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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫チェックポイント阻害剤として低分子化合物を高活性化することを
二つの原理から目指した。一つには、ペプチド鎖を複合化し、ペプチドによる相互作用点を増やすことで、より
強く標的に相互作用させる方法である。そのために新しい低分子化合物ーペプチド・ライブラリー調製による進
化分子工学の手法を開発した。もう一つには、低分子化合物を多価化した高分子医薬を開発した。分岐型ポリエ
チレングリコールやポリアミドアミンデンドリマーと複合化したり、重合性基を導入した。金ナノ粒子への固定
化も行った。本研究では低分子阻害剤として3種類を用いたが、阻害剤の種類によってこれらの多価化効果が異
なることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed biological activation of small molecule compounds as
 immune checkpoint inhibitors according to two principles. One method is the increase of the number 
of interaction points with target molecule by the peptide conjugation, for making them interact more
 strongly. To this end, we have developed a new method of evolutionary molecular engineering. In the
 other hand, we employed multivalent effect to enhance the local concentration of 
low-molecular-weight compounds around the target molecule. A polymerizable group was introduced to 
make it a polymer, or it was composited into a polyamideamine dendrimer or a branched polyethylene 
glycol. In addition, immobilization was performed on gold nanoparticles. In this study, three types 
of small molecule inhibitors were used, and it was found that these multivalent effects differed 
depending on the type of inhibitor.

研究分野：生体材料学

キーワード： 中分子医薬　免疫チェックポイント阻害剤　進化分子工学　ペプチド医薬　高分子医薬　多価効果　Cli
ck反応
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤の発見や発明は、がん治療における免疫治療という新しい医療を可能にした。しか
し、阻害剤は抗体医薬に限られており、高分子量であることや、高価であることやから用途が限定されている。
本研究では、阻害剤として低分子阻害剤3種類選び、ペプチド複合化による中分子医薬として、多価化による高
分子医薬としての可能性を研究した。中分子医薬は、進化分子工学を用いることができることがわかった。ま
た、高分子医薬化は阻害剤の種類によるものの高活性化が行われた。今後、本研究で検討した原理を用いた低分
子化合物誘導体からの新しい医薬品の可能性が期待される。

※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 

（１）現在、様々な治療に関して細胞膜表面を標的とする医薬が発達し、その代表的なものに抗

体医薬が様々な局面で用いられるようになっている。しかし、抗体医薬は、高価で、他にも様々

な問題点も指摘されている。もし、低分子医薬を起点としてその延長で抗体医薬に匹敵する高活

性の医薬ができるようになれば、医学への貢献は非常に高い。 

 

（２）本研究では、これまで不十分な活性しか得られていなかった、あるいは医薬として実用化

されなかったような低分子化合物、なかでも免疫チェックポイント阻害剤として候補にはなっ

たものを実用化されていない低分子化合物を高活性化することを目指す。抗体を用いない免疫

チェックポイント阻害剤を生み出すことができればその影響は、学術的意義はもとより投与法

の多様化などにより社会的、医療的意義は極めて高い。 

 

（３）高分子医薬による高活性阻害剤の概念は、古くからあるもののまだ医薬としての実用化に

は至っていない。本研究は、新しい免疫治療概念と、比較的古くから検討されている高分子医薬

技術を融合して、抗体医薬に代わる新しい概念を構築しようとするものであり、萌芽的かつ例の

ない挑戦的研究として意義あるものと考えられる。 

 
２．研究の目的 

（１） 低分子化合物の高活性化のために図１に示すような二つの原理の確立を目指した。第

一には、A 原理で示すように、低分子化合物だけでは標的に結合定数は十分でないもののペプチ

ド鎖を複合化し、相互作用点を増やすことで、より強く相互作用する方法である。このために特

異的に結合する低分子化合

物を起点として試験管内進

化分子工学を駆使すること

によって、ペプチド配列を

探索する。 

第二には、B 原理に示す

ように低分子を高分子化す

ることによる多価化するこ

とにより活性を増強する。

これは、高分子化により標

的近傍の局所濃度を増し、

高活性化する手法となる。 

 

（２） A 原理のために、

低分子化合物を含むランダ

ム配列のペプチド複合体・

ライブラリーの中から標的

結合性ペプチド複合体を選

別する手法を開発する。こ

れまでに開発してきた有機合成化学と酵素法を組み合わせたハイブリッド法では、低分子化合

物結合アミノ酸担持 tRNA を作成し、これを用いて無細胞翻訳系で低分子化合物結合アミノ酸

をペプチド中に導入し、リボソーム・ディスプレイとし、これによりペプチド複合化合物を選出

してきた。しかし、この方法では、嵩高い低分子化合物はリボソームのチャネルを通過できず、

低分子化合物複合化ペプチド・ライブラリーの作成が不可能であった、 

そこで本研究では、これまで導入できなかった嵩高い低分子医薬もペプチド・ライブラリー内

へ導入できるようにしてから、無細胞翻訳後に有機化学反応（Click 反応など）で高効率な導入

を可能にする。この場合、リボソーム・ディスプレイ法以外に mRNA ディスプレイ法を用いる。

これにより、既知の相互作用を起点にした拡張型ペプチドアプタマーの探索を可能にする。 

 

（３） B 原理では、分岐型ポリエチレングリコールやポリアミドアミン（PAMAM）デンドリ
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図１ 本研究では免疫チェックポイント分子を標的に選び、これ
までの低分子化合物を拡張する進化分子工学（A 原理）と高分子
医薬（B 原理）の観点から全く新しい免疫チェックポイント阻害
剤を生み出すことを目指す。 



マーに直接、ポリエチレングリコール(PEG)スペーサーを介して低分子化合物の複合化を行う。

また、低分子化合物に直接重合性基（ビニル基、グリシジル基）を導入し、高分子化する。この

他に、金ナノ粒子への固定化は、まずチオール基とアミノ基をもつ PEG で粒子を修飾した後に

低分子化合物の固定化を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）起点にする低分子化合物を

図２に示す。これらの低分子化合

物は、ブリストルマイヤーズスク

イブ社からすでに論文や特許で発

表されている免疫チェックポイン

ト 低 分 子 阻 害 剤 （ Programmed 

Death-Ligand 1に結合）である。 

 

（２）A原理のために図３のような

ペプチド進化分子工学を開発し

た。特に、低分子化合物と複合化し

たアミノ酸をランダム配列ペプチ

ド・ライブラリーを調製するため

に、新しい非天然アミノ酸導

入法を開発した。これまでの

非天然アミノ酸を tRNA にし

て翻訳過程で直接ペプチド・

ライブラリーに導入するの

で、導入する化合物が嵩高い

場合、翻訳過程でリボソーム

によるアミノ酸連結反応が

進行しない。そこで、まず比

較的低分子量のビシクロ

[6.1.0] ノ ン -4- イ ン

(exoBCN)を前駆体アミノ酸

としてランダム配列ペプチ

ドに導入してから、Click反

応によって非天然化合物を

導入できるようにした。

exoBCN 導入アミノ酸の導入

には、変異型の BCN結合アミ

ノ酸―tRNA 合成酵素を用い

た①。exoBCN導入したペプチ

ドのランダム配列ライブラ

リーに、図４で示すようにテ

トラジンを

結合した低

分子化合物

を、有機溶媒

を含む溶液

中 で Click

反応によっ

て導入した。

そして、リボ

ソーム・ディ

スプレイ法

で PD-L1を標的としてアフィニティ選択を行った。 
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図２ 本研究で起点に用いたブリストルマイヤーズス
クイブ社から報告されている免疫チェックポイント阻
害剤。 

図３ 本研究で用いた進化分子工学の方法論。ランダム配列
の DNA から無細胞翻訳系でランダム配列のペプチド・ライブ
ラリーのリボソーム・ディスプレイを調製し、PD-L1へのアフ
ィニティ選別を行った。 

 

図４ 低分子化合物に Click反応できるテトラジンを導入。 



（３） B原理では、BMS-8のビフェニル部を中心に図５に示すような誘導体を合成し、分岐型

ポリエチレングリコ―スへの複合化を行った。ポリアミドアミン（PAMAM）デンドリマーの第 6

世代型（256 個のアミノ基をもつもの）と第 4世代（64 個のアミノ基をもつもの）に直接、ポ

リエチレングリコール(PEG)スペーサーを介したものに複合化を行った。低分子化合物に重合性

基（ビニル基、グリシジル基）を導入し、高分子化も試みた。金ナノ粒子への固定化は、まずチ

オール基とアミノ基をもつ PEGで修飾した後に行った。BMS導入量は金ナノ粒子上に残存するア

ミノ基の量から定量した。 

 

（４）得られた化合物の阻害活性を分子間相互作用として Bio-Layer Interferometry（BLI）法

や AlphaLISA により測定した。 

 

４．研究成果 

（１）進化分子工学により得られたぺプチド配列を図５左に示す。図５右に示すようにマススペ

クトルから調製を確認することができた。しかし、BLI法によって PD-L1との相互作用を検討す

ると修飾前の BMS-1166 より活性が低下したことが分かった。テトラジン結合の BMS1166 でも著

しい活性低下が観測され、ペプチド修飾によっても高活性化はできなかった。 

 

（２）BMS-8では、図７に示すように、分岐型ポリエチレングリコールとの複合化により多価
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図６ 右に進化分子工学で選別されたペプチド配列。左にペプチドの合成を示すマススペ
クトル。Bは BMS-1166を結合したアミノ酸を示す。 
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図５ BMS-8 誘導体に官能基を導入して C2 や C3 化合物を合成し、これを 8 分岐型ポリエチレ
ングリコールへ導入した。 



化することにより、活性の増加が観測された。特に、C3型では、BMS-8（IC50＝7.2μM）と比較

して、顕著な活性増加を観測された②。 

BMS-1166 については、PAMAM デンドリマーには第 4世代の 64 個のアミノ基をもつものと複合

化を行い、AlphaLISAにより PD-L1との相互作用を調べた。すると図８に示すように、デンドリ

マー単独の活性は全くなく、デンドリマー結合 BMS-1166は、BMS-1166単独には若干劣るものの、

抗体医薬の Nivolumabに匹敵する活性を示した。しかしながら、金ナノ粒子固定化では BMS1166

の固定化量にかかわらず、PD-L1への結合性は観測されなかった。BMS-1166の多価化を行うこと

ができたが、多価化により阻害活性の増強は観測することができなかった。また、高分子化のた

めの BMS-1166へのビニル基あるいはグリシジル基導入を行うことができた。しかし、両方とも

単独でも共重合でも高分子化することができなかった。また、金ナノ粒子への固定化でも顕著な

効果は観測できなかった。 

本研究では、低分子化合物の多価効果は観測されたものの、低分子化合物によって、その効果

は異なった。今後は、化合物の分子構造に応じた適した修飾法を今後さらに検討してゆく必要が

ある。 

 

＜引用文献＞  

① Annika Borrmann, Sigrid Milles, Tilman Plass, Jan Dommerholt, Jorge M. M. Verkade, 

Manfred Wießler, Carsten Schultz, Jan C. M. van Hest, Floris L. van Delft, Edward 

A. Lemke, Genetic Encoding of a Bicyclo[6.1.0]nonyne-Charged Amino Acid Enables 

Fast Cellular Protein Imaging by Metal-Free Ligation, ChemBioChem, 13, 2012, 2094-

9. 

② Eun-Hye Kim, Ning Boyang, Masuki Kawamoto, Hideyuki Miyatake, Eiry Kobatake, 

Yoshihiro Ito, Jun Akimoto, Conjugation of biphenyl groups with poly(ethylene 

glycol) to enhance inhibitory effects on the PD-1/PD-L1 immune checkpoint 

interaction, J. Mater. Chem. B, 8, 2020, 10162-71. 

図８ PAMAMデンドリマーと複合化した BMS1166の PD-1/PD-L1相互作用の阻害活性。 
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