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研究成果の概要（和文）：安定なヘリックス構造を構築する手法を用いて、生体分子間相互作用
に関係するタンパクの相互作用部位を基に短鎖ヘリカルペプチドを開発した。転写因子の一つ
である Homeodomain の DNA 結合ドメインをもとに合成した短鎖ヘリカルペプチドは非常
に強い結合能を有し、その基質特異性はオリジナルのタンパクに匹敵することがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：I explored the effect of -helical stabilization upon the binding of short 
peptides to DNAs.  When a cross-linked peptide based on the homeodomain of transcription 
factor was titrated with a target DNA duplex, its dissociation constant (Kd) was calculated to be ca. 
0.5 nM.  This value was the double-digit smaller than that of the corresponding non-cross-linked 
peptide.  The cross-linked peptide showed high substrate specificity for DNAs at the same level as 
the original DNA-binding protein. 
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１．研究開始当初の背景 

医薬品開発を過去（第一世代）・現在（第
二世代）・未来（第三世代）に分けて考える
と、第一世代医薬品は酵素の活性阻害、第二
世代医薬品は膜タンパクの活性阻害を目指
して開発が行われてきた。酵素や膜タンパク
のリガンドの多くが有機小分子であるので、
分子量が 1,000 以下の小分子で活性を十分に

阻害することができる。しかしながら、酵素
や膜タンパクに対する阻害剤だけでは手に
負えない難治疾患が未だ数多く存在する。そ
こで第三世代医薬品においては、タンパク間
相互作用の阻害が標的になると考えられて
いる。生体の動的機能は複数のタンパクが関
与する連鎖反応によって維持されているの
で、強力なタンパク間相互作用阻害剤は難治
疾患の医薬品として期待できる。しかしなが
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ら、有機小分子レベルでタンパク間相互作用
に対する阻害剤を設計・合成することは極め
て難しい。一方、巨大分子であるタンパクそ
のものをベースとした阻害剤の開発は、その
分子サイズに加えてフォールディングや化
学修飾の問題があるため容易でない。仮に阻
害剤を開発できたとしても、量の確保に問題
があり、医薬品としての展開は現実的でない。
これらの点を踏まえると、タンパク間相互作
用の阻害には、一方のタンパクの相互作用ド
メインをペプチドに置き換えて阻害剤とす
る手法が有望である。強力なペプチドベース
の阻害剤の開発には、阻害剤のペプチド骨格
がオリジナルのタンパク内で形成している
高次構造を取っていることが望ましい。これ
は、ホスト・ゲスト化学における事前組織化
（preorganization）の概念に相当する。しかし
ながら、タンパクからドメイン配列を抽出し、
別途ペプチド鎖を合成しても、二・三の例外
を除いてそのほとんどはランダムコイル構
造を形成する。 

そこで本研究においては、当該研究者がこ
れまでに確立した α－ヘリックス構造の安定
化手法（Chem.l Commun., 2004, 1280–1281、
Chem. –Eur. J., 2008, 14, 857–863）を用いて、
タンパクの結合ドメインを基に短鎖ヘリカ
ルペプチドを合成し、このタンパク間相互作
用阻害剤としての可能性を探ることにした
（図１）。 

 
図１ 研究構想 

２．研究の目的 

本研究の目的は、クロスリンク剤によって

架橋された安定なヘリカルペプチドがタン
パク間相互作用の阻害剤になりうるかを評
価することにある。まず、相互作用の評価が
比較的容易であるタンパク－DNA 間相互作
用を標的とし、そのタンパクの結合ドメイン
を基にした架橋ペプチドを作成することに
した。続いて、架橋ペプチド－DNA 間の相
互作用の強さを定量的に評価し、その基質特
異性に関しても調べることにした（図２）。 

 

図２ タンパク－DNA 間相互作用を標的とする架橋ペ

プチド 

３．研究の方法 

転写因子である  Homeodomain ならびに 
HNF-3γ の結合ドメインを基に架橋ペプチド
を合成した（図３）。架橋剤として、ジアセ
チレンを骨格とする 1、ベンゼンを骨格とす
る 2 を用いた。結合を定量的に評価するた
めに、ペプチドを Tokyo Green（TG）で DNA 
を TAMRA で蛍光標識した。蛍光による定
量評価は、蛍光エネルギー共鳴移動（FRET）
を利用した。また、表面プラズモン共鳴（SPR）
を用いて結合を評価した。 

 

図３ a) 用いたペプチドの配列、b) 用いた DNA の配

列、c）蛍光ラベル化剤の構造式、d）クロスリンク剤の

構造式 

４．研究成果 

 以下に、本研究期間に達成した成果につい
て記す。 



 

 

1) 架橋ペプチドと DNA との結合能 
図３に示した  Homeodomain の結

合ドメインを基に設計・合成した架橋
ペプチド qk-1^1（クロスリンク剤 1 
で架橋）を DNA  A（QRE）で滴定し
た（図４）。FERT を利用して解析を
行った結果、解離定数が 0.5 nM と非
常に強く、非架橋のペプチドの解離定
数（約 30 nM）と比べると架橋による
ヘリックスの安定化が解離定数に大
きく寄与することがわかった。これら
の傾向は、表面プラズモン共鳴（SPR）
による評価からも支持された。 

また、別の転写因子である HNF-3γ 
の結合ドメインを基に合成した架橋
ペプチド hnf-1^2（クロスリンク剤 2 
で架橋）も非架橋ペプチドに比べて、
強く DNA に結合することが明らか
になった。 

 

 

図４ a) DNA A（QRE）を加えていった際の架橋ペプチ

ド qk-1^1 の蛍光スペクトル変化、b) 架橋ペプチド 

qk-1^1 と非架橋ペプチド qk-1 の結合等温曲線 

2) 架橋ペプチドの DNA に対する基質特
異性 

架橋ペプチド qk-1^1 ならびに非架
橋ペプチド qk-1 の DNA 基質特異性
を調べた。前項で述べた DNA A（QRE）
とは異なる結合部位の配列の DNA B
（ERE）を用いて同様の滴定実験を行っ
たところ、架橋ペプチドにおいてオリジ

ナルのタンパクに匹敵する基質特異性
を示すことがわかった（表１）。 

表１ DNA に対する架橋ペプチド、ならびに非架橋ペプ

チドの解離定数 

150 150300 500

QRE ERE

(NaCl, mM)

qk-2

qk-1^1

qk-1

ca. 0.5

30±5

23±4 － － －

3±1 87±5

165±13 >2500

(nM)

11±3

34±4

 

3) 架橋ペプチドの酵素耐性 

将来的に架橋ペプチドを細胞内で使
用することを想定して、架橋ペプチドと
非架橋ペプチドの酵素に対する耐性を
比較した。架橋ペプチド qk-1^1 と非架
橋ペプチド qk-1 をトリプシンで処理
したところ、半減期は架橋ペプチドにお
いて 65 min、非架橋ペプチドにおいて 
15 min であった。この結果は、架橋によ
る非天然部位の導入、もしくはヘリック
ス構造の安定化によって酵素に対する
耐性が獲得されたことを示している。 

以上の結果より、クロスリンク剤により架橋
されたヘリカルペプチドは、タンパク間相互
作用に対する有力な阻害剤になりうること
がわかった。 
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