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研究成果の概要（和文）：抗体医薬代替分子の開発が求められる中、ファージディスプレイ法などの大規模ライ
ブラリを利用した中分子ペプチド創薬が注目されている。本研究では、化学修飾により低分子を複合化したペプ
チドファージライブラリを駆使することにより、低分子のタンパク質活性中心指向性とペプチドのタンパク質表
面認識特性を合わせもつ低分子-ペプチド複合体の獲得を実施することを目的とした。遺伝子工学的手法と有機
合成的手法により低分子を修飾した種々のペプチドファージライブラリの構築に成功した。疾患に関連するタン
パク質に対してスクリーニングを実施した結果、標的タンパク質に結合する低分子複合化ペプチドの獲得に成功
した。

研究成果の概要（英文）：As the development of alternative molecules to antibody drugs, the discovery
 of small molecule-peptide conjugates using large libraries such as phage display methods has been 
attracting attention. In this study, we aimed to obtain small molecule-peptide conjugates that 
possess both the protein active center directivity of small molecules and the protein surface 
recognition properties of peptides by utilizing peptide phage libraries. Various peptide phage 
libraries modified with small molecules were successfully obtained by genetic engineering and 
synthetic chemistry. By screening against disease-related proteins, small molecule-peptide 
conjugates that bind to the target proteins were obtained.

研究分野：生物分子化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、低分子修飾（化学的手法）とファージディスプレイ法（分子生物学的手法）を融合させて研究代表者
等が独自に開発した標的指向型ファージディスプレイ法を駆使して、標的タンパク質に対して特異的なペプチド
分子を創出するものであり、抗体医薬に続く新しい創薬モダリティとしてのペプチド創薬の発展に貢献するもの
として、学術的および社会的意義の高い研究として位置づけられる。

※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 

抗体は標的タンパク質に対して優れた特異性と結合活性を示すため、分子生物学研究におい

て有用なツールとして利用されているだけでなく、近年では、さまざまな疾患の治療薬（抗体医薬）

として幅広く利用されるようになった。しかしながら、高い製造コストや厳密な品質管理、血中投与

の必要性から、抗体代替分子（医薬品）の開発が期待されている。 

一方、低分子の阻害剤・リガンドはタンパク質の活性中心に結合することでタンパク質の機能を

制御できるため、抗体同様に有用な分子ツールとして利用されている。低分子薬剤は有機合成に

より安価かつ安定に供給することができ、また経

口投与が可能であることや優れた組織移行性か

ら、現在でも多用されている医薬品であり、さらな

る活用が期待されている。しかしながら、標的タン

パク質と相同性の高い活性中心の構造をもつタン

パク質（アイソフォーム）がある場合、低分子薬剤

はこれらのタンパク質を見分けることができず、ア

イソフォームに非特異的に結合して副作用を示し

てしまう。低分子薬剤を活用して副作用のない抗

体代替分子を開発するためには、タンパク質の活

性中心だけでなく活性中心近傍のタンパク質表面も識別して、標的タンパク質のみに対する特異

性を高めた分子設計・探索が必要である（図 1）。 

 

２．研究の目的 

 これまでに研究代表者等は、タンパク質表面を認識するための分子ツールとして設計ペプチドラ

イブラリが有効であることを見出している。本研究では、ペプチドライブラリを構築するための手法と

してファージディスプレイ法を用い、ファージ上に提示したペプチドライブラリに選択的化学修飾に

より低分子薬剤などの誘導体を導入することにより、薬剤-ペプチド複合体ライブラリを構築すること

を目的とした。また、構築したライブラリを用いて、疾患に関連したタンパク質を標的としたスクリー

ニングを実施し、疾患関連タンパク質に特異的に結合して機能する薬剤-ペプチド複合体を探索し、

標的指向型ペプチド創薬の基盤を確立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 M13 ファージの一種で、外殻タンパク質 pIIIにシステイン残基をもたない変異型 fd ファージを利

用した。ヘリックスやループなどの設計ペプチドを提示したファージライブラリを遺伝子工学的手

法により調製した。ペプチドライブラリには、低分子誘導体を導入するためのシステイン残基を特定

の位置に固定して導入した。ファージミドベクターにペプチドライブラリをコードした DNA 断片を挿

入した後、大腸菌 TG1株に形質転換し、培養上清からファージライブラリを回収した。 

 ペプチドライブラリに化学修飾するための低分子誘導体として、糖誘導体や酵素阻害剤の誘導

体などの各種化合物を設計し化学合成した。それぞれの誘導体には、システイン側鎖のチオール

基と選択的に反応させるために、ブロモアセチル基等を導入した。合成した低分子誘導体をファー

ジライブラリと反応させることにより、低分子化合物を修飾したペプチドファージライブラリを調製し

た。 

図 1. 低分子薬剤を活用した抗体代替分子の開発に
必要な要素の 念概 図. 低分子薬剤はタンパク質の活
性中心を標的にしているため, アイソフォームを識
別するためには, 低分子薬剤にタンパク質の表面認
識能をもたせることが重要である. 



 スクリーニングの標的となるタンパク質を、大腸菌発現系を用いて調製した。ガン細胞の増殖など

に関与するタンパク質として、ガラクトース結合タンパク質やアポトーシス抑制タンパク質などを選択

した。発現プラスミドにより大腸菌 BL21 株を形質転換し、大量培養を行った後、アフィニティクロマ

トグラフィにより目的タンパク質を精製した。各タンパク質をビオチンで標識し、スクリーニングに用

いた。 

 ストレプトアビジン−磁気ビーズにビオチン化タンパク質を固定し、低分子化合物を修飾したペプ

チドファージライブラリを相互作用させてスクリーニングを行った。結合の弱いファージを洗浄操作

により除去した後、標的タンパク質に結合したファージを酸処理により溶出した。溶出したファージ

を大腸菌に感染させて増幅した後、低分子化合物の修飾を行い、次のラウンドのスクリーニングに

用いた。3 ラウンドのスクリーニングの後、回収したファージをクローニングし、ファージミドベクター

を抽出してDNA配列を解析することによりペプチド配列を同定した。同定したペプチドを化学合成

し、低分子化合物を修飾した後、標的タンパク質との相互作用を解析した。 

 

 

４．研究成果 

 ヘリックスやループなどの種々の設計ペプチドを提示したファージライブラリを調製することに

成功した。形質転換効率はライブラリの理論的な多様性の 10倍程度であり、調製したペプチドファ

ージライブラリが十分な多様性をもつことが明らかとなった。 

 ペプチドライブラリに修飾するための各種低分子誘導体の合成に成功した。合成した化合物は
1H NMRにより同定した。また、合成した低分子化合物をペプチドファージライブラリに選択的かつ

定量的に修飾できる条件を見出し、低分子化合物を修飾したペプチドファージライブラリの調製に

成功した。 

 ガラクトース結合タンパク質やアポトーシス抑制タンパク質などを腸菌発現系を用いて調製するこ

とに成功した。SDS-PAGE 解析により、アフィニティクロマトグラフィ精製したタンパク質がスクリーニ

ングに用いるのに十分な純度をもつことが明らかとなった。 

 ストレプトアビジン−磁気ビーズに固定したタンパク質を用いて 3ラウンドのスクリーニングを行った

結果、特定のペプチド配列が濃縮されることが明らかとなった。同定したペプチド配列を化学合成

し、低分子化合物を修飾した後、標的タンパク質との相互作用を解析した結果、スクリーニングによ

り得られた低分子修飾ペプチドが標的タンパク質に対して高い選択性と結合活性を示すことを明ら

かにした。 

 以上の結果から、ファージ上に提示したペプチドライブラリに選択的化学修飾により低分子薬剤

などの誘導体を導入して薬剤-ペプチド複合体ライブラリを構築することに成功し、疾患に関連した

タンパク質に選択的かつ強く結合する薬剤-ペプチド複合体を探索でき、標的指向型ペプチド創

薬の基盤を確立することができた。 
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