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研究成果の概要（和文）： 

癌細胞表面には正常細胞より比較的多く存在する分子があることが近年明らかになってきてお
り、これに結合するペプチドは癌の診断や薬物送達技術に活用できる。本研究では、細胞自身
を使って癌細胞結合ペプチドを得るための新しい探索技術を提案し、立証することを目指した。
3年間の研究を通して、(1)A431 扁平上皮癌細胞結合ペプチドの取得、(2)PSMA(前立腺癌特異的
膜タンパク質)発現細胞の樹立、(3)PSMA 発現細胞に対するスクリーニングによる PSMA 結合ペ
プチド配列の絞り込み、という成果を得た。さらに本研究を通して様々な解決すべき問題点が
明らかになり、これらの結果は今後本技術の汎用的ペプチドスクリーニング技術への発展に大
きく貢献する。  
 
研究成果の概要（英文）： 
Recent studies have revealed the existence of some tumor specific cell surface proteins. 
Specific peptides for these tumor specific cell surface proteins are available as diagnosis 
and drug delivery cargo for cancerous tissue. In this study, we have developed a novel 
efficient method for screening peptides that bind to a target cells. Cancer cells were used 
directly for screening target in this peptide screening method. During the 3 years we 
obtained the following results. (1)A431 (epithelial carcinoma cell line) binding peptide was 
acquired. (2)Tetracycline inducible PSMA (Prostate specific membrane antigen) expression 
cell line was established. (3)PSMA binding peptide sequence was narrowed down by 
peptide screening using PSMA expression cell line. These results would contribute for 
development of this screening method into versatile peptide screening technology. 
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞と正常細胞の間の細胞表面上分子

の種類や数の違いは癌細胞を標的に利用で
きる。そのため、従来の薬剤探索では最初に
発現プロファイリングにより癌細胞により
多く発現する膜タンパク質の同定が盛んに
行われていきた。そして「同定された膜タン
パク質を対象にスクリーニングを行うこと
で結合分子を取得し、それを癌プローブとし
てきた。このような分子生物学を基盤とした
従来の薬剤探索方法に対し、申請者らはケミ
カルバイオロジーを基盤とした薬剤探索方
法を考案した。それは癌細胞にのみ結合する
分子を、多成分蛍光標識ライブラリーから癌
細胞を直接用いてスクリーニングする方法
である。このスキームではたった 1ステップ
で目的細胞を標的する薬剤を取得するため、
将来的にテーラーメード医療への発展を期
待できるものである。申請者らはこれまで
種々の非天然蛍光性アミノ酸を合成し、これ
をタンパク質やペプチドへ導入する方法を
開発してきた。多成分蛍光標識ライブラリー
とは、これらの手法を活用し、多種類の蛍光
で標識したペプチドライブラリーである。ま
た、申請者らは多種類の蛍光成分を含む試料
から各成分を一挙に定量する 2次元蛍光法を
考案した（図 1）。蛍光基は各々の特有の 2次
元蛍光スペクトルパターン持つ（図 1-A）。こ
れを元に、20種程度の蛍光成分を含む試料の
2 次元蛍光スペクトルデータを最小自乗法解
析することにより各成分の含有量を独立に
定量できる（図 1-B）。本研究計画ではこの多
成分蛍光標識ライブラリーと 2次元蛍光法を
組み合わせ、従来とは全く異なった方向から
薬剤をスクリーニングする技術を展開する。 
これまでの検討により、16種類の蛍光性アミ
ノ酸の混合物から 2次元蛍光法により各成分
の含有量が定量できることを既に確認して
いる。本研究計画ではこの 2次元蛍光法を発
展させて、癌細胞に特異的に結合するペプチ
ドを効率的にスクリーニングする方法の確

立を目指した。 
 

２．研究の目的 
本研究は癌細胞結合ペプチドを合成ペプ

チドライブラリーから効率的かつ迅速にス
クリーニングする方法を開発することがも
くてきである。方法の概略は以下の通りであ
る。１）多種類の蛍光基で標識したペプチド
ライブラリーを作成する。２）細胞に対して
より強く結合するサブライブラリーを、2 次
元蛍光スペクトルを測定し、多成分解析する
ことにより決定する。この操作を繰り返すこ
とにより細胞に特異的かつ強く結合するペ
プチド配列を同定する。本研究ではこの方法
論を確立すると共に、癌細胞に結合するペプ
チドの取得を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)蛍光性ペプチドライブラリーの合成およ
び解析 

Fmoc 固相合成法により図 2のようなペプ
チドライブラリーを合成した。 

ライブラリ―は Xまたは Oi で表記された
8merの部分である。Xの位置では合成時にCys
を除く 19 種類の天然アミノ酸を等量混合し
てアミノ酸重合反応を行った。また Oi にお
けるアミノ酸重合反応では固相樹脂を 19 個
に分割し、1反応漕に 1種類のアミノ酸を入
れてアミノ酸重合反応を行った。そして Oi
のアミノ酸の種類を規定できるように Fi 部
分にそれぞれ異なる蛍光性アミノ酸を入れ
た。なお、蛍光性アミノ酸は疎水性が強く、
それだけで細胞に非特異的に結合すること
がわかったことから、親水性かつ酸性のアミ
ノ酸であり、細胞表面の酸性多糖と静電的に
反発すると考えられるグルタミン酸を蛍光
性アミノ酸の前後に計 4個配置した。合成し
たライブラリーのアミノ酸組成の偏りと、混
合アミノ酸重合反応 1回における結合アミノ
酸の偏りを調べるため、合成したライブラリ
ーと AAX のトリペプチドを酸加水分解し、ア
ミノ酸分析計により組成を分析した。 
 
(2)A431 癌細胞株を用いた癌細胞結合ペプチ
ドのスクリーニング 

合成したぺプチドライブラリー(図 2)と
A431 扁平上皮癌細胞株を使って、癌細胞に結
合するペプチドをスクリーニングした。方法
としては以下の通りである。まず細胞をφ
6cm のディッシュに播種し、サブコンフルエ
ントになるまで培養したところで PBSにより
洗浄した。その後少量のメタノール・DMSO 混

図2. ペプチドライブラリーの構造
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合液に溶かしたライブラリーを 5から 20μM 
の濃度になるよう PBS で希釈し、このライブ
ラリー溶液をディッシュに入れることで、細
胞にライブラリーを結合させた。4℃で 30 分
結合させたのち、PBS で 5回洗浄し、細胞表
面に結合したペプチドを0.1M HCl, 1.5M NaCl
溶液により 3回に分けて回収した。回収した
ペプチド溶液は 0.2M となるように 1M NaHCO3

溶液を加えることにより中和し、等量の無蛍
光メタノールを加えてから 2次元蛍光分光光
度計により測定した。ペプチド溶液中に含ま
れる各蛍光成分の計算は、濃度既知の各試料
の 2次元蛍光スペクトルデータをもとに、最
小二乗法により求めた。 
 
(3)PSMA 発現細胞株の樹立 

癌細胞特異的結合ペプチドのスクリーニ
ングモデル細胞として、前立腺癌に多く発現
する PSMA (Prostate Specific Membrane 
Antigen)の発現細胞を樹立した。PSMA をコー
ドする cDNAを製品評価技術機構より入手し、
pEGFP-N1 ベクターの eGFP 部分を PSMA cDNA
と入れ替えた PSMA/pEGFP-N1 と、テトラサイ
クリンにより発現の制御が可能な
pcDNA/FRT/TO ベクター(インビトロジェン
社)に PSMA cDNA を挿入した
PSMA/pcDNA/FRT/TO を作成した。両ベクター
共にヒト細胞にトランスフェクションし、特
に PSMA/pcDNA/FRT/TOを導入した細胞はその
後薬剤によりセレクションを行ない、安定形
質転換細胞株 PSMA/T-REX293 を得た。目的
PSMA タンパク質の細胞表面への発現は抗
PSMA 抗体を用いたフローサイトメーター、蛍
光顕微鏡解析および抗 FLAG 抗体を使ったウ
エスタンブロッティング解析により評価し
た。 
 
(4) PSMA一過性発現細胞を使ったペプチドス
クリーニング 

遺伝子組み換えにより PSMA を発現させた
細胞を用いて PSMA 結合ペプチドのスクリー
ニングを行った。スクリーニング条件は
2-(2)と同様である。PSMA/pEGFP-N1を FuGENE 
HD(ロシュ社)トランスフェクション試薬に
より導入し、PSMA を一過的に発現したヒト子
宮頸がん細胞株 HeLa とその親株を用いて、
PSMA 結合ペプチドのスクリーニングを行っ
た。ただし、細胞から回収したペプチド溶液
の中和は 2/5 量の 1M HEPES (pH8)を加えるこ
ととした。 
 
(5) PSMA/T-REX293 細胞株を使ったペプチド
スクリーニング 

テトラサイクリンにより PSMA の発現を制
御できる PSMA/T-REX293細胞を使ってペプチ
ドスクリーニングを行った。スクリーニング
条件は 2-(2)と同様であり、スクリーニング

細胞として 1μg/mlのテトラサイクリンを含
む、または含まない培地で培養した細胞を用
いた。細胞はピペッティングによる懸濁で浮
遊状態にし、その状態でペプチドの結合・洗
浄を遠心分離機を使って行った。50mM 
HEPES-NaOH (pH8), 1% SDS で全細胞を溶かし
出すことで細胞に結合したペプチドを回収
し、無蛍光メタノールは細胞抽出液の 1/3 量
加え、超音波破砕を行い、遠心分離後、上清
の 2次元蛍光スペクトルを測定した。 
 
４．研究成果 
(1)蛍光性ペプチドライブラリーの合成およ
び解析 

合成したペプチドライブラリー中の、19
種類の天然アミノ酸を等量混合して重合反
応を行った X部分について、どの程度含まれ
るアミノ酸に偏りがあるのか調べるため、合
成したライブラリーを酸加水分解し、アミノ
酸分析計によりその組成を調べた（図 3）。そ
の結果アミノ酸分析計により解析できる 16
種類のアミノ酸について最大でも 4倍程度の
アミノ酸組成の偏りがライブラリー全体に
ついてあることが分かった。また、AAX のト
リペプチドについても同様の解析を行った
が、一回の混合アミノ酸の重合反応で最大 3
倍の反応の偏りがあることがわかった。 

 
(2) A431癌細胞株を用いた癌細胞結合ペプチ
ドのスクリーニング 

合成したぺプチドライブラリー(図 2)を
使って A431 扁平上皮癌細胞株に結合するペ
プチドをスクリーニングした。図 4はライブ
ラリーの 5番目の位置のアミノ酸を決める
1st スクリーニング結果である。左側のパネ
ルは 5位のアミノ酸と蛍光性アミノ酸が対応
したライブラリーの結合実験結果であり、右
側のパネルは蛍光性アミノ酸が特定の位置
のアミノ酸を規定しないランダムなライブ
ラリーを使った結合実験の結果である。つま
り、右側のパネルは蛍光性アミノ酸自身の
A431 細胞への親和力を反映しているため、左
側と右側のパネルを比較しながら 5位のアミ
ノ酸を選択していくことにした。その結果、

図3. ライブラリー中のアミノ酸組成



MOCA の蛍光基を持つサブライブラリーが蛍
光基非依存的に A431 細胞に結合していると
判断し、5位は MOCA に対応するアミノ酸を選
択した。次に 5位は 1st スクリーニングで選
択したアミノ酸に固定して 4位を Oi とする
ライブラリーを合成し、2nd スクリーニング
を行い、4位のアミノ酸を選んだ。このよう
にして 8mer の A431 に結合するペプチドの配
列を決めた。図 5には各スクリーニング段階
におけるペプチドの回収率を示した。スクリ
ーニングが進むについて回収率が向上して
おり、A431 細胞に結合するペプチド配列が選
ばれていることが示された。 

しかし、得られたペプチドについて in 
vitro の結合実験を行ったところ、残念なが
ら A431 細胞に対する特異性はなかった。特
異的ペプチドを得るためのスクリーニング
では、対称となる細胞を使った結合実験結果
と比較し、目的細胞のみに結合する配列を選
択する必要性が示された。 

 
(3) PSMA 発現細胞株の樹立 

PSMA 一過性発現のための PSMA/pEGFP-N1
と、テトラサイクリンにより発現制御が可能
な細胞を樹立するための PSMA/pcDNA/FRT/TO
を作成した。PSMA/pEGFP-N1 は HeLa 細胞に導
入した。また PSMA/pcDNA/FRT/TO は
Flp-in/T-REX293 細胞に導入し、薬剤選択に
よって安定形質転換体である PSMA/T-REX293
細胞を得た。なお、PSMA/T-REX293 細胞が生
産する PSMA は N末端の細胞質側に FLAG タグ

を持つ。これらの細胞の PSMA発現について、
抗 FLAG 抗体を使ったウェスタンブロッティ
ング、FITC 標識抗 PSMA 抗体を使った蛍光顕
微鏡解析およびフローサイトメーター解析
を行った。その結果、発現した PSMA は①理
論値とほぼ同等の分子量である、②細胞膜上
に局在する、③PSMA/T-REX293 細胞について
はテトラサイクリンによって PSMA の発現が
誘導されることが分かった（図 6）。 

 
(4) PSMA一過性発現細胞を使ったペプチドス
クリーニング 

PSMA/pEGFP-N1 を導入し、PSMA を一過的に
発現した HeLa細胞とその親株を用いて、8mer
のペプチドライブラリーから PSMA 結合ペプ
チドのスクリーニングを行った。この時使っ
たライブラリーは 4位のアミノ酸を固定し 5
位のアミノ酸を Oi としたジペプチドライブ
ラリーである。 

これまでの1stスクリーニングは1種類の
ライブラリーの結合実験のみで終わったが、
ジペプチドライブラリーを 1stスクリーニン
グに使う場合は 4位に使ったアミノ酸の種類
に相当するライブラリー数になる。従来の蛍
光分光光度計は 1回の 2次元蛍光スペクトル
測定に約 1時間かかっていたため、一度の結
合実験に使うライブラリー数や、試験回数を
増やすことが難しかった。今回から用いた高
速蛍光分光光度計は1測定の所要時間が約10
分であり、その結果ライブラリー数や試験回
数を増やすことができるようになった。 

今回は 4位のアミノ酸を 8種類試験、つま
り 8種類の 5位 Oi ライブラリーを 1st スク
リーニングに使った。その結果、幾つかの 4,5
位のアミノ酸配列で親株より優位に結合す
るものが見つかった。しかし一方で、細胞培
養ディッシュにライブラリーが吸着し、偽陽
性が出てしまうことも明らかになってきた。 
 
(5) PSMA/T-REX293 細胞株を使ったペプチド
スクリーニング 

テトラサイクリンにより PSMA の発現を制
御できる PSMA/T-REX293細胞を使ってペプチ

蛍光基の種類

図4. 1stスクリーニングの結果

図5. 各スクリーニング段階における
ペプチド回収率
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図6. テトラサイクリンによるPSMA発現誘導



ドスクリーニングを行った。テトラサイクリ
ンの有無により PSMA 発現および非発現細胞
を用意できるため、PSMA の発現以外は標的細
胞と対称細胞の違いが少ないと考えられ、従
ってよりシンプルなスクリーニング系にな
ることを期待した。また今回使う
PSMA/T-REX293 細胞は接着が非常に弱く、表
面上のタンパク質をぶんかい損傷すること
なく懸濁するだけで細胞を浮遊状態にさせ
ることができる。(4)の PSMA 発現 HeLa 細胞
を使ったスクリーニング結果より、ディッシ
ュ表面へのライブラリーの吸着が問題にな
ることが分かったので、今回は浮遊状態でラ
イブラリーの結合実験を行い、ライブラリー
の反応容器への結合が問題にならないよう
工夫した。 

今回も(4)と同様ジペプチドライブラリー
を用い、結合実験を行ったところ、いくつか
の 4,5位のアミノ酸配列で親株より優位に結
合するものが見つかった。 
 

以上のように、2次元蛍光法により標的細
胞結合性ペプチドを取得した。さらに標的細
胞と非標的細胞を比較したペプチドのスク
リーニングでは標的細胞特異的なペプチド
サブライブラリーを絞り込むことができて
おり、これについては今後スクリーニングを
進めていくことで標的細胞特異的なペプチ
ドが取得されると期待できる。今後さらには
他の標的細胞を使ったスクリーニングを行
い、複数の実施例を挙げ、また癌細胞株と正
常細胞株を使った遺伝子操作を用いないス
クリーニングにより癌細胞特異的結合ペプ
チドの取得を達成し、最終的に 2次元蛍光法
をペプチドスクリーニングの汎用的技術と
して認知されるよう研究を続けたい。 

この新規ペプチドスクリーニング技術の
開発過程より、また新しい問題も洗い出すこ
とができた。それは、短い直鎖ペプチドの標
的分子に対する結合力の限界である。既に論
文で標的分子に結合することを報告された
既知ペプチドの親和性を向上させるアフィ
ニティーマチュレーション技術に本 2次元蛍
光スペクトル法を応用するため、2例につい
て検討を行った。その結果 2例とも報告され
たペプチドそのものの標的分子に対する特
異的な結合を追試することができなかった。
ファージディスプレイ法でもペプチドのス
クリーニングには環状ペプチドライブラリ
ーの使用が主流になっているとの話もあり、
実際に新規環状ペプチドの報告は多数ある。
このことから、本スクリーニングにおいても
合成ペプチドライブラリーを環状化するこ
とで飛躍的に研究が進む可能性があり、今後
取り組むべき重要な課題であると考えてい
る。 
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