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研究成果の概要（和文）：生物進化過程で保存されてきたある種の生理活性ペプチドの分子骨格は、ランダムな
配列を空間提示するのに都合がよく、それを鋳型とするランダムペプチドライブラリからの試験管内分子進化技
術は標的認識分子の創製にとって極めて有効である。本研究において有機ナノチューブ存在下で生理活性ペプチ
ドの無細胞翻訳を行ったところ、ペプチドのリフォールディングが促進され、その活性回収率が向上することを
見い出した。この研究成果により、目的とする特異的認識分子の単離・同定に至る時間の大幅な短縮、リード探
索の効率化が可能となり、引いては創薬の迅速化に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We have found that organic nanotubes promoted refolding and thus leading 
innate activity of peptides when applied to the in-vitro translation reaction of the peptides. The 
observation was successfully adopted to the in-vitro evolution technology to construct a random 
peptide library with improved content of active peptides.

研究分野：分子進化工学
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１．研究開始当初の背景 
試験管内進化（in vitro evolution, IVE）技
術は、標的分子特異的認識能を有する分子を
創製するための有効な手段で、バイオマーカ
ー検出用の分子プローブ作製やイメージン
グツール、抗体医薬に代替するバイオ創薬な
どに広く活用できる。我々は生物進化過程で
保存されてきたある種の生理活性ペプチド
の分子骨格がランダムな配列を空間提示す
るのに都合がよいことを見出し、それを鋳型
とするランダムペプチドライブラリからの
試験管内分子進化技術を確立した（Nucleic 
Acid Res, 2009; Molecular Brain, 2011; 
Anal. Biochem, 2011; Toxicon, 2012 他）。こ
のライブラリは、コンパクトな分子骨格と極
めて高い母集団数（理論上、1015以上の分子
種）を特徴とするが、それらを保証するため
には、合成されたペプチドが効率よくリフォ
ールディングして有効なコンフォメーショ
ン形成することが求められた。この技術改良
は、目的とする特異的認識分子の単離・同定
に至る時間の大幅な短縮、リード探索の効率
化を実現し、引いては創薬の迅速化に繋がる
と期待される。 
 
２．研究の目的 
我々は、生物進化の過程で保存されてきた
ある種の生理活性ペプチドの分子骨格がラ
ンダムな配列を空間提示するのに都合がよ
いことを見出し、それを鋳型とするランダム
ペプチドライブラリを IVE に適用すると多
様な標的認識分子（ペプチド）を創出するこ
とができることを示した。このペプチドライ
ブラリの鋳型となる分子骨格は、disulfide 
(S-S)結合や β 構造などによりコンパクトで
堅牢な構造を持つ。そのため、これらの構造
を如何に天然に近い形で効率よく再現する
かが、ペプチド IVE法の鍵となる。本研究提
案では、有機ナノチューブがタンパク質の翻
訳過程でリフォールディングを促進し活性
タンパク質を再生するのに極めて有用であ
るという最近の知見（ACS Nano, 2012）を
基盤として、有機ナノチューブの種類や反応
条件をシステマティックに検討し、IVEのプ
ロセスに有機ナノチューブのミクロ環境を
利用したより安定で収率の高いペプチドリ
フォールディングを達成し、IVEの高度化・
汎用化を目指した。 

 
３．研究の方法 
3-1 ライブラリ構築に適した分子骨格を有す
る生理活性ペプチドをコードする cDNA 構
築 
 我々の知見に基づき加速進化型の遺伝子
を有する 3種類のペプチドを本研究のモデル
ペプチドとして選択した。それらをコードす
る cDNA を cDNA ライブラリから単離、も
しくは PCRにより取得した。 
（a）GTx1-15（34 aa, 3 S-S結合） 
 クモ毒由来で T-type Ca2+チャネルブロッ

カーとして同定した ICK (inhibitor cystine 
knot) モチーフを有する GTx1-15 
配列：
DCLGFMRKCIPDNDKCCRPNLVCSRTH
KWCKYVF 
（b）BPTI （58 aa, 3 S-S結合） 
 Kunitz 型のタンパク質加水分解酵素阻害
剤である BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin 
Inhibitor) 
配列： 
RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAG
LCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTC
GGA 
（c）-Bgtx（74 aa, 5 S-S結合） 
 蛇毒由来の神経毒であるスリーフィンガ
ー型ペプチドの-bungarotoxin（-Bgtx） 
配列： 
IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMW
CDAFCSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEE
VTCCSTDKCNPHPKQRPG 
 
3-2 有機ナノチューブ存在・非存在下での生
理活性ペプチドの無細胞翻訳の条件検討 
 前記 3種類の生理活性ペプチドをコードす
る cDNAから SP6 RNA polymeraseによる
in vitro transcription を行い、それぞれの
cRNAを調製した。この cRNAを用い有機ナ
ノチューブの存在・非存在下で無細胞翻訳系
（ウサギ網状赤血球ライゼート、あるいは小
麦胚芽抽出液）においてタンパク質翻訳を行
い、ペプチドを調製した。また事項の活性判
定により反応の至適化条件を検討した。 
 
3-3リフォールディング及び活性発現の検証 
 ペプチドの生理活性は、それぞれの標的に
従い、-Bgtxでは nAChRのリガンド結合領
域と相同性の高い acetylcholine binding 
protein (AChBP)との相互作用を SPR や
FCCS により検出、あるいは Xenopus 卵母
細胞を用いた電気生理で nAChRの阻害活性
を調べた。また BPTI では蛍光基質を用い
trypsin 加水分解反応の阻害活性評価を行っ
た。 
 
４．研究成果 
4-1 ランダムペプチドライブラリの調製 
ライブラリの鋳型とした生理活性ペプチ
ドは、(a)クモ毒由来で T-type Ca2+チャネル
ブロッカーとして同定した ICK (inhibitor 
cystine knot)モチーフを有する GTx1-15、(b) 
Kunitz 型のタンパク質加水分解酵素阻害剤
である BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin 
Inhibitor)、(c) 蛇毒由来の神経毒であるスリ
ーフィンガー型ペプチドの-bungarotoxin
（-Bgtx）の 3種類である。これらは、アミ
ノ酸残基数、S-S結合数、立体構造が異なる。
このアミノ酸配列の中で進化速度が速く
variation の豊富な領域を選んでランダム配
列  (NNS or NNB) を組み込んだ cDNA 
libraryを構築した。 



 
4-2 無細胞タンパク質合成系での有機ナノチ
ューブ利用によるペプチド生産と生理活性
評価 
 -Bgtx あるいは BPTI を無細胞タンパク
質合成する際に、有機ナノチューブ A（知財
案件）を 0～10 mM混合し、反応後Hisタグ
精製したものについて活性測定を行った。そ
の結果、ナノチューブ存在下での合成反応で
は従来法に比べて、-Bgtxでは最大約 3倍、
BPTI では約７倍の活性が回収された（論文
準備中）。 
 
4-3有機ナノチューブを利用した IVE 

cDNA libraryより転写反応によりmRNA
を合成し、puromycin を含むリンカーを
mRNAと結合した。これを 4-2で得た有機ナ
ノチューブ存在の至適条件下で無細胞タン
パク質合成を行う。合成時には puromycin
が C 末端に取込まれ mRNA-peptide の連結
を達成する。これを用いて腫瘍マーカーやリ
ガンド依存性イオンチャネル（LGIC）の細
胞外領域を標的として設定した試験管内分
子進化を行い、現在までに標的認識活性を有
する候補ペプチドを複数同定することがで
きた。これらのペプチドを、①化学合成、も
しくは②大腸菌、③アフリカツメガエル卵母
細胞による発現により調製・精製し、標的分
子との結合活性および細胞を用いた生理活
性を確認した。 
 
【今後の方針】現在取得している標的分子を
特異的に認識する可能性の高い複数のペプ
チドについては、標的分子結合性計測を行い、
また標的分子を発現した細胞を用いて、当該
ペプチドの生理活性の解析を完了する。有効
なペプチドについては、分子動力学計算チー
ムとの連携を通じて、その縮小化あるいは分
子計算とシミュレーションによる中低分子
モデル化を進める。有機ナノチューブの利用
方法については、尚改良の可能性は残されて
いると考えている。無細胞タンパク質合成系
での有機ナノチューブの併用については、更
に化学組成や形状・反応条件についてシステ
マティックに検討を続け更なる条件の至適
化を探る。 
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