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研究成果の概要： 
立体構造をデザインした種々のペプチド配列を同時合成し、デバイス配置可能な最新技術であ

るペプチドライブラリ手法を駆使し、種々のタンパク質を機能的特徴により解析することが可

能なプロテイン検出チップ(デザインペプチドチップ)の開発を行った。デザインペプチドライ

ブラリ構築、ドライペプチドアレイ構築、デザインペプチドアレイのデータの処理、および金

基板を利用する新規ラベルフリー解析において成果をあげた。 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムプロジェクトやポストゲノム

プロジェクトをはじめ、ゲノムおよびプロテ

オーム関連研究が急速に進展している。ゲノ

ム・プロテオームの解析が進むにつれ、ゲノ

ミックス、プロテオミクス、メタボロミクス

等の新領域・新技術が急速に開拓されつつあ

る。各領域において、ゲノムのライブラリを

解析するためのＤＮＡチップ等の開発が盛

んであるが、生物細胞の機能を解明するため

に、ゲノムの産物であるタンパク質の解析

（プロテオミクス研究）を急速に発展させな

ければならない。プロテオーム・プロテオミ

クス研究における、「ゲノム→タンパク質一

次構造→タンパク質機能」解析研究において、

細胞内外のタンパク質ライブラリを如何に

迅速（ハイスループット）に同定し、機能解

析していくかが、バイオインフォマティック

スの最大の鍵となるであろう。当該領域のブ

レークスルーのためには、古典的二次元電気

泳動に依存しているプロテオーム解析を、飛

躍的に発展させる「プロテインチップ」の開

発が不可欠である。 

 
２．研究の目的 

「プロテインチップ」の開発によって、構
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造ゲノム科学等によるタンパク質立体構造

解析情報等とあわせた、「機能に基づいたタ

ンパク質ライブラリの迅速解析」が達成可能

である。また、生命システムを解明するため

には、発現されているタンパク質の種類や量、

糖などによる修飾の違い等といった、タンパ

ク質群の動態をハイスループットに調べる

必要がある。このための最新ナノバイオテク

ノロジーとして注目されているのが、プロテ

インチップである。しかし約１０万種に及ぶ

タンパク質を一枚の「プロテインチップ」に

て解析することは不可能である。抗体チップ、

酵素チップ、リガンドチップなど個々のバイ

オチップが得意とする特長にあわせた様々

な様式のプロテイン検出用チップの開発が

必要であり、多様な構造と機能を有するタン

パク質を検出するプロテインチップの実用

化のためには、このような目的別の種々のチ

ップ研究が不可欠である。 

本研究では、申請者が長年研究し得意とす

る立体構造をデザインした種々のペプチド配

列を同時合成し、デバイス配置可能な最新技

術であるペプチドライブラリ手法を駆使し、

細胞内外の種々のタンパク質を機能的特徴に

より解析することが可能なプロテイン検出チ

ップ(設計ペプチドチップ)の開発を行うこと

を目的とする。 

 
３．研究の方法 
プロテイン認識・検出システム＝プロテイ

ンチップを開発するために、立体構造制御し

たペプチドライブラリを構築し，タンパク質

の違いにより、そのペプチドライブラリへの

結合パターンを解析する原理のペプチドマ

イクロアレイ化システムを作成する。現在ま

でにループやヘリックス構造を基盤にした

モデル基礎的成果を挙げてきている。本研究

では、以下の方法・計画により本手法を種々

の興味ある対象の酵素やタンパク質を検出

できるように発展させる。 

①「プロテイン検出チップ」適合型立体構造

制御ペプチドのデザイン・高効率合成 

②「プロテイン検出チップ」適合型デザイン

ペプチドライブラリの構築 

③ペプチドライブラリのマイクロ・ナノアレ

イ化による「プロテイン検出チップ：ドライ

ペプチドアレイ」構築 

④「プロテイン検出チップ」データの処理 

⑤金基板を利用する新規ラベルフリー解析 
 
４．研究成果 

(1)「プロテイン検出チップ」適合型立体構

造制御ペプチドのデザイン・高効率合成 

 目標とする設計ペプチドアレイ(図１)の

捕捉剤となるαへリックスやβループ構造

を有する蛍光基導入ペプチドライブラリを

高効率に合成するために、ペプチド固相合成

法を駆使して、HPLC などの精製過程が必要の

ないほどの高純度に合成できる方法論をペ

プチド立体構造ごとに達成した。ライブラリ

の合成は、セパレート合成法という個々のペ

プチドをそれぞれ異なるバッチ中で行い、精

製も個別に行う方法を用いた(図２)。固相合

成用の樹脂の選択、反応剤や試薬量の適切な

選択や反応温度の検討などを注意深く行っ

た。ペプチドの設計は両親媒性の二次構造の

原理を用いて行った。 

 

図 1．ペプチドアレイを利用したプロテイン検出 

チップの構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2．セパレート固相合成法による高効率ペプチド 

合成の例 

 

(2)「プロテイン検出チップ」適合型デザイ

ンペプチドライブラリの構築と固定化ペプ

チドによるペプチドアレイの構築 

 約 120種のαへリックス構造を有するよう

設計・合成した。へリックスペプチドの量末

端には、タンパク質の結合の検出用に蛍光共

鳴エネルギー移動（FRET）法を適用するため
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にクマリン基とフルオレセイン基をそれぞ

れ導入した。アミノ酸配列は、疎水性や電荷

を系統的に置換した配列をもつライブラリ

とした。疎水性の Leu 残基を低疎水性の Ala

残基へ、塩基性の Lys 残基を酸性の Glu 残基、

無電荷親水性の Ser 残基や Gln 残基に置換し

たシリーズを合成した（図３）。さらに、α

へリックス構造をとるように設計したペプ

チドを 200種あらたに固相法により合成した。

100 種は Lys 残基に富む塩基性のもので、100

種は Glu残基に富む酸性のペプチド群である。 

 β ル ー プ 構 造 を と る ペ プ チ ド は 、

Ile-Thr-Val と Lys-Thr-Tyr のβシート配列

を４－６残基のループ配列で連結した設計

を用いた。 

 

 
 

図３. αへリックスペプチドライブラリ 

 

 基板に固定化したαへリックスペプチド

にタンパク質溶液をスポットし、各スポット

ペプチドごとのタンパク質との結合能の違

いにより、ペプチドに導入した FRET 蛍光基

の蛍光強度が変化する。この蛍光変化量を色

変化として変換し、カラーバーコード（プロ

テインフィンガープリント（PFP））として表

現し、解析する独自のデザインペプチドアレ

イを開発した(図３)。 

 

(3)ペプチドライブラリのマイクロ・ナノア

レイ化による「プロテイン検出チップ：ドラ

イペプチドアレイ」構築 

 上記で構築したαへリックス構造等をと

るペプチドライブラリをガラス基板上にナ

ノリットル配置し、マイクロメートルサイズ

のスポットを配置したペプチドアレイを構

築した。本ペプチドアレイの構築に際して、

前述の基板に共有結合させたアレイ法では

なく、ドライペプチドアレイと称する独自の

方法を開発した(図４)。本法は、ガラス基板

にペプチド溶液をスポット(3.9ｎL) し、自

然乾燥させた後(数分)、タンパク質溶液をス

ポット(3.9ｎL)し、自然乾燥させる。ペプチ

ドが固定化されていないので、タンパク質溶

液を加えた際に、溶液中でペプチド・タンパ

ク質の結合が起こるために相互作用が固定

化状態よりもスムーズに起こる。またタンパ

ク質結合に応じて、蛍光強度の増大が起こり、

結合タンパク質量を定量することができる。

さらに本法での蛍光強度変化は、ペプチドを

固定化した場合の約５倍程度大きいリスポ

ンスであり、非常に感度のよいものとなった。

使用するペプチド量は、スポット(3.9ｎL)あ

たり、8fmol 程度の少量であり、検出できる

ターゲットタンパク質はカルモジュリン

（ CaM ） を モ デ ル と し た 場 合 、 約

20pg(120fmol)と高感度であった(図５)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図４. ドライペプチドアレイ 

 



 

 

 
図５. ドライペプチドアレイによる CaM 検出 

 

(4)「プロテイン検出チップ」データの処理 

 DNA チップを用いた取得データ解析ソ

フトは徐々に充実しつつあるが、プロテイン

チップにより得られたデータ解析に際して

は非特異的相互作用などの複雑性が増すた

め細心の注意が必要である。フォールドアプ

ローチは遺伝子発現解析によく用いられる

方法で、刺激（処理）の有無による遺伝子発

現量の変化を評価できる。主成分解析は統計

学的手法で複数の変数間の相関を少数の合

成変数で説明する方法であり、得られた共分

散データは数学的な計算結果に過ぎず分析

者による「意味合い」の解釈が必要である。

クラスター解析は類似データ群のグループ

分けを各グループ間の距離情報を基に行う

方法である。また、自己組織化マップは階層

的ニューラルネットワークの一種で、多次元

データを2次元平面に射影し可視化すること

が可能であり、類似のデータを近傍にマッピ

ングできるクラスタリング手法としても利

用できる。以上の手法は、DNA チップやタン

パク質量検出用チップのような発現量の変

化を解析するためのツールとして主に用い

られてきた。一方、タンパク質の機能・特性

を解析するチップにおいては、チップから得

られたデータからの統計処理結果を機能や

特性とうまく結びつける必要があるため難

しい。 

αへリックスアレイによるタンパク質の

プロテインフィンガープリント（PFP）検出

において、パターンの違いを定性的に解析す

るのみならず、定量的な解析が必要とされる。

そこで、各蛍光強度変化をユークリッド法と

いう数学処理によりバーコードパターンの

違いを数値化することに成功した。さらにこ

の数値化データをクラスター解析すること

により、タンパク質の定量的クラスタリング

に成功し、デンドログラム解析できるように

した。また、主成分分析を行うことで、タン

パク質の結合特性がどのようなものである

かという指標を、電荷と疎水性度の二次元プ

ロットを用いて表すことにも成功した。この

解析により、デザインペプチドがターゲット

タンパク質を識別する際、タンパク質によっ

ては電荷の違いにより、あるものは疎水性度

の違いにより識別されていることが推定で

き、ターゲットにより捕捉剤でペプチドライ

ブラリの配列設計ができる可能性を示せた

(図６)。以上より基本的な統計処理を行うこ

とで、デザインペプチドアレイ PFP 法による

タンパク質のより定量的な特性解析が可能

となった。 

 
 

 
図６. ペプチドアレイの PFP 結果の定量的データ処理 
 

(5)金基板を利用する新規ラベルフリー解析 

金薄膜がもつ特異な性質（金の異常反射）

を 活か した 新規 分子 間相 互作 用検 出

(Anomalous Reflection of Gold, AR)法の東

工大梶川研究室との共同開発を行っており、

検出装置の小型化・簡素化・迅速化へのアプ

ローチにも取り組んでいる（図７）。AR 法は

標識化合物を必要としないラベルフリー測

定であり、タンパク質との相互作用による金

薄膜表面の膜厚の変化を青〜紫色光の反射

率変化として読みとる。従って、表面プラズ

モン共鳴(SPR)法と異なり複雑・大規模な全

反射光学系を必要としない、単純かつ高感度

なシグナル検出法である。すなわち、入射光

強度に対する反射光強度を測定するのみで、

金表面に吸着した分子膜厚を知ることがで

きる。SPR 法と比較して、AR 法は装置が簡単

で低コスト化、小型化、多チャンネル化が容



 

 

易である。 

種々のαへリックスペプチドを固定化し

た金薄膜を作製し、AR 法を用いたカルモジュ

リンタンパク質CaMの定量的解析に成功した。

さらにループ構造ペプチドを固定化した金

基板を作成し、T7 ファージに提示した酵母の

タンパク質ライブラリーから核酸関連のタ

ンパク質を捕捉するシステムの構築に成功

した。さらに AR ラベルフリー法の高感度化

に関する研究においても成果を上げた。ポリ

アミドアミン（PAMAM）デンドリマーを用い

て金基板上に三次元タンパク質認識表面を

構築した。この機能化表面の利用により、タ

ンパク質のリガンドとの相互作用が容易に

なり、通常の自己組織化膜と比較してアビジ

ンや抗アビジン抗体の検出において約2倍の

AR シグナルを得ることに成功した。 

 

 

図７. 金基板 AR 法によるペプチド・タンパク質相互作

用の新規ラベルフリー検出法 
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