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研究成果の概要（和文）： 

我々が見出した受容体型チロシンキナーゼの自己リン酸化部位の一次構造を基に設計し

たチロシンキナーゼ阻害ペプチドについて，がん細胞に対する作用を調べた。その結果，が

ん細胞において細胞膜を透過し，レセプターチロシンキナーゼの自己リン酸化を抑制する

ATP 非競合的作用機序を持つチロシンキナーゼ阻害ペプチドを明らかにした。さらにそれら

のペプチドはがん細胞に対して細胞増殖抑制効果, 細胞毒性, 及びアポトーシスに影響を及

ぼすことから，抗がん剤のシードとなり得る可能性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Previously, based on amino-acid sequences of autophosphorylation sites of receptor 

tyrosine kinase such as EGFR and IR, we designed small peptides which inhibit 

phosphorylation of EGFR or IR effectively. The aim of this study was to observe the effects 

of these peptides on tumor cells.  We found that membrane-permeable synthetic peptides 

derived from EGF receptor autophosphorylation sites have the potential to suppress EGF 

receptor function in A549 cells and derived from IGF-1 receptor autophosphorylation sites 

have the potential to suppress IGF-1 receptor function in MCF-7 cells.  These peptides 

have the potential to be developed into novel and useful agents for cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

受容体型チロシンキナーゼ（RTK）は，細

胞内シグナリングを調節し細胞の増殖，分化

等を誘導する重要な膜タンパク質であり，そ

の過剰発現は種々のがんの増殖因子となっ

ている。中でも上皮成長因子受容体（EGFR）

は，さまざまな悪性腫瘍で過剰発現がみられ，

がんにおけるその過剰発現は予後不良因子

である。現在，小分子の EGFR阻害剤である

gefitinib（商品名 Iressa）及び erlotinib

（Tarceva）が非小細胞肺がん治療に、EGFR

モノクローナル抗体の cetuximab（Erbitax）

機関番号：３４５２１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：２０１０ ～ ２０１２   

課題番号：２２５９００７６ 

研究課題名（和文）  

ATP非競合的作用機序を持つチロシンキナーゼ阻害ペプチドの研究 

研究課題名（英文）  

The inhibitory potency of peptides derived from autophosphorylation sites of receptor 

tyrosine kinase in a non-ATP-competitive mechanism on tumor cells. 

研究代表者 

黒田 義弘（ KURODA YOSHIHIRO ） 

姫路獨協大学・薬学部・教授 

研究者番号：９００９３２３６ 

 

 



 

 

が結腸および直腸がん治療に承認され臨床

で用いられている。また，インスリン様成長

因子-1（IGF-1）は乳がん及び前立腺がんの

細胞の成長を刺激する因子で，抗 IGF-1R抗

体の R1507が，現在、臨床試験段階にある。

このように，RTKの活性を阻害する物質は抗

がん剤として有望であり，近年臨床に用いら

れるようになった。しかしながら，現在使用

されている小分子の RTK 阻害剤は全て、チ

ロシンキナーゼの触媒領域において ATP と

競合してキナーゼ活性を阻害するため，高濃

度の ATP が存在する細胞内においては，高

容量の投与が必要となり副作用発現のリス

クも高い。また，生体内には数百種類以上の

チロシンキナーゼ及びセリン/スレオニンキ

ナーゼ類が存在し，これらすべてのキナーゼ

に ATP は結合するため，ATP 競合阻害剤が

分子標的治療薬と呼ばれることに疑問が残

る。そこで，ATP 非競合型の RTK 阻害剤に

着目した。 

申請者はこれまでに，精製した受容体を用

いた検討により，EGFR及びインスリン受容

体（IR）自己リン酸化部位アミノ酸配列を含

むオリゴペプチドが擬似基質として自らの

活性を抑制することを見出した。また，これ

らオリゴペプチドの中から ATP 非競合阻害

作用を持つと考えられるオリゴペプチドを

見出した。これらのオリゴペプチドは ATP

非競合型の RTK 阻害剤として，抗がん作用

が期待できる。 

 

２．研究の目的 

我々が見出した受容体型チロシンキナー

ゼ(RTK) の自己リン酸化部位の一次構造を

基に設計したチロシンキナーゼ阻害ペプチ

ドによる，がん細胞に対する細胞増殖抑制作

用および RTK の自己リン酸化阻害作用を検

討する。その結果より示される，RTK 阻害作

用の細胞内 ATP 濃度依存性およびオリゴペ

プチドの RTK 選択性から，ATP 非競合的作

用機序を持つ RTK 阻害剤を見出し，このオ

リゴペプチドが抗がん剤開発のためのシー

ドとなる可能性を示す。 

 

３．研究の方法 

EGFR及び IGF-1Rの自己リン酸化部位の

アミノ酸配列を基に細胞膜透過性を付与し

た短いオリゴペプチドを設計し，がん細胞

（A431，A549，MCF-7）に作用させ, がん

細胞におけるEGFRおよび IGF-1Rのリン酸

化に及ぼすペプチドの影響を評価し，さらに

ペプチドの細胞増殖抑制効果，細胞傷害性，

アポトーシス誘導効果について評価した。 

(1) 自己リン酸化部位由来オリゴペプチドの

設計と合成 

精製した受容体を用いた EGFR自己リン

酸化阻害活性の評価あるいは IR自己リン酸

化阻害活性の評価において ATP競合的阻害

作用が示唆されたペプチド及び ATP非競合

的阻害作用が示唆されたペプチドについて，

細胞膜透過性を高めるために Tat ペプチド 

(YGRKKRRQRRR) (HIV1-Tat(47-57)) を N

端に結合したペプチドを合成した。

epsilon-aminocaproic acidをTat及びペプチ

ド間の架橋剤として用いた。 

 

(2)  ペプチドの細胞膜透過性 

蛍光色素 FITCで標識した Tat結合ペプチ

ドを合成し，3.5cm ガラスボトム dish 上で培

養した細胞に加えた。各ペプチドの細胞内局

在を共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察する

ことによって，生細胞におけるペプチドの細

胞膜透過性を評価した。 

 

(3) リン酸化に及ぼす影響の評価 

Tat結合ペプチドによる，各がん細胞にお

けるそれぞれのチロシンキナーゼ受容体 

EGFR, HER2, IGF-1Rのリン酸化に及ぼす

影響を，抗チロシン 1173 リン酸化 EGFR抗

体，抗チロシン 1248 リン酸化 HER2 抗体，

および抗チロシン 1165/1166リン酸化

IGF-1R抗体を用いたウエスタンブロット解

析により検討した。また，その下流のシグナ

ルに重要な AKT, ERK などのリン酸化につ

いても評価した。 

 

(4) 細胞機能に及ぼす影響の評価  

Tat結合オリゴペプチドによる，がん細胞

の細胞増殖への影響を MTT assay により，

細胞傷害性を LDHの放出量の測定により，

アポトーシスへの影響をカスパーゼ３活性

の測定により評価した。 



 

 

４．研究成果 

 

(1) EGFRリン酸化阻害ペプチド 

 

これまでにEGFRの自己リン酸化部位の一

次構造を基に, 数種類のオリゴペプチドを設

計した（図１）結果, Ac-ENAEYLR-NH2及

び Ac-NYQQN-NH2は ATP非競合的に, ま

た, Ac-QNAQYLR-NH2及び

Ac-DYQQD-NH2 は ATP競合的に EGFRの

自己リン酸化を抑制することを見出した。こ

れらのペプチド４種について EGFRに変異

のないヒト肺がん細胞株である A549細胞に

対する影響を評価した。使用したペプチドの

アミノ酸配列を図２に示した。 

 

図１：EGFR 自己リン酸化部位

由来のペプチド設計 

図２：EGFR リン酸化阻害ペプ

チドのアミノ酸配列 

 

①細胞膜透過性 

４種のペプチドはすべて A549 細胞の細胞

膜を透過し，細胞質内に到達しうることを確

認した（図３）。 

 

図３：A549 細胞における FITC 標識

EGFR リン酸化阻害ペプチド

の局在 

 

②リン酸化抑制効果 

 ４種のペプチドはA549細胞においてEGF

刺激時の EGFR のリン酸化を抑制した（図

４）。 

 

図４：A549 細胞におけるペプチドの

EGFR リン酸化抑制効果 

 

③細胞増殖抑制効果，細胞傷害性，アポトー

シスの誘導 

 A549 細胞において Tat-ENAEYLR は

EGF による細胞増殖抑制効果および細胞傷

害性が強いこと， Tat-DYQQD および

Tat-NYQQN は EGF によるアポトーシス抑

制効果を抑制することが明らかになった（図

５）。 

 

図５：A549 細胞におけるペプチドの

細胞増殖抑制効果，細胞傷害性，

アポトーシスの誘導に及ぼす

影響 

 

以上より，EGFR の自己リン酸化部位由来ペ



 

 

プチドが，その自己リン酸化阻害作用によっ

て，抗腫瘍効果をもたらす可能性が明らかに

なった。中でも ATP 非競合的作用機序を持

つ Tat-ENAEYLR は抗がん剤開発のための

シードとなり得ると考えられる。 

 

(2) IGF-1Rリン酸化阻害ペプチド 

 

インスリン様成長因子-1 受容体 (IGF- 1R) 

は，がん細胞の生存，増殖に重要な役割を果

たしており，抗がん剤開発の標的のひとつで

ある。これまでに，インスリン受容体 (IR) の

自己リン酸化部位の一次構造を基に，数種類

のオリゴペプチドを設計した（図６）結果，

Ac-DIYET-NH2 及 び Ac-DYYRK-NH2 は

ATP 非競合的に，また，Ac-NIYQT-NH2 及

びAc-NYYRK-NH2 はATP競合的に IRの自

己リン酸化を抑制することを見出した。

IGF-1R は IR と高い相同性をもつことから

これらのペプチドの作用を IGF-1Rに反応性

のヒト乳がん細胞株である MCF-7 において

評価した。使用したペプチドのアミノ酸配列

を図７に示した。 

 

図６：IR 自己リン酸化部位由来のペ

プチド設計 

 

図７：IGF-1R リン酸化阻害ペプチド

のアミノ酸配列 

 

①細胞膜透過性 

４種のペプチドはすべて MCF-7 細胞の細

胞膜を透過し，細胞質内に到達しうることを

確認した（図８）。 

 

 

 

図８：MCF-7 細胞における FITC 標

識 IGF-1Rリン酸化阻害ペプチ

ドの局在 

 

②リン酸化阻害効果 

４種のペプチドは MCF-7 細胞において

IGF-1R 刺激時の IGF-1R のリン酸化を抑制

した（図９）。 

 

  図９：MCF-7細胞におけるペプチド 

     の IGF-1Rリン酸化抑制効果 

 

③細胞増殖抑制効果，細胞傷害性，アポト

ーシスの誘導 

細胞増殖抑制に関しては Tat-DYYRKおよ

び Tat-NYYRK が効果的であった。細胞毒性

は Tat-NIYQT および Tat-NYYRK が強かっ

た。アポトーシスの誘導は Tat-NYYRK によ

ってのみ検出された。 

 

以上より，IGF-1の自己リン酸化部位由来ペ

プチドが，その自己リン酸化阻害作用によっ

て，抗腫瘍効果をもたらす可能性が明らかに



 

 

なった。中でも ATP 非競合的作用機序を持

つ Tat-DYYRKは抗がん剤開発のためのシー

ドとなり得ると考えられる。 
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