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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ヘリックス相互作用認識ペプチドを用いた細胞膜における人工受容体の特
異的な二量体化と、その受容体活性化を制御可能なシステム構築を目的としている。モデル受容体としてEGF（epiderm
al growth factor）受容体を用い、人工ペプチドリガンドを用いることで受容体活性化制御を行った。結果として、分
子連結型ペプチドリガンドによって効果的に目的受容体の活性化が達成され、さらに細胞由来ナノマテリアルを融合し
た新規リガンド創製にも成功している。

研究成果の概要（英文）：To develop artificial receptor-ligand system by usage of artificial coiled-coil 
peptides to induce receptor dimerization and activation is purpose of research. In this research, 
artificial epidermal growth factor receptor-ligand system as a model was created to control 
receptor-based cellular functions. As results, helix peptide ligands effectively activate the artificial 
receptor on cellular membranes, and the peptide ligand-modified cellular vesicles that can also activate 
the objective receptor could be successfully developed.

研究分野： 細胞ペプチド化学
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞膜に発現する受容体は、通常リガンド
が受容体に結合することで受容体構造が変
化し、その結果、受容体同士の相互作用から
シグナル伝達が誘起される。一方で、生体に
無い人工的に作られたリガンドが細胞膜分
子と相互作用することでクラスター化し、膜
分子の活性化スイッチを“ON”にさせること
は非常に興味深い。細胞膜分子を特異的に集
合化させることで活性化させるシステムを
細胞に組み込み、生体には存在しない分子が
リガンドとして働くことができれば、新しい
機能性人工受容体として応用性が非常に高
い。 
	 研究代表者は、本研究概念の達成の為に、
人工コイルドコイルペプチドを用いた、細胞
膜における人工受容体の特異的な二量体化
と、その受容体の活性化について研究を続け
ており、現在モデル受容体として EGF
（epidermal growth factor）受容体（EGFR）を
用いて研究を進展させている。 
	 EGFR は、様々な細胞内シグナル伝達を掌
り、細胞の分化、発達、増殖、維持に大きく
関与する。これらの作用は、EGFR にリガン
ドの EGF が結合することで受容体が二量体
化し、その結果、細胞内キナーゼドメインの
活性化及びチロシン残基のリン酸化によっ
てシグナル伝達が誘起される。しかし EGFR
は、生体に存在する様々なリガンドによって
活性化されるため、本受容体を生体内で機能
制御することは難しい。そこで、生体には存
在しない人工コイルドコイルペプチドによ
る、ヘリックス間相互作用認識で活性化でき
る新しい人工 EGFRの創製とリガンドの作製
を試みた。人工リガンドによって特異的に人
工 EGFRが二量体化することでリン酸化され、
細胞応答として細胞骨格の変化（ラメリポデ
ィア形成）及び、細胞遊走が促進されること
が明らかとなった(Nakase, Angew. Chem. Int. 
Ed. (2012))。 
	 しかし既存の手法では、受容体活性化の効
率が低く（10 µM程度が必要）、人工リガンド
が低濃度で高効率に（少なくとも数十 nMで）
活性化できるシステムを新たにつくる必要
がある。本研究では、人工リガンドの設計を
見直し、高性能の人工 EGF 受容体-リガンド
システムを構築する。また、将来的に in vivo
での応用実験へと本システムを展開するた
めの、体外から“遠隔操作”で人工受容体の活
性化を制御可能なシステム構築に向けた基
礎的知見を得る。本システムが、細胞治療に
おける有用な細胞制御法の一つになるよう
に研究を発展させたい。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、コイルドコイルペプチドを用
いた人工 EGFR の二量体化の最適化、人工
EGFR の二量体化（活性化）の可視化を中心
に研究を展開する。従来法と比較して、低濃
度の人工リガンドでより効率的に E3-EGFR

の二量体化及び活性化できるシステムを構
築する。本研究課題では、受容体の複合体形
成から活性化を誘導するための最適な人工
受容体と人工リガンドの設計を行い、申請者
の専門の研究分野であるペプチド化学、遺伝
子工学、細胞分子生物学といった様々な手法
を駆使することでオンデマンドに活性化で
きる受容体を創製する。また、人工細胞を作
製するための研究も現在盛んに行われてい
るが、本手法が人工細胞において細胞外から
細胞内へシグナルを伝達する新しい技術に
なり得ると考える。さらに、in vivoにおける
人工受容体として利用する為の基礎的知見
を得ることで、現在大きな注目を浴びている、
機能性細胞を直接的に患者体内に移植する
新しい治療技術（細胞治療）に本手法が大い
に役立てることは間違いない。 
 
３．研究の方法 
	 研究代表者はこれまで、コイルドコイルで
ヘテロ二量体を形成する人工ペプチド E3
（(EIAALEK)3）／K4（(KIAALKE)4）を利用
し、E3 配列を融合した人工受容体 E3-EGFR
の細胞膜での構築及び、化学的架橋により二
量体化した K4 リガンドを創製し、本リガン
ドで人工受容体を刺激することで、受容体の
二量体化及び活性化による細胞機能の制御
に成功している（Nakase, Angew. Chem. Int. Ed. 
(2012)）。人工受容体は、EGFRの二量体化に
関わる細胞外ドメイン I〜IIIとドメイン IVの
一部を欠失させ、天然のリガンドでは二量体
化できないように設計した。その細胞外に提
示される N 末端部分に、E3 配列を組み込ん
だ受容体（E3-EGFR）を、遺伝子工学的に細
胞膜に発現させた。この受容体に対して、受
容体が活性化時に相互作用する距離として
考えられている 10 オングストローム前後の
リンカーを用いて２分子の K4 ペプチドを連
結した人工リガンドを合成し、そのリガンド
による受容体の二量体化形成及び活性化の
制御を試みている。 
	 しかしながら、本来のコイルドコイルペプ
チドの Kd 値は数十 nM の範囲内であるもの
の、本研究で用いたペプチドリガンドでは受
容体活性化に 10 µM程度の濃度が必要であり、
さらに低濃度で受容体を活性化できる技術
の開発が強く望まれる。現段階で高いリガン
ド濃度が必要な理由として、細胞表面上での
リガンドと受容体の結合が十分でないこと
や、細胞膜上での更なる densityの高い受容体
のクラスター化が必要であることが推測さ
れる。本研究ではそれらを改善すべく、（i）
水中での分子間相互作用及び細胞膜への吸
着量の増大を狙ったリガンドの疎水性基を
もつアシル化、（ii）マルチなリガンド配列を
膜上にもつ小胞構造の構築、 （iii）（i）及び
（ii）で作製したリガンドの受容体活性化の
検討（受容体クラスター形成時における構造
安定性及び活性化レベルの検討を中心に研
究を進めた。 



 

 

	 
４．研究成果	 
	 研究代表者がこれまで開発した K4 リガン
ドとして、ビスマレイミドエタンでシステイ
ンの側鎖を介して K4 ペプチドを二量体化さ
せたペプチドリガンド（2 分子連結型 K4 リ
ガンド：BOME-C）を創製した。この BMOE-C
を用いて、extracellular domainとして E3配列
を融合した epidermal growth factor receptor
（E3-EGFR）の受容体二量体化、及び、受容
体活性化の検討では、EGFR の cytoplasmic 
domainチロシン 1173のリン酸化を指標とし、
western blotで確認した結果、10 µM程度のペ
プチドリガンド濃度が受容体の活性化に必
要であることが示されている。本手法で、
E3-EGFR のクラスター化と受容体活性化は
特異的に誘導できるが、将来的に in vivoで本
システムを利用する為にはさらに低濃度で
受容体の二量体化、及び、活性化可能なシス
テム・リガンド創製が必要不可欠であった。 
	 そこで、培養液中でのリガンド自体のクラ
スター化（人工リガンド分子同士が会合しや
すくなるように）、及び、リガンドの細胞膜
集積性の向上を狙い、K4 ペプチドリガンド
に様々な疎水性基を結合した K4 リガンド分
子の設計、及び、合成を行った。BMOE-Cの
手法と同様にリンカー部位はシステイン残
基を介してリンカー結合を行った。また N末
端には疎水度の異なる各種の疎水性基を縮
合させることで、2 分子連結型 K4 リガンド
を合成した。 
	 次に、疎水性基をもつペプチドリガンドを
用いて、E3-EGFRのクラスター化と活性化の
評価を行った。結果として、ペプチドリガン
ドのアシル化による長鎖炭素数に応じて、受
容体の活性化が著しく上昇した。従来の
BMOE-Cの場合では、受容体の活性化が困難
とされた〜10 nMのペプチドリガンド濃度に
おいても E3-EGFR 受容体の活性化が誘導さ
れることが確認された。一方で、疎水性度が
高いペプチドリガンドほど細胞毒性を引き
起こしやすいこも明らかとなり、受容体活性
と細胞毒性のバランスを考慮した最適化が
必要であることも明らかとなった。しかしな
がら、本技術で、低濃度且つ高効率に標的受
容体を活性化できる機能性の高いリガンド
分子が創製できることが確認された。さらに
現在、K4/E3 とは別のコイルドコイル形成分
子（例えば Jun-Fos等）を用いた人工受容体-
リガンド活性化システムの構築も行ってお
り、複数の受容体発現において、ロイシンジ
ッパーペプチド特異的な受容体制御技術の
確立に向けて研究を引き続き展開している。 
	 さらに本研究では、機能的・効率的な受容
体活性化可能な人工リガンドの開発のため、
細胞由来マテリアルである 100 nm程度の大
きさを有する細胞分泌小胞（エクソソーム）
を利用し、小胞膜上に人工ヘリックスペプチ
ドの構築を行った。結果として、小胞膜上へ
のロイシンジッパーペプチドの密度、及び、

ペプチドの構築構造の違いによってヒト乳
癌細胞上に発現させた人工 EGFR の活性化
効率に大きく影響を与えることが示された。
また、効果的に EGFRの活性化を示す条件に
よって、EGFR の Tyr1173 のリン酸化、及
び、そのシグナル応答によるアクチン骨格へ
の影響（ラメリポディア形成）の可視化に成
功し、本手法が人工 EGFRの発現に依存した
人工受容体-リガンドシステムの開発におけ
る重要な基盤的知見が得られるに至った。	 
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