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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題では、細胞現象に関与する様々なタンパク質と相互作用することを想定した

人工ペプチドの集団(ペプチドライブラリー)を設計・合成すると共に、その中から、特定

の細胞機能を誘導するペプチドを探索・同定する新たな手法の開発に取り組んだ。そして、

本手法による新規ペプチドの創出の基礎原理の確立により、その生物学的応用を視野に入

れた展開を見込めるに至った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  In this research, artificial libraries of peptides that interact with a wide variety 

of proteins related to cell phenomena were originally designed and constructed. 

Furthermore, a novel methodology for exploration and identification of specific cell 

function inducing peptides from the peptide libraries was tried to be developed.  

The fundamental principal for creation of new peptides using the methodology could 

be applied to various biological studies. 
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１．研究開始当初の背景 

花粉、食物、環境に存在する化合物などの

アレルゲンが引き起こす「免疫系疾患」、神

経細胞に関連するタンパク質の異常凝集が

原因とされる「神経系疾患」、細胞内外のシ

グナル伝達系を司る酵素やタンパク質の異

常機能が増殖・悪性化を引き起こす「各種が

ん」は、生活の質(QOL)を著しく低下させる

国民的疾患と言える。それゆえ、それらの早

期診断技術及びより効果率な治療法の開発

の期待は高まるばかりである。現在、これら

に代表される疾患の主な治療法は、薬物投与

であるが、長期服用や副作用などの多くの問

題は未だ解決されていない。その一方、ヒト

細胞のリプログラミングによる iPS細胞の開

発と近年の目覚ましい普及により、細胞その
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ものを利用した医療・治療への道が現実味を

帯びてきた。特に、自身の細胞を利用した治

療法では、患者への副作用が殆どなく、目的

の病気の治癒や症状の改善に大きな効果を

もたらすことが期待されている。それゆえ、

効率的かつ安全に目的の細胞機能を誘導す

る新たなバイオテクノロジーの開発が喫緊

の課題となっている。 

 

２．研究の目的 

これまでに研究代表者は、タンパク質や生

体材料などの標的分子に対して特異的に結

合する人工ペプチド(ペプチドアプタマー)

を試験管内で選択・同定する「リボソームデ

ィスプレイ法」の開発に取り組んできた。 

そこで本研究課題では、これまでに得られ

たペプチドアプタマーの選択やペプチドの

合成に関する知見を応用して、細胞現象に関

与する様々なタンパク質との相互作用を想

定した人工ペプチドの集団(ペプチドライブ

ラリー)を設計・合成する。さらに、そのペ

プチドライブラリーの中から、特定の細胞機

能を誘導する新規ペプチドを探索・同定する

新たな手法の開発に取り組む。そして、この

手法を利用して探索した人工ペプチドとそ

れらのキャラクターリゼーションの結果を

もとに、本研究の設計指針をはじめ、ペプチ

ド探索戦略の有用性や汎用性などを総合的

に評価することを目的とした。つまり、本手

法の開発とその基礎原理を確立すれば、様々

な研究目的に対応した細胞機能を誘導する

ペプチドを創出できるだけでなく、本研究か

ら創出されるペプチド・バイオテクノロジー

が、生命科学・細胞工学などの学術的研究、

将来の細胞を利用した先進医療・創薬の発展

に貢献することを目指している。 

 

３．研究の方法 

本研究で開発する新たな探索法の特徴と

しては、(1)細胞現象に関与する様々なタン

パク質と相互作用する人工ペプチドのライ

ブラリーの設計と合成、(2)特定の細胞機能

を誘導する人工ペプチドを探索・同定するシ

ステムの構築にある。 

(1)では、各種アミノ酸がランダムに出現

する「ライブラリー配列」と、細胞膜を能動

的に透過することを可能にする「細胞膜透過

性配列」により構成した人工ペプチドライブ

ラリーを試験管内で合成する。さらに、(2)

では、細胞内で発現しているタンパク質群と

人工ペプチドとの特異的な相互作用により、

特定の細胞機能が誘導されたことを追跡す

る「細胞機能検出システム」を設計する。そ

して、各種ペプチドライブラリーと細胞機能

検出システムの融合と最適化により、目的と

する人工ペプチドを探索する基礎原理とそ

れを利用した新手法の確立に取り組んだ。 

 

４．研究成果 

 本研究課題では、細胞膜透過性を有する人

工ペプチドライブラリーの設計と合成とし

て、まず、細胞内に存在する様々なタンパク

質と人工ペプチドを相互作用させるため、２

０種類のアミノ酸でランダム化したライブ

ラリー配列を「標的分子結合性ドメイン」と

して人工ペプチドに導入した。一方、哺乳類

細胞に感染するウイルスなどは、細胞膜透過

性を発現するため、独自のペプチド配列(Tat、

ペネトラチン配列など)を進化的に獲得して

いることが知られている。そこで、細胞膜を

能動的に透過し、細胞質もしくは細胞核に局

在化させる天然由来の配列を「細胞内局在性

ドメイン」として人工ペプチドに融合した。

そして、これらの各ドメインは、DNA レベル

で構成し、直鎖状の DNA テンプレートとして

作製した。さらに、各種 DNA テンプレートを

無細胞タンパク質合成系の利用により、目的

とする人工ペプチドライブラリーを小規模

かつ短時間で調整できるプロトコルを確立

した。今回、各ドメインの機能発現に最適な

構造を決定するため、試験管内における各種

ペプチドの発現効率、細胞内局在性、細胞毒

性の評価を総合的に行った。 

ここでは、本研究課題に最適な細胞内局在

性ドメインを決定するため、蛍光標識型ペプ

チ ド ( ➊  : TMR-FLAG-PRS 、 ➋  : 

TMR-FLAG-HT-PRS)を発現する DNA テンプレー

トを作製した(TMR : Tetramethylrhodamine, 

FLAG : DYKDDDDK 配列, HT : HIV Tat 配列, 

PRS : プロテアーゼ耐性配列)。そして、蛍

光分子 TMR 修飾型 tRNA を利用した無細胞タ

ンパク質合成系により、蛍光標識型ペプチド

➊及び➋を合成した後、SDS-PAGE と蛍光イメ

ージ測定により発現効率を評価した。さらに、

各種ペプチドを単球系細胞に添加したとこ

ろ、ペプチド➋だけが、細胞膜を効率的に透

過し、細胞質全体に拡散している蛍光イメー

ジを観測することができた。つまり、HIV Tat



 

 

配列の融合により、細胞膜透過性を有した人

工ペプチドを試験管内で合成できることが

明らかとなった。一方、ペネトラチン配列を

導入したペプチド➌を合成し、単球系細胞に

添加したところ、ペプチド➌が細胞内に取り

込まれる現象を観測することはできたもの

の、エンドソーム内から放出されにくいこと

が明らかとなった。それゆえ、本研究課題で

は、「細胞内局在性ドメイン」として、HIV Tat

配列を使用することにした。 

次に、人工ペプチドライブラリーモデルを

合成・評価するため、PRS を排除すると共に、

ライブラリー配列と同じアミノ酸残基数を

有する V5 配列で構成した蛍光標識型ペプチ

ド(➍ : X-V5-CS、➎ : X-V5-HT)を合成する

DNAテンプレートを新たに作製した(X : 蛍光

分子 TMR/Bodipy 誘導体, CS : コントロール

配列)。そして、蛍光分子 X修飾型 tRNA を導

入した無細胞タンパク質合成系により、蛍光

標識型ペプチド➍及び➎を発現させた後、

SDS-PAGE と蛍光イメージ測定により発現効

率を定量した。続いて、各種ペプチドをがん

細胞(Hela, HT1080)に添加したところ、ペプ

チド➎だけが、細胞膜を積極的に透過し、細

胞質および細胞核に局在化することが、蛍光

顕微鏡観測により明らかとなった。つまり、

蛍光分子の種類や PRSの有無に関係なく、HIV 

Tat 配列の融合により、短鎖ペプチドであっ

ても細胞膜透過性・局在性を付与できること

が明らかとなった。その一方、ペプチドを添

加することで、一様に細胞活性が低下する現

象が観測されただけでなく、非特異的な細胞

死が一部誘導されてしまうことも明らかと

なった。それゆえ、細胞内局在性ドメイン等

の影響による細胞毒性を最小限にするため、

人工ペプチドライブラリーの発現量を調整

した至適条件を決定した。そして現在、特定

の細胞機能を誘導する人工ペプチドにより

蛍光／発光現象が生じる「細胞機能検出シス

テム」の構築に至っている。 

今回、本研究で得られた成果の一部は、シ

ンポジウムや研究会等において発表するこ

とで、本研究の有用性などを議論することが

できただけでなく、そこから得られた知見は、

本研究課題の問題点やそれらの解決策に活

かすことができた。また、それらペプチドラ

イブラリーを利用したペプチド探索の原理

とシステム化までを特許化することを視野

に入れた研究展開へと繋げている。 
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