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研究成果の概要（和文）：以前、我々はGPCRのひとつCXCR4に関して、リンカーとして強固なヘリックス構造を
とるポリプロリン鎖を用いることでCXCR4の二量体構造を高い親和性を持って認識する2価型リガンドを開発し、
二量体状態の特異的認識に成功した。本研究では、GPCRホモ二量体を認識する同種2価型リガンドだけでなく、
ポリプロリン鎖の両端にも異なる官能基を導入したものを合成し、異種2価型リガンドを創製する方法を確立し
た。さらに、GPCR二量体を特異的に認識する医薬品の創出への展開を行った。そして、任意のGPCRの二量体構造
認識プローブをドラッグシャトル等医薬学的に展開する一般的な学術基盤を確立することを目指した。

研究成果の概要（英文）：Interaction of CXCR4 with its endogenous ligand, stromal-cell derived 
factor-1 (SDF-1)/CXCL12, induces various physiological functions involving chemotaxis. Bivalent 
ligands with a polyproline helix bearing a cyclic pentapeptide, FC131, were previously shown to have
 higher binding affinities for CXCR4 than the corresponding monovalent ligands. Bivalent ligands 
based on a 14-mer peptide T140 derivative with polyproline linkers have been designed and 
synthesized. Heterological bivalent ligands recognizing heterological GPCR dimers as well as 
homological bivalent ligands recognizing homological dimers have been developed in a similar way. In
 addition, a methodology to develop drug-shuttle compounds using recognition probes for GPCR dimers 
has been established. The activity of these peptides as well as the effect of bivalency of the 
ligand on GPCR binding has been assessed. The effective functions of bivalent ligands indicates the 
therapeutic potential.

研究分野： 創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
現在のプロテオーム・ゲノム創薬研究におい
て、G タンパク質共役型受容体 (G-protein 
coupled receptor; GPCR)は中心的な役割を示
す重要な受容体ファミリーであり、現存する
医薬品の 30%以上がさまざまなGPCRを標的
としている。この GPCR に対して詳細な構造
や機能の解明が望まれているが、膜型受容体
であることから X 線結晶構造解析が困難で
ある。最近いくつか GPCR の X 線結晶構造が
報告されているが、細胞内領域を人工的に改
変した誘導体を使用していることが多いの
で、必ずしも天然の状態を反映していない。
そのため、GPCR を解析するためのプローブ
は、生命科学研究において有用である。また、
近年になって、GPCR の二量体化がシグナル
伝達において重要であり、さらに、病態の進
行と密接に関わることが示唆されている
(Wang J., et al., Mol. Cancer Ther., 5, 2474, 
2006)。よって、GPCR の二量体を検出できる
プローブは、非常に有用であると考えられる。
GPCR の二量体に 2 価型で結合するリガンド
は各リガンドの結合による相乗効果によっ
て高い親和性と特異性が得られることが知
られていたが、これまではリガンド間をつな
ぐリンカーには生体への親和性の高いポリ
エチレングリコール(PEG)や芳香族を含む炭
素鎖が用いられており、それらは構造的な柔
軟性が大きいため高い結合親和性や特異性
の実現は困難であった(Hruby V. J., et al., 
Bioconjugate Chem., 18, 1101, 2007)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、任意の GPCR の二量体構造認識
プローブを医薬学的に展開する一般的な学
術基盤を確立することを目指す。我々は以前
からGPCRのひとつであるケモカインレセプ
ターCXCR4 の二量体構造を高い親和性を持
って認識する 2 価型リガンドを開発してきた。
2 個のリガンド間を結ぶリンカーは強固なヘ
リックス構造をとるポリプロリン鎖を用い
ており、このポリプロリン鎖の両端にクロロ
アセチル基を導入し、リガンド D-Cys-FC131
のチオール基と選択的に反応させて、2 価型
リガンドを合成していた。すなわち、ホモ二
量体を認識する 2 価型リガンドを合成する場
合は、リガンド中の同じ官能基との化学選択
的反応を用いればいいが、ヘテロ二量体を認
識する異種 2 価型リガンドを合成する場合は、
異なる官能基との化学選択的反応を 2 種用い
る必要がある。従って、ポリプロリン鎖の両
端にも異なる官能基を導入したものを合成
し、異種リガンドのそれぞれの官能基と化学
選択的反応により縮合し、異種 2 価型リガン
ドを創製する。このようにして、本研究では
GPCR の二量体構造を認識するプローブの開
発、実用化を基盤とした研究を行う。さらに、
GPCR 二量体認識ユニットに他の医薬品を導
入し、GPCR 発現細胞に選択的に医薬品をタ
ーゲティングするドラッグシャトルへの展

開をはかる。 
 
３．研究の方法 
(1) GPCR ホモ二量体を認識するプローブのた
めのリンカーの合成 
以前我々が創製した 2価結合型 CXCR4 リガン
ドは、環状 5 残基ペプチド FC131 誘導体
D-Cys-FC131 を 2 個用いて種々の長さのポリプ
ロリンやポリプロリン PEG リンカーで架橋した 2
価型化合物である。ポリプロリンやポリプロリン
PEG リンカーの両端にはクロロアセチル基を導
入しており、これが D-Cys-FC131 のチオール基
と選択的に反応して、2 価型化合物を合成して
いる。CXCR4 ホモ二量体を認識する場合は、ポ
リプロリンリンカー鎖の Pro数 n = 20のとき、ある
いはポリプロリン PEGリンカー鎖のPro数m = 12
のとき、親和性が最大になった (Tanaka T., et al., 
J. Am. Chem. Soc. (Commun.), 132, 15899, 2010)。
そこで、一般の GPCR ホモ二量体を認識するプ
ローブを創製する場合も、Pro数15-25個程度の
ポリプロリンリンカー鎖(あるいは、Pro 数 7-17 個
程度のポリプロリン PEG リンカー鎖)を調製すれ
ば、リガンドを 2個結合させて、同種 2価型化合
物を合成することができる。その際、リガンド側に
ある官能基の種類により、ポリプロリン(ポリプロ
リン PEG)リンカー鎖の両端にも選択的に反応
する官能基を導入したものを合成する。一般の
GPCR リガンドは、いろいろな官能基を含んでい
る、あるいは後付で導入できるので、チオール
基と反応するクロロアセチル基以外に、オキシア
ミノ基と反応するメチルケトン基、エチニル基と反
応するアジド基等をポリプロリン(ポリプロリン
PEG)リンカー鎖の両端に導入した、上記の長さ
の範囲のリンカーをデザインする。このようにして、
種々のGPCRリガンドを2個結合できるホモ二量
体認識プローブ創製用のリンカーをいくつ
か合成する。 
(2) GPCR ヘテロ二量体を認識するプローブ
のためのリンカーの合成 
研究の目的で述べたようにGPCRはホモ二量
体だけでなくヘテロ二量体を形成すること
により、生理現象や病態の進行に密接に関与
している。そこで、一般の GPCR ヘテロ二量
体を認識するプローブを創製することを考
え、同様に上記の長さの範囲のポリプロリン
(ポリプロリン PEG)リンカー鎖の両端にクロ
ロアセチル基、メチルケトン基、アジド基等
別々の官能基を導入する。このようにして、
種々の異種の GPCR リガンドを 2 個結合でき
るヘテロ二量体認識プローブ創製用のリン
カーをいくつか合成する。 
(3) GPCR 二量体認識ドラッグシャトルの創
製のためのドラッグ付加用リンカーの合成 
GPCR ホモ・ヘテロ二量体認識ユニットのリ
ンカー部位に他の医薬品を導入できるよう
に、リンカー中央部付近のプロリン残基の側
鎖にドラッグシャトル用リンカー、およびそ
の先端に他の医薬品を縮合するための官能
基を導入する。ドラッグシャトル用リンカー
としては、長さを固定する必要がないので、



PEG リンカー等フレキシブルなものを採用
し、3 種類くらいの長さのものを用意する。
また、導入する官能基は二量体認識ユニット
や他の医薬品の構造に含まれていない
orthogonal な官能基を採用する。 
 
４．研究成果 
現在の創薬・ケミカルバイオロジー研究にお
いて、7 回膜貫通 G タンパク質共役型受容体
(G-protein coupled receptor; GPCR)は中心的な
役割をはたす受容体ファミリーであり、医薬
品の 30%以上がさまざまなGPCRを標的とし
ている。近年、GPCR の二量体化がシグナル
伝達において重要であり、病態の進行と密接
に関わるこ とが示唆されている。よって、
GPCR の二量体を検出できるプローブは、非
常に有用であると考えられる。以前、我々は
GPCR のひとつであるケモカインレセプター
CXCR4 に関して、リンカーとして強固なヘ
リックス構造をとるポリプロリン鎖を用い
ることで CXCR4 の二量体構造を高い親和性
を持って認識する 2 価型リガンドを開発した。
このポリプロリン鎖の両端にクロロアセチ
ル基を導入し、リガンド中に含まれる
D-Cys-FC131 のチオール基と選択的に反応さ
せて、2 価型リガンドを合成した。結果的に
結合親和性の向上した 2 価結合型リガンドを
構築し、二量体状態の特異的認識に成功した。
そこで、本研究では 2 価型で GPCR 二量体に
結合するプローブの創製研究をさらに推し
進めた。ホモ二量体を認識する 2 価型リガン
ドを合成する場合は、リンカーであるポリプ
ロリン鎖の末端の 2 個の官能基とリガンド中
の官能基の同じ組 み合わせで 1 種類の化学
選択的反応を用いればいいが、ヘテロ二量体
を認識する異種 2 価型リガンドを合成する場
合は、異なる官能基の組み合わせの 2 種類化
学選択的反応を用いればいい。従って、ポリ
プロリン鎖の両端にも異なる官能基を導入
したものを合成し、異種リガンドのそれぞれ
の官能基と化学選択的反応により縮合し、異
種 2 価型リガンドを創製する方法を確立した。
GPCR ホモ二量体を認識するプローブを創製
する場合、Pro 数 15-25 個程度のポリプロリ
ンリンカー鎖を調製し、リガンドを 2 個結合
させて、同種 2 価型化合物を合成することが
できた。その際、リガンド側にある官能基の
種類により、ポリプロリンリンカー鎖の両端
にも選択的に反応する官能基を導入したも
のを合成している。GPCR ヘテロ二量体を認
識するプローブを創製する場合、上記の長さ
の範囲のポリプロリンリンカー鎖の両端に
クロロアセチル基、メチルケトン基、アジド
基等別々の官能基を導入し、種々の異種の
GPCR リガンドを 2 個結合できるヘテロ二量
体認識プローブ創製用のリンカーをいくつ
か合成している。さらに、GPCR 二量体を特
異的に認識する医薬品の創出への展開を行
った。そして、任意の GPCR の二量体構造認
識プローブをドラッグシャトル等医薬学的

に展開する一般的な学術基盤を確立するこ
とを目指した。具体的には、GPCR 二量体認
識ユニットに他の医薬品を導入し、GPCR 発
現細胞に選択的に医薬品をターゲティング
するドラッグシャトルの創製を行った。本研
究成果により、GPCR 二量体プローブ、GPCR
をターゲティングするドラッグシャトルの
創製の方法論の確立が期待でき、GPCR 二量
体プローブによりがん細胞等の特異的な可
視化システムを創出することができ、ドラッ
グシャトルにより有用な薬物送達システム
が確立できると期待される。したがって、本
研究は中分子サイズ の分子標的創薬になり
うる方法論の開発につながると思われる。こ
のようにして、本研究では GPCR の二量体構
造を認識するプローブの開発 、実用化を基
盤とした研究を行った。 
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