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研究成果の概要（和文）：EGF レセプターを標的とする新たな抗がん薬の開発に向けて、その

二量化を阻害するペプチドの設計を行った。EGF レセプターの二量化複合体の結晶構造にヒン

トを得て、二量化界面に存在する β-ヘアピンアームの先端ループ構造を模倣した環状ペプチド

が EGF レセプターの活性化を阻害することを見出した。そこで、その環状ペプチドの構造を改

変してより強い阻害活性を得るための手段として、2 種類の活性測定法を構築した。 
 
研究成果の概要（英文）：Aiming at development of new EGF-receptor-targeting anti-cancer drugs, a 
peptide that inhibits the receptor dimerization has been designed, based on the crystal structure of the 
receptor ectodomains dimerized by EGF.  A cyclic peptide, which mimics the loop structure of a 
β-hairpin arm existing at dimerization interface, was revealed to reduce dimer formation and 
autophosphorylation of the receptor.  In addition, two different assay methods have been established for 
optimization of the peptide structure to gain higher inhibitory activity against the EGF receptor. 
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１．研究開始当初の背景 
 
上皮成長因子(Epidermal Growth Factor; 

EGF)レセプターは、細胞の増殖・分化などに
深く関わっている一方で、肺がんの細胞など
で過剰に発現していることから、EGF レセプ
ターの制御異常ががん細胞の無秩序な増殖
や転移を引き起こしているのではないかと
考えられている。生化学的な研究から、EGF
レセプターは細胞外領域にリガンド EGF が
結合すると細胞膜上で二量化し、それに伴っ
て細胞内のチロシンキナーゼドメインが活
性化されて二量体の相手分子のテイル部分

をリン酸化して“自己リン酸化”が起こるこ
とが知られている。 

EGF レセプターは、古くから抗がん薬の創
薬ターゲットとされ、 IRESSA®(一般名
gefitinib)など数多くの薬剤が細胞内領域のチ
ロシンキナーゼドメインを標的として開発
されてきた。しかし、近年、それらのキナー
ゼ阻害薬にはしばしば重篤な副作用が伴う
ことが知られるようになり、これまでとは異
なる視点からの抗 EGF レセプター薬の設計
やキナーゼ阻害薬の特異性を向上させる補
助薬の開発が望まれるようになっている。 

また、多くの研究者が、EGF レセプターの
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(細胞内のキナーゼではなく)細胞外領域を
標的とする薬剤の開発を目指して、EGF のア
ナログを合成し EGF に競合してレセプター
に特異的に作用するようなアンタゴニスト
を得ようとしてきたが、すべて失敗に終わっ
ている。そこで、私は、2002 年に自ら世界に
先駆けて明らかにした EGF によるレセプタ
ー細胞外領域の二量化複合体構造をヒント
に、「EGF レセプターの二量化そのものを阻
害する」という新たな視点から抗がん薬の設
計を試みようと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 

EGF レセプター細胞外領域の二量化複合
体構造を精査してみると、二量体内のレセプ
ター分子同士が接する界面は、細胞外のドメ
インⅠ～ⅣのうちドメインⅡに集中してい
る。特に、二量体を構成する片方のレセプタ
ー分子のドメインⅡから他方の分子のドメ
インⅡに“二量化アーム”と呼ばれる β-ヘア
ピンアームが伸びており、そのアーム先端の
ループ部分（アミノ酸残基 246–253）にレセ
プターの二量体形成を支える数多くの水素
結合が集中していることが見て取れる。そこ
で、本研究では、レセプター分子の二量化と
競合して阻害活性を持つような分子の設計
を目指して、この二量化アーム先端ループ構
造を模倣したペプチドを合成した。また、同
時に、これまでの煩雑で時間のかかった阻害
活性測定法に代わるアッセイ手法を確立し、
EGF レセプターの二量化阻害を戦略とする
薬剤リードの創製に向けて、阻害ペプチドの
改変および活性確認を推進することにした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 二量化アーム先端ループ模倣ペプチド
の設計と EGF レセプター阻害活性 
 
「二量化アーム先端ループ構造の模倣ペプ

チド」として、EGF レセプターのアミノ酸残
基 246–253 の配列に相当する直鎖状のオクタ
ペプチド YNPTTYQM およびその両端に Cys
残基をつけ、Cys の側鎖間にジスルフィド架
橋を形成させて環化して環状ペプチドとを
化学合成した（図１）。ペプチド鎖の伸長は
通常の Fmoc 固相合成法で行い、ペプチドの
環化は一般的な空気酸化の手法を用いた。合
成 し た 直 鎖 お よ び 環 状 ペ プ チ ド は 、
MALDI-TOF-MS で目的物であることを確認
した。 

EGF レセプターの二量化実験は、Fanger ら
の論文[FASEB J., 3, 71–75 (1989)]にしたがっ
て行い、試料ペプチドの二量化阻害効果を算
出した。二量化実験で阻害効果が確認された
ペプチドに関しては、Kim らの論文[Eur. J. 

Biochem., 269, 2323–2329 (2002)]にしたがっ
て、EGF レセプターの自己リン酸化に対する
阻害を調べた。 
 
(2) 二量化阻害環状ペプチドの活性測定法
の開発 
 
後述するように、二量化アーム先端ループ

構造を模倣した環状ペプチドは、10 µM 以下
の濃度で EGF レセプターに対する阻害活性
を示した。そこで、次はこのペプチドのアナ
ログを数多く合成しより強い阻害活性を持
つものを見出せばよいのだが、上で行った従
来の活性測定法では、定量性・再現性が低く
スループットにも劣る。そこで、たとえ間接
的な評価法であってもいいので、もっとスル
ープットの高い阻害活性の測定法を開発す
ることにした。 

 
図１．分子間水素結合は二量化アームの先端

ループ部分(246YNPTTYQM253)に集中している

ため、そのループ構造を模倣したペプチドを

設計した 



 

 

①生細胞を用いたリガンド-レセプター間の
親和性測定法の開発 

EGF レセプターへのリガンドの結合とレ
セプターの二量化とは密接な関連があるこ
とから、まず、リガンド-レセプター間の親
和性に対する影響からペプチドの阻害作用
を推察する手法を開発することにした。 
細胞膜タンパク質である EGF レセプター

を、活性を保持したまま精製するには時間が
かかるので、レセプターの大量調製を完了す
るまでの間に、生細胞を用いてリガンド-レ
セプター間の親和性測定法を開発した。具体
的には、表面プラズモン共鳴のチップ上にリ
ガンド EGF を固定化し、その表面に A431 細
胞の懸濁液を流すことにより、細胞表面に発
現しているレセプターと EGF との間の親和
性を測定した。 
 
②スクリーニング技術を利用した親和性 
ペプチド配列探索法の開発 

ペプチドはアミノ酸から構成され、固相法
という高度なコンビナトリアル合成技術が
確立された化合物である。そこで、「二量化
アーム先端ループ模倣ペプチド」のどこに阻
害活性に必要な部位（ファーマコホア）があ
るのかを探るために、混合合成された一連の
配列を持つペプチドの個々の標的タンパク
質への親和性を、混合物のまま評価する測定
法を開発した。具体的には、キャピラリー電
気泳動を用い、キャピラリー管の内部で標的
タンパク質との親和性にしたがって分離を
行い、泳動されてきたペプチドを質量分析で
同定するという手法である。 
 
４．研究成果 
 
(1) 二量化アーム先端ループ模倣ペプチド
の設計と EGF レセプター阻害活性 
 

EGF レセプターを高発現している A431 細
胞を Triton X-100 で可溶化した膜画分を用い
て、設計したペプチドの EGF レセプター二量
化に対する阻害効果を調べた。レセプターの
二量化は、EGF を作用させて二量体を形成さ
せ、Bis(sulfosuccinimidyl) suberate (略称 BS3)
を用いてレセプター分子を架橋した後、
SDS-PAGEで分離してから抗EGFレセプター
抗体で免疫染色して定量した。図２Ａは、ペ
プチド非存在下での値を 100%として、二量
体と単量体の比(レセプター二量化の程度)
を示したものである。白色棒が環状ペプチ
ド、灰色棒が直鎖ペプチドの効果を示したも
のである。直鎖ペプチドではほとんど阻害が
見られなかったのに対して、環状ペプチドで
は濃度依存的な二量化阻害効果が見られた。
また、二量化阻害活性を示した環状ペプチド
については、実際に 10 µM以下の濃度でA431

細胞における EGF レセプターの自己リン酸
化を阻害することがわかった（図２Ｂ）。 
これらの結果は、「二量化アーム先端ルー

プの構造を模倣したペプチド」が、10 µM 前
後の濃度で、二量化阻害を介した EGF レセプ
ター阻害活性を有している可能性を示して
いる。 
 
(2) 二量化阻害環状ペプチドの活性測定法
の開発 
 
①生細胞を用いたリガンド-レセプター間の
親和性測定法の開発 
ビオチン化した EGF をアビジンでコート

された表面プラズモン共鳴のセンサーチッ
プ表面に固定化しそこに浮遊させた A431 細
胞を流すことにより、固定化したリガンドと
A431 細胞表面の EGF レセプターとが結合す
る様子を示すシグナルを観察することに成
功した。このシグナルは、あらかじめ細胞に
遊離の EGF を添加しておくと消失すること
からリガンド-レセプター間の相互作用に特
異的なシグナルであると考えられる。 
このシグナルは A431 細胞に上述の阻害環

状ペプチドを添加することによっても強度
が減少するので、阻害ペプチドが EGF レセプ
ターへ相互作用(阻害)する目安となると考
えられる。 

 
図２．二量化アーム先端ループ模倣ペプチド

による、EGF レセプターの(A)二量化および

(B)自己リン酸化に対する阻害（灰色棒は、

ループ部分の配列 YNPTTYQM のみの直鎖ペ

プチド、白棒はその両端に Cys 残基を付加し

てそれらの側鎖間にジスルフィド架橋を形

成させた環状ペプチドのデータ） 



 

 

②スクリーニング技術を利用した親和性 
ペプチド配列探索法の開発 

キャピラリー電気泳動を用いて混合物の
状態にあるペプチドの個々の親和性を独立
に測定できるアッセイ系を確立した。この系
では、あらかじめ標的タンパク質の溶液をキ
ャピラリー中に注入してから、結合ペプチド
候補の混合物を電気泳動することにより、ペ
プチドがタンパク質溶液を通過する際に標
的タンパク質と相互作用するペプチドのみ
が遅れて泳動されることを利用している。 
モデル実験では、この手法を用いることに

より、ウシ血清アルブミン(BSA)のプロテア
ーゼ消化混合物の中からカルモデュリンと
いう酵素に結合する 3 つの消化断片を拾い出
すことに成功している（表１）。現在、EGF
レセプターに対する阻害環状ペプチドの
YNPTTYQM の配列部分をまったくランダム
に Ala 残基に置換したライブラリのコンビナ
トリアル固相合成を完了しており、EGF レセ
プターの細胞外領域を標的タンパク質とし、
この合成ペプチド混合物ライブラリをこの
アッセイ手法で探索にかければ、どのアミノ
酸側鎖が EGF レセプターの阻害に効いてい
るのかを同定することができる。 
 
表１．BSA のプロテアーゼ消化混合物の中から本
研究のスクリーニング手法を用いて拾い出した
カルモデュリン結合ペプチド断片 

BSA の Glu-C 消化断片 Kd値（µM） 
LLKHKPKATEE (BSA531–541) 10.3 
KQIKKQTALVE (BSA531–541) 147 
LLKHKPKATE (BSA531–540) 7.88 
拾い出した断片は別途化学合成し、表面プラズ

モン共鳴を用いてカルモデュリンとの親和性を
確認した（Kd値はそのときに求められた数値）。 
 
 
(3) まとめ 
 

本課題研究は、平成 21 年度に京都薬科大
学で開始され、最終年度(平成 23 年度)に研
究代表者が東京大学に異動して継続された。
しかし、残念ながら、最終年度は直前に発生
した東北地方太平洋沖大震災に端を発する
電力需給制限により、表面プラズモン共鳴装
置、キャピラリー電気泳動-質量分析装置を
ほとんど稼働することができなかった。そこ
で、最終年度は、機器分析研究を実施できな
かった代わりに、阻害ペプチド・リガンド・
レセプター細胞外領域の三者複合体の構造
解析に向けた研究を優先させ、18O-安定同位
体標識を用いた 3 本のジスルフィド架橋を持
つリガンドの大量調製法を確立した。 

今後、実際に、本研究で確立された様々な
手法を阻害環状ペプチドの構造最適化に適
用し、抗 EGF レセプター薬リードの探索に努
めてゆきたいと考えている。 
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