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研究成果の概要（和文）：本研究では、剛直な骨格を持つ人工アミノ酸Abhのペプチドをヘリックス模倣体とし
て用い、p53-MDM2/MDMXタンパク質-タンパク質相互作用を阻害する分子を創製した。また、光照射などの刺激依
存的に立体構造を変化させる剛直な人工アミノ酸を開発し、これを環状ペプチドに組み込むことでペプチド全体
の構造を光照射により制御することに成功した。また、天然のアミノ酸ペプチドの膜透過性を向上させるため、
アミド結合の窒素上に光や酵素反応により脱保護可能な保護基をつけて膜透過性を改善する手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we created a molecule that inhibits p53-MDM2/MDMX 
protein-protein interaction using a peptide of the artificial amino acid Abh, which has a rigid 
backbone, as a helix mimetic. In addition, we developed a rigid artificial amino acid that changes 
its conformation in a stimulus-dependent manner such as light irradiation. By incorporating this 
rigid artificial amino acid into a cyclic peptide, we succeeded in controlling the entire peptide 
conformation by light irradiation. We also developed a method to improve the membrane permeability 
of natural amino acid peptides by attaching a protective group on the nitrogen of the amide bond 
that can be deprotected by light or enzymatic reactions.

研究分野：有機化学

キーワード： 非天然アミノ酸　ヘリックス　タンパク質ータンパク質相互作用　ペプチド　膜透過性　光反応性保護
基
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、一般的に細胞や生体への応用が難しいとされているペプチドの弱点を人工アミノ酸によって克服する
ことを目指す研究であり、創薬分野やケミカルバイオロジー分野に重要な意義がある。剛直な構造を持つ人工ア
ミノ酸が、生体内ペプチドよりもかなり少ない残基数で阻害活性を持つことから、立体構造を制御したペプチド
模倣体による創薬への応用が期待できる。さらに、そのままでは膜透過性が低い天然アミノ酸のペプチドのアミ
ド窒素上に保護基を持つペプチド誘導体を開発した。保護ペプチドが細胞内に入った後で刺激・環境応答的に脱
保護され、元のペプチドを再生することが可能である。

※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 

(1)タンパク質-タンパク質相互作用（PPI）は生体内の多くの機能制御や情報伝達に関与してい

る。PPI を阻害する化合物の中でも，人工アミノ酸を含むペプチドミミックは、研究ツールや候

補薬剤としての応用が期待され，注目を集めている。 

p53 はがん抑制因子として機能するタンパク質である。MDM2 は p53 との相互作用により p53 を

抑制的に制御する。MDMX は MDM2 の同類体であり、MDM2 と協働する。p53-MDM2/MDMX 相互作用の

阻害剤、すなわち MDM2/MDMX のアンタゴニストは、p53 の分解を防ぎ、p53 の細胞内活性を回復

させる治療薬となる可能性がある。 

われわれはこれまでに剛直な骨格を持つ人工アミノ酸（Abh）を創製し、これを連結させたわず

か３残基のペプチドが、立体構造が固定された安定なヘリックス構造をとることを見出した。ペ

プチドのヘリックス構造の模倣体として、p53 の代わりに MDM2, MDMX と結合して p53-MDM2、

p53-MDMX 相互作用を阻害することを見出した。この研究を通して、立体構造の制御されたペプ

チド模倣体（ペプチドミミック）の創製し、PPI 阻害物質を創製すること、および細胞への応用

可能性を調査したいと考えた。 

(2) 環状ペプチドは中分子化合物であり、低分子化合物に比べて高活性、高選択的にタンパク質

の活性を調節可能である。ペプチド分子の立体構造は生物活性や物性と密接に関連している。一

般的にペプチドは柔軟で多くの立体構造を持ちうる。光照射などの刺激依存的に立体構造を変

化させる剛直な人工アミノ酸を開発し、環状ペプチドに組み込むことで環状ペプチドの立体構

造や物性を制御したいと考えた。 

(3)ペプチドは一般的に細胞膜透過性や消化管での吸収効率が低く、生体への適用は限られてい

る。低い膜透過性の主な原因が、ペプチド中に普遍的に存在する主鎖アミド結合の高い親水性

（極性）である。例えばアラニン４残基ペプチド（Ala-Ala-Ala-Ala）において、アミド結合の

アミドプロトン（NH）が 1 個減る（メチレン基に置換される）だけで疎水性の指標である LogP

が 0.7 増加する一方、ペプチドの N-末端と C-末端をアセチル基とメチルエステルでそれぞれ保

護しても 0.2 しか増加しない。すなわち、ペプチドの親水性側鎖や N-末端・C-末端をエステル

基などで保護するだけでは、ペプチド全体の物性改善には不十分である。また、ペプチドの膜透

過性や生体吸収性を向上させる誘導化手法として、ペプチド結合の窒素上にメチル基を導入す

る N-メチル化が知られているが、N-メチル化は不可逆的な誘導化手法である。そこで、アミド

結合を一時的に疎水性の保護基で遮蔽することでペプチドを効率的に膜透過させ、膜透過後に

保護基を外して元のペプチドに戻す分子システムを開発したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

(1) Abh ペプチドの p53-MDM2/MDMX 阻害活性に関する構造活性相関研究を行うことを目的とし

た。 

(2) 光照射により立体構造を劇的に変化させる人工アミノ酸を創製し、これを天然α-アミノ酸

からなる環状ペプチドに組み込むことで、光照射依存的に立体構造を変化させることを目的と

した。 

(3) 天然α-アミノ酸からなる鎖状ペプチドのアミド窒素に光照射や酵素反応により脱保護され

る保護基を導入し、ペプチドの細胞膜透過性や酵素安定性を向上させることを目的とした。 



 

３．研究の方法 

(1)人工ペプチドと MDM2 とのドッキングシミュレーションと分子動力学計算を行った。相互作

用に重要な部分構造の推測に基づき、ペプチドの両末端部分を改変して阻害活性を調べた。阻害

活性測定には ELISA法を用いた。 高い阻害活性を持つものについては、熱力学的測定や細胞を

用いた活性測定を行なった。 

(2)光照射などの外部刺激により立体構造を大きく変化させる種々の人工アミノ酸の開発を行っ

た。分子動力学計算により、光照射前後で立体構造変化の最も顕著な人工アミノ酸を選定した。

これを天然のα-アミノ酸からなる環状ペプチドに組み込み、光照射によりペプチド全体の構造

がどのように変化するかを調べた。溶液構造の解析には二次元 NMR などの手法を用いた。さら

に、この人工アミノ酸を含むペプチドの細胞適用性について調査すべく、種々のアミノ酸配列を

持つ環状ペプチドについて、その水溶性、膜透過性および血漿安定性を調べた。膜透過性は人工

膜（PAMPA）を用いて調査した。 

(3)ペプチドの膜透過性低下の原因の一つである親水性のペプチド結合のアミド窒素上に光反応

性保護基または酵素により脱保護される保護基を導入した保護ペプチドを各種合成した。光反

応や酵素反応に付し、ペプチドが無事脱保護されることを確認した。保護ペプチドの膜透過性お

よび血漿安定性を調べた。脱保護されたペプチドと比較して膜透過性が向上するかどうかを調

べた。さらに、保護基導入によるペプチド全体の立体構造の変化を NMRや分子動力学計算により

調べた。 

 

４．研究成果 

(1) シミュレーションによる結合モデルを予測した（下図）。Abh の３残基ペプチドは p53 の１

５残基のペプチドからなるヘリックス構造を模倣し、MDM2 と相互作用することが示唆された。

この結合モデルに基づきリード化合物（１）の構造改変を行い、阻害活性や溶解性を向上させた

いくつかの Abh ペプチドを見出すことに成功した。さらに、細胞を用いた試験から、Abh ペプチ

ドが細胞内で p53-MDM2/MDMX 相互作用を阻害し、細胞内の p53 の活性を回復させることを見出

した（共同研究）。これらの結果は Abh ペプチドが細胞膜を通過し阻害活性を持つことを強く示

唆しており、Abh ペプチド

の細胞内ターゲットへの

適用性を示す重要な結果

と考える。この成果を

2021 年に論文に発表し

た。 
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(2) 本研究者らは光照射により、立体構造が折れ曲がったシスアミド体から伸長型のトランス

体に完全に変換される人工アミノ酸を開発した。環状ペプチドの光依存的な立体構造変化が起

きるかどうかを調べるために、人工アミノ酸を天然アミノ酸ペプチドに組み込み、環状ペプチ

ドを合成した。環状ペプチドに組み込まれた場合でも、本アミノ酸は光照射によりアミドのシ

ストランス変換を起こし、ペプチド全体の立体構造を大きく変化させることに成功した（下

図）。また、これらのペプチドは細胞適用に十分な水溶性、膜透過性および血漿安定性を持ち

うることが分かった。さらに、環状ペプチドの溶液中の立体構造を NMRで調べた結果、立体構

造と膜透過性の関係性を見出した。また、光反応後の環状ペプチドは光反応前と比べて膜透過

性が低下した。本アミノ酸ペプチドは、生物活性や膜透過性の刺激依存的な制御に応用可能で

あると期待される。 

 

 

(3) 線形ペプチドのペプチド結合のアミド窒素上に光反応性保護基または酵素により脱保護さ

れる保護基を導入した保護ペプチドを各種合成した。実際に、光照射や酵素反応により、保護基

の脱保護反応は効率的に進行した。保護ペプチドは無保護ペプチドよりも膜透過性が向上する

ことが分かった。今回の結果は、細胞内に入った保護ペプチドが刺激・環境応答的に脱保護され

て元のペプチドを生成することが可能であることを示唆しており、細胞内ターゲットへの適用

が期待される。 
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