片の添加により、膜タンパク質/

中分子ヘペプチド/Fab の三者複合体の精製品を調製し、クライオ電子顕微鏡単粒子解析を進めている。  
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