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研究成果の概要（和文）：cDNA display法のOne-pot調整に成功コストと時間の両面において大幅な削減が可能になっ
た。さらに、無細胞翻訳系と新規ピューロマイシン・リンカーを利用し、簡易かつ迅速に分子間相互作用を解析する方
法を開発した。これらをベースに低分子化合物としてビーズ上のアミノ基を特異的に認識する２つのジスルフィド架橋
構造をもつペプチドを試験管内淘汰することに成功し、それらが特有の架橋構造を有することを世界で最初に明らかに
した。これによりペプチドが低分子化合物を認識することが可能であることからナノ構造の認識分子として有用である
ことにもなり、今後、ナノテクノロジー分野への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded to improve the preparation of cDNA display molecule easily and e
fficiently with a one-pot preparational manner. Furthermore, we demonstrated the biotin binding capacity o
f streptavidin magnetic beads decreased by mRNA-binding ribosomes, resulted in the low yield of cDNA displ
ay molecules. Secondly, we developed an easy and rapid molecular-protein interaction analysis using a cell
-free translation and a novel puromycin-linker by a pull-down manner. Finally, by using these techniques, 
in vitro selection using 30 amino acids random library containing cysteine against amino group on the soli
d-phase was performed. As a result, an amino group-binding peptide aptamer containing two disulfide bonds 
which have a unique structure has explored. This shows that a peptide has capability to recognize small mo
lecules with a low-molecular weight. In the future, peptides will be more and more applicable for nanotech
nology as a recogniton material of nano sturcture.
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは 1997 年に世界に先駆けて進化

工学的手法であるファージディスプレイの
試験管内版 “in vitro virus”法を開発した
(Nemoto et al. FEBS lett 1997)。これは無細胞
翻訳系中で mRNA とそれにコードされたタ
ンパク質を mRNA の 3’末端に連結したピュ
ーロマイシンを介して結合させるもので
mRNA ディスプレイ法とも呼ばれている。In 
vitro virus 法は従来のファージディスプレイ
法に比べスクリーニング可能なライブライ
リサイズを飛躍的に（1012 程度まで）向上さ
せることができるものの mRNA に由来する
不安定性により選択条件に大きな制限があ
った。このため申請者らは in vitro virus 法の
強みであるライブラリサイズを保ちつつ安
定化し、様々な選択条件下でスクリーニング
を可能にする cDNA ディスプレイ法を開発
した（Yamaguchi, Nemoto et al. Nucleic Acid 
Res 2009）。無細胞翻訳系を用いたタンパク質
の in vitro selection法としては ribosomeディス
プレイが近年、そのライブラリサイズの大き
さゆえにファージディスプレイの代りに利
用され成功をおさめている。この分野は年々
発表される論文数も着実に増えているが
mRNA ディスプレイと同様その不安定性に
よる選択条件の制限が大きな課題である。申
請者らは cDNAとそれにコードされたタンパ
ク質を共有結合で連結することに成功した
ため選択条件における温度、pH の幅を飛躍
的に拡張したのみならず、選択プロセスに入
る前の前処理としてライブライリのタンパ
ク質やペプチドを修飾することが可能にな
った。具体的には酸化と酵素的リフォールデ
ィング過程をペプチドライブラリに施すこ
とでインターロイキン 6レセプター(IL-6R)特
異的に 10 nM 程度で結合する 32 残基のペプ
チ ド ア プ タ マ ー の 取 得 に 成 功 し た
（Yamaguchi, Nemoto et al. Nucleic Acid Res 
2009）。取得されたペプチドアプタマーの特
徴として２つのジスルフィド結合を有し、こ
れが活性に不可欠であった。このことより、
①ランダム配列からジスルフィド結合によ
って安定化した構造のペプチド（アプタマ
ー）を創出できる、②創出したペプチドは極
めて特異的に標的分子に結合し得ることが
分かった。 
従来、低分子化合物を認識するのは抗体の

みでペプチドでは不可能と考えられている。
しかしながら結晶解析で得られている抗体
が蛍光分子 fluorescein を認識する部分や
FYVE domain が 基 質 で あ る
Phosphatidylinositol 3-phosphatate を認識する
領域はアミノ酸にして高々30 残基程度であ
ることがわかる(Kutateladze, BBA, 2006)。本
研究ではジスルフィド結合によって安定化
構造をとるペプチドのライブラリを作製し、
進化工学的手法により低分子化合物に特異
的に結合するペプチド（アプタマー）取得の
技術基盤を構築し、その機能解析を行う。 

申請者はすでに次のような予備的結果を
得ている。 

 
 ①ランダムな 30 残基のペプチドライブラ
リより蛍光分子 Cy-3 に特異的に解離定数
10~100 nM 程度で結合するジスルフィド結合
を有するペプチドを取得した。 
②システイン含有量を 20％程度まで高め

たコドン単位のランダムライブラリの合成
とその配列確認を行った。 
③無細胞翻訳系を用いたペプチド合成・精

製法と表面プラズモン共鳴法（SPR）の組合
せによる迅速な解離定数決定法の実験で良
好な結果が得られた。 
 
２．研究の目的 
研究の全体構想は低分子化合物に対し抗

体程度の親和性・特異性で結合するペプチド
を創製することである。進化工学的手法を用
いて大きさが 30 残基程度で複数のジスルフ
ィド結合を有する低分子結合ペプチド（アプ
タマー）を取得し、その認識メカニズムを解
明する。 
 ペプチドアプタマーは認識分子として抗
体の低分子化の流れを究極的に追及したも
ので、これが実現されれば科学的見地のみな
らず創薬・診断分野等、産業上のインパクト
は極めて大きい。申請者らは in vitro virus 法
を改良し飛躍的に安定性と効率性を高めた
cDNA ディスプレイ法によって従来は不可能
とされた低分子化合物の特異的認識ペプチ
ドの試験管内進化を実現する。 
 
３．研究の方法 
 cDNA display 法のより効率的な調整法とそ
れを用いたスクリーニングにより得られた
機能ペプチドの迅速かつ簡易な分子間相互
作用の解析法を開発する。そして、実際に得
られた機能ペプチド配列は、化学合成して特
異性、親和性を評価する。 
 
具体的には、 
【平成 23 年度】 
（１）システイン含有率とジスルフィド結合
パターンを考慮した DNA ライブラリの構築  
すでに約 20％のシステイン含有率のコド

ン単位で合成したランダム DNA ライブラリ
を準備している。本研究では異なるシステイ
ン含有率をもち、システインの残基を局在化
させジスルフィド結合パターンの異なるペ
プチドを発現させる疑似ランダム DNA ライ
ブラリを新たに合成する。また、その配列の
確認、発現効率を検討する。 
 
（２）cDNA display 法による標的分子のスク
リーニング 
 cDNA ディスプレイ法（Yamaguchi, Nemoto 
et al. Nucleic Acid Res 2009）の手法により、
fluorescein に対してスクリーニングを行う。
スクリーニングのサイクル数は 10～20 回を



予定しており、解離定数 Kd は 10 nM 程度以
下を目標とする。 
  本研究ではライブラリデザインが異な
る上記の 2 種類のライブラリを用いてスクリ
ーニングを行い比較することにより、ライブ
ライリデザインのスクリーニング効率に与
える影響についても理解を深めたいと考え
ている。 
（３）スクリーニングによって得られた  
ペプチドの配列解析 
 スクリーニング前のライブラリからサイ
クルを追ってどのように配列が進化してく
るか、その経時変化をシーケンシングレベル
で確認するため各選択後の DNA をクローニ
ングし、シーケンシングする。特に選択サイ
クルを回すことにより、配列がクラスター化
されるかどうかに注目しながら解析を行う。 
 
【平成 24・25 年度】 
（１）第一次候補配列（分子）の絞り込み 
平成23年度で得られた fluoresceinに特異的に
結合するペプチドの配列の中から 5～10 個の
配列を選び、申請者らが新たに開発した無細
胞翻訳系を用いた迅速なペプチドの発現・精
製・固定化法（特許出願、論文準備中）を用
いて、表面プラズモン共鳴解析装置によって
標的分子との解離定数を測定し最も親和性
が高いと思われる 2～3 種類の配列を決定す
る。 
（２）架橋パターンの異なるペプチドの化学
合成 
  ジスルフィド結合を 2 つ以上含むペプチ
ドの場合その架橋パターンが大きな問題と
なるため、候補分子に対して 2 種類以上の架
橋パターンの異なるペプチドを化学合成し、
親和性を比較検討することで架橋パターン
の解析を行う。 
 
（３） 蛍光分子-ペプチドアプタマー相互作
用解析 
 化学合成したペプチドと標的分子（蛍光分
子）との親和性(Kd)は蛍光偏光解消法を用い
て測定する。すでに装置は申請者が所有して
いる。ペプチド (分子量約 3,500)に対し
Fluorescein は分子量 332 であり、蛍光分子は
ペプチドに対し一桁以上小さいことから、Kd
は蛍光偏光解消法により容易に測定可能で
ある。また、この使用法に関しては申請者が
熟知している(Nemoto et al., FEBS lett. 1999)。 
 
（４）特異性の解析 
Fluorescein 以外の蛍光分子との相互作用を上
記の蛍光偏光解消法を用いて簡便に測定す
ることは可能と思われるが、ペプチドの化学
合成の際にビオチンを導入しておくことで、
競合 ELISA 法により生化学的な手法での検
証も行い、多面的に機能確認をする。 
 
４．研究成果 
 cDNA display法のOne-pot調整に成功した。

これによりコストと時間の両面において大
幅な削減が可能になり、本研究全体の進展に
大きく寄与した。さらに、無細胞翻訳系と特
別にデザインしたピューロマイシン・リンカ
ーを利用することで、簡易かつ迅速に分子間
相互作用を解析することが可能になった。こ
れらをベースに低分子化合物として当初ビ
タミンの 1 種 biotin に結合するペプチドの試
験管内淘汰を行った。複数の候補ペプチド配
列が取得されたが、予想に反し biotin とは親
和性がないにも関わらずビーズには結合す
ることがわかった。そこで、ビーズ上のアミ
ノ基修飾に注目し、他のカルボキシル基修飾
されたビーズ等の比較検討を行った結果、ア
ミノ基を特異的に認識することを見出した。
さらに、認識には４つあるシステイン間の架
橋構造は不可欠か否か、認識に架橋構造が必
要な場合、どのような架橋構造が必要かを明
らかにすべく、各架橋パターンをペプチド合
成し、その結合能を明らかにした。その結果、
従来は知られていない特定にユニークな架
橋構造をもつペプチドのみがアミノ基を認
識することがわかった。また、架橋構造をも
つことにより 2 次構造形成が促進されている
ことも円偏光二色性分光法により 
明らかにした。30 残基程度のペプチドにより
アミノ基のような小さな原子団を認識する
ことは従来知られておらず、ペプチド科学に
新しい知見を加えることができたと考えて
いる。この成果は英国化学雑誌 Chemical 
communication に掲載された。 
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