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研究成果の概要（和文）： 

 
独自の鋳型誘起合成により、リン酸化タンパク質（鋳型）を認識する機能性ペプチドを、鋳型
から転写合成する方法を開発した。本課題では、特に上皮成長因子受容体(EGFR)の下流のシグ
ナル伝達において、リン酸化タンパク質を認識するアダプタータンパク質である Grb2-SH2 ド
メイン (Growth-factor Receptor-Bound protein 2/Src Homology 2)の疑似ペプチドを創製すること
に成功した。このペプチドは、Grb2-SH2 ドメインを凌駕するリン酸化タンパク質選択性を示し、
EGFR を高発現する癌細胞に対して選択的な細胞増殖抑制作用を示した。さらに癌モデルマウ
スにおいても顕著な癌選択的増殖抑制効果を示すことを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
A new synthetic strategy for obtaining artificial receptors that selectively regulate and/or control specific 

protein/protein interactions was developed based on the template-assisted and the self-activating click 

reaction applied to a combinatorial library. Synthetic mimics of the Grb2-SH2 domain, examined as a 

model case, selectively bound to a target signaling protein to induce cytotoxicity and inhibit tumor 

growth in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ジェレミ・サンダー教授らによる平衡反応
を巧みに利用した機能性材料分子の合成研

究に代表されるように、ダイナミック•コン
ビナトリアルケミストリー（DCC）を用いた
ユニークな分子創製の概念が国内外で大い
に注目されていた。しかし、生体機能性分子
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の創製という観点から本概念が利用された
例はほとんどなかった。一方、研究開始当時、
反応速度が早く簡便であり、しかも生体分子
の相互作用に影響を与えないような高速有
機合成反応、例えば Grubbs らによるメタセシ
ス反応や Meldal/Sharpless らのクリック反応
の機能性材料や生体制御物質への更なる展
開に注目が集まっていた。報告者もこの２つ
の反応を凌駕するような反応速度と簡便性
を持つ反応として、超高速 6-アザ電子環状
反応を開発し（Tanaka, K. et. al. J. Am. Chem. 

Soc., 2002, 124, 9660, Angew. Chem. Int. Ed., 

2008, 47, 102）、更なる効率的な反応の開発と
ケミカルバイオロジーへの展開を計画して
いた。このような背景のもと、DCC の概念と
これら高速結合形成反応の積極的な活用を
基盤とした、新たな機能性分子創製の着想に
至った。 

 

２．研究の目的 

 

 細胞にはペプチド、タンパク質、または糖
鎖など多様なリガンド、ならびにそれらに対
応する多数の受容体の作成と準備がなされ
ており、それぞれに応じたシグナルを伝達す
ることで、生体内応答を増幅または減衰させ
その機能調節に貢献している。また免疫応答
反応に代表されるように、自己は外敵（リガ
ンド）に特異的に結合する抗体をオーダーメ
イドで作成することができる。本研究課題は、
このような生体分子の特異的な相互作用に
ヒントを得て、特定のタンパク質に強く結合
する糖鎖リガンド、または特定のタンパク質
に選択的に結合するペプチド性イディオタ
イプを、DCC と高速有機合成反応を併用して
自由自在に創製し、さらにそれら創製分子を
用いて機能性生体分子の相互作用を制御す
ることを目的とした。生体内現象を模倣した
合成有機化学からの新たな挑戦、“シンセティ
ックバイオロジー”の実施を本研究の大きな
目的とした。 
 

３．研究の方法 

 
 本研究課題では、特定のタンパク質、中で
も細胞内リン酸化タンパク質に選択的に結
合するペプチド性イディオタイプの創製に
取り組んだ。タンパク質リン酸化に起因する
シグナル伝達は成長、増殖、生死などを制御
する極めて重要な経路で、がん細胞において
はこのシグナルが過剰に伝達され、細胞増殖
やアポトーシス抵抗性を引き起こす。そこで
リン酸化シグナルの遮断は抗がん作用に繋
がるため、キナーゼ阻害剤であるゲフィチニ
ブなどの抗がん剤が開発されてきた。一方、
リン酸化タンパク質とそれを認識するタン
パク質の結合を阻害することでシグナルを

遮断する試みも多数行われてきた。その多く
はリン酸化ペプチドやそのミミックを用い
るもので、標的タンパク質が複数のリン酸化
シグナルに対応しているために選択性に問
題があった（図１）。これに対して報告者は、
独自の鋳型誘起反応により、リン酸化タンパ
ク質（鋳型）を認識する機能性ペプチドを、
鋳型から転写合成する方法を考案した。得ら
れるペプチドは特定のリン酸化タンパク質
に選択的で、個々のタンパク質-タンパク質間
相互作用を制御可能な分子をテイラーメイ
ドに設計できると考えた。本課題では、この
戦略により、上皮成長因子受容体(EGFR)の下
流のシグナル伝達において、リン酸化タンパ
ク質を認識する重要なアダプタータンパク
質である Grb2-SH2 ドメイン (Growth-factor 

Receptor-Bound protein 2/Src Homology 2)の疑
似ペプチドを創製することを計画した。 

 

図１ リン酸化シグナルシグナルを制御す
るための２つのアプローチ 
 
４．研究成果 
 

１．鋳型誘起合成の戦略と Grb2-SH2 ドメイ
ン疑似ペプチドの創製 

 報告者らが実際に行った鋳型誘起合成の
概略を図２に示す。報告者らはこれまでに、
1 のようなペプチド（図４、ペプチド 1 参
照）が、２つのリジン残基を介してリン酸
基と結合することを見出していた。そこで、
アジド基のような反応基を備えたペプチド
1 に対して、鋳型となる標的リン酸化タン
パク質を配位させた後（図２、ステージⅠ）、
さらに幾つかのペプチドライブラリーを同
時に作用させることにより、最終的にこの
ライブラリーの中から鋳型にフィットする
ペプチドが選択されると考えた（ステージ
Ⅱ）。この段階で、非可逆的な結合形成反応
（鋳型誘起反応、ステージⅢ）を実施する
ことにより、鋳型のリン酸化タンパク質に
選択的に結合するペプチドが得られると予
測した。 

 



 

 

図２ リン酸化タンパク質（鋳型）を認識す
る機能性ペプチドを鋳型から転写合成する
概念図 

 

 当初、非可逆的な結合形成反応として、
１価銅と塩基の存在下におけるアジド基と
アセチレン基との Huisgen[3+2]環化反応を
検討していたが、ペプチドを基質として用
いた場合には、銅イオンが基質に強く配位
するために、反応が良好に進行しなかった。
さらに、塩基性条件下で異性化しやすいペ
プチドには使用できず、鋳型誘起合成に耐
えうる結合形成反応として利用することが
できなかった。そこで反応条件を精査した
結果、塩基に代わる新たな添加剤としてヒ
スチジン誘導体を見出し、中性条件下での
Huisgen 環化反応を実現した。さらにヒスチ
ジンをペプチドに導入することによって
（図３）、「自己活性化型」に反応を進行さ
せることが可能であり、これまで難しいと
されてきた複雑なペプチド同士の反応を良
好に進行させることに成功した。 

 

 
図３ ヒスチジン活性化基による自己活性
化型クリック反応 

 

 そこで以上の知見を基に、Grb2-SH2 ドメ
イン疑似ペプチドの鋳型誘起合成を実施し
た（図４）。実際の検討では、Grb2/SH2 が認
識するリン酸化部分配列に選択的な分子を
効率良く得るために、既知のモデルリン酸
化環状ペプチド 3 を鋳型として用いた（図
４）。さらにアセチレンペプチドライブラリ
ー2 を構成するアミノ酸は、既に報告されて
いるGrb2-SH2ドメインとペプチド 3との X

線結晶構造解析を基に選択した。すなわち、
ヒスチジン残基を導入したペプチド 1 に対
して、リン酸化ペプチド 3（鋳型）の存在下、
および非存在下で、アセチレンペプチドラ
イブラリー2 との Huisgen 反応を行った。
HPLC を用いて鋳型の有無による生成物の
相違を検討した結果、３種類のクリックペ
プチド 4a-c がリン酸化ペプチド 3 の存在下
で顕著に再現性良く生成することが判明し
た。 

 

図４ Grb2-SH2 ドメイン疑似ペプチドの鋳
型誘起合成 

 

 そこで、これらペプチドを固相法によっ
てグラムスケールで再合成し、蛍光標識し
た環状リン酸化ペプチド 3 に対する解離定
数を求めた結果、それぞれ数M 程度の相互
作用を示すことが判明した（4a: 1.5M, 4b: 

2.4M, 4c: 2.4M）。このように、報告者が
開発した鋳型誘起合成法を用いて、
Grb2/SH2 ドメインの疑似低分子となり得る
ペプチドを創製することができた。 

 さらにリン酸化ペプチド 3 との相互作用
を向上させることを目指して、ペプチド 4a

の配座固定を検討した。すなわち、4a の２
つのグリシンに対して cis-2-ブテンで架橋し、
環状構造を組むことにより、リン酸基の認
識に重要な 2 つのリジン残基が互いに接近
する。その結果、リン酸基との相互作用が
より増大すると期待した。期待したように、
合成した環状ペプチドは、リン酸化ペプチ
ド 3 に対して 590nM の解離定数を示し、直
鎖型のペプチド 4aに比較して約３倍の向上
を実現した。 

 

２．Grb2-SH2 ドメイン疑似ペプチドの細胞
内シグナル伝達に及ぼす影響 

 次いで報告者は、上記で得られたクリッ
クペプチドのうち、合成供給や誘導化が容
易な 4a を基本分子として、TAMRA 蛍光や
ビオチン標識体（図５）を調製して、細胞
内のシグナル伝達に及ぼす影響を検討した。 

 

 

図５ 蛍光やビオチン標識クリックペプチ
ドの構造 

これら標識基は、ペプチド 4a の活性に影響



 

 

を与えないように、C 末端に対してグリシン
／システインを介して導入した。まず、EGFR

を高発現する A431 ヒト扁平上皮癌細胞
（Grb2-SH2 を介したシグナル伝達が細胞増
殖に寄与する）に対して TAMRA-4a を作用さ
せたところ、濃度依存的に細胞内に取り込ま
れることが判明した（図６Ａ）。そこで、A431

癌細胞に対して 10M の 4a を 37
o
C で 6 時間

作用させたところ、顕著な細胞増殖抑制活性
やアポトーシス誘導活性を示すことが判明
した（図６Ｂ）。一方、EGFR を高発現しない
C6 ラットグリオーマ細胞に対してもペプチ
ド 4 は細胞内に取り込まれたが、これらの効
果は全く認められなかった（図６Ｃ）。さら
に、Huisgen 反応前駆体ペプチド 10 を用いた
場合にも、両者の細胞に増殖抑制効果は見ら
れなかった（図６Ｄ）。 

 

図６ クリックペプチド 4 の細胞内導入効
率と細胞増殖抑制やアポトーシス誘導活性 

 

 そこで、ビオチン標識体（biotin-4a、図５）
を用いて A431 細胞ライセートから標的の
リン酸化タンパク質を探索した。EGFR 細胞
のライセートに対して 100Mの biotin-4aを
作用させた後、アビジンビーズで標的タン
パク質を抽出した。SDS-PAGE/リバース染
色により解析したところ、65kDa に強度は弱
いものの、明確なバンドを認めることがで
きた（図７Ａ）。そこで、EGFR シグナル伝
達経路において、Grb2/SH2 が認識する４つ
の代表的なリン酸化タンパク質（EGF, Gab1, 

Shc, IRS-1）、および CrkL/SH2 が認識する２
つのリン酸化タンパク質（CAS, CBL）の抗
体を用いてウエスタンブロッティングを行
ったところ、Shc 抗体を用いた場合に 65kDa

のバンドを検出することができた（図７Ｂ）。
さらに Shc 抗体と proteinA-アガロースを併
用することにより、細胞内で結合した 4a/リ
ン酸化 Shc 複合体を抽出することに成功し
た。以上のように、4a は A431 細胞内でリ
ン酸化 Shcタンパク質に選択的に結合して、
細胞選択的に増殖抑制活性を示すことが明
らかとなった。 

 

 

図７ ビオチン標識ペプチドを用いた標的
リン酸化タンパク質の探索 

 

３．Grb2-SH2 疑似ペプチドの動物レベルで
の癌選択的増殖抑制効果 

 さらにペプチド 4a は、動物内でも選択的
に望む癌の増殖を抑制することが判明した。
標的の A431 細胞または C6 細胞を移植した
それぞれの癌モデルマウスに対して、4a の
血中内濃度が細胞実験で増殖抑制阻害を示
した濃度の１０倍（100M）になるように、
１週間継続して尾静脈注射を行った。その
結果、脳、心臓、肺、肝臓、脾臓、あるい
は腎臓の質量変化には全く影響を与えるこ
となく、A431 癌の体積増加を選択的に抑制
することが分かった。さらに、EGFR を高発
現しないC6癌の増殖にも全く影響を及ぼさ
ないことが判明した。すなわち、動物内で
も毒性を与えることなく、望みの細胞増殖
を選択的に制御するペプチド分子を創製す
ることに成功した。 

 このように、報告者が開発した「鋳型誘
起合成」を経て創製したクリックドペプチ
ドは、細胞内に効率的に取り込まれ、リン
酸化 Shc タンパク質に選択的に結合すると
ともに、望むシグナル伝達を制御できるこ
とを示した。 

 

４．「鋳型誘起合成」に利用できる効率的結
合形成反応の開発 

 上記研究では、「自己活性化型クリック反
応」を鋳型誘起反応における結合形成反応と
して積極的に活用した。しかし、本研究課題
をさらに進める上で、用いることのできる基
質の制限に加えて、銅試薬を当量用いなけれ
ばならない等の問題により、本反応を用いた
組織上や生体内での実施を含めた一般的展
開は困難であることが判明した。一方、この
間報告者は、共役イミン誘導体が新奇な[4 



 

 

+4]反応を速やかに起こすことを見出した。共
役イミンは、不飽和アルデヒドと生体にも多
く存在するアミンから容易に生成するため 、
この[4+4]反応を生体内でも使用できる新し
い鋳型誘起反応として活用することを想起
した。様々な不飽和アルデヒドとアミンを反 

応させることにより、中間に生成する共役イ
ミンが温和な条件下、速やかに[4+4]反応を起
こし、ジアザビシクロオクタンや、さらに 1

分子のアミンが架橋した誘導体が高収率で
得られることが分かった。本反応は生体内で
も実施することが可能であると考えられ、本
課題が目指す生体内での様々な酸性官能基
や生体金属を鋳型として鋳型誘起合成を実
施することのできる結合形成反応として見
出した。 
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