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研究成果の概要（和文）：Transforming growth factor-β（TGF-β）シグナルは，細胞の増殖やアポトーシスなど多
くの生命現象に関与する．本研究では，新規なTGF-βシグナル制御法の開発を目指して，（1）TGF-βシグナルの下流
のリン酸化タンパク質であるリン酸化Smad2認識分子の創製，および（2）TGF受容体の翻訳後修飾糖鎖に着目したTGF-
βシグナルの制御を検討した．（1）では，動的コンビナトリアルケミストリーの手法により，リン酸化Smad2認識分子
を開発した．（2）では，コアフコース構造に着目し，その認識分子，および生合成酵素阻害剤の開発に取り組んだ．

研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor-β (TGF-β) regulate various kinds of biological 
phenomena, such as cell growth, apoptosis and so on. The purpose of this study is developing the novel 
method to regulate this signal. We developed the phosphorylated Smad2 recognition peptide using dynamic 
combinatorial chemistry. We also investigated the regulation of TGF-β signal by controlling the function 
of translational modification sugar on TGF receptor. For this purpose we developed the molecule which 
bind to core fucose and which inhibit the formation of core fucose.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： TGF-β　翻訳後修飾糖鎖　コアフコース　動的コンビナトリアルケミストリー　FUT8
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１．研究開始当初の背景 
生命現象の多くはタンパク質-タンパク質相互

作用によって調節されており，これを低分子化
合物で制御することはケミカルバイオロジーにお
ける重要なテーマの一つである．しかし，タンパ
ク質-タンパク質結合は，水素結合や疎水性相
互作用など複数の弱い相互作用が合わさること
で強い結合を生み出しており，これを低分子化
合物で制御することは困難であり，その方法論
は確立されておらず，ライブラリを用いた化合物
探索に頼っているのが現状である．  

細胞内でのリン酸化を介したシグナル伝達は
成長，増殖，生死などを制御する極めて重要な
経路で，癌細胞においては，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
の獲得が引き起こされる．そのため，このリン酸
化シグナル伝達の遮断は，抗癌作用に繋がると
考えられ，実際，キナーゼ阻害剤であるゲフィチ
ニブやイマチニブなどの抗癌剤が開発された．
しかし，これらの薬剤に対する耐性が確認され，
新たな分子標的薬が望まれている．このような状
況で，リン酸化タンパク質とその認識タンパク質
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．しかし，その多くは，リン
酸化タンパク質のミミックを用いるもので，これら
は標的に加え，その他多くのリン酸基認識タン
パク質とも相互作用し，選択性に問題があった．  

TGF-シグナルは，細胞の増殖やアポトーシ
スなど多くの生命現象に関与し，がんの抑制や
転移，組織の繊維化など，疾病にも深く関わる．
TGF-シグナルの制御分子としてはTGF受容体
キナーゼの阻害剤が報告されているが，何れも
医薬品としての利用は検討されていない．これ
は，TGF-シグナルが免疫や発生などの重要な
生命現象に関わるために，キナーゼ阻害剤を用
いた TGF-b シグナルの阻害が副作用につなが
るためであると考えられる． 
 
２．研究の目的 

本研究では TGF-シグナルに焦点を当て，新
しい概念でのシグナル制御分子の開発を目指し
た．具体的には，（1）TGF-βシグナル下流のリ
ン酸化タンパク質であるリン酸化 Smad2 認識分
子の創製，および（2）TGF 受容体の翻訳後修飾
糖鎖に注目したシグナル制御法の開発，を検討
した．（1）の方法では，TGF-の下流に複数存
在するシグナル伝達経路のうち，Smad2 を介す
る経路のみを選択的に阻害することが可能であ
る．この際，動的コンビナトリアルケミストリーの手
法を応用した鋳型有機合成を用いることで，リン
酸化タンパク質のリン酸化部位周辺のアミノ酸配
列まで認識して結合する分子の創製を検討した．
本手法を確立することができれば，TGF-シグ
ナル制御分子として有用な化合物が得られるだ
けでなく，タンパク質-タンパク質相互作用を制
御する分子の創製法を提唱できる．一方，（2）で
はタンパク質の翻訳後修飾糖鎖に注目したタン
パク質の機能制御というまったく新規な受容体
キナーゼの制御法の開発を目指す．糖鎖は生

命機能の恒常性維持に重要な役割を担ってい
る．ここで検討する手法は糖鎖構造を改変する
ことで，生命機能の恒常性を緩やかに変化させ，
従来の分子標的医薬とは全く異なった概念での
生物機能制御を実現できると期待できる． 
 
３．研究の方法 
（1）TGF-βシグナル下流のリン酸化タンパク質
であるリン酸化 Smad2 認識分子の創製 

申請者の研究室では，リン酸化タンパク質のリ
ン酸化部位およびその周辺のアミノ酸配列を認
識する低分子ペプチド（PR ペプチド）を開発す
る試みを行ってきた．本手法では，リン酸化タン
パク質をリン酸基認識部位にイオン相互作用で
緩やかに配位させた後，これを鋳型とし，相互
作用するライブラリ分子との間に共有結合を形
成させ，鋳型選択的なホスト分子を創製する（鋳
型誘起合成）．本研究ではこの方法を発展させ
て，TGF-シグナルの下流でリン酸化される
Smad2 を高い親和性で認識し，かつ in vivo での
利用可能な PR ペプチドの創製を目指した．鋳
型として，リン酸化 Smad2 のリン酸化配列 SpSM
ｐS を用い，鋳型の共存，非共存下で，アジド含
有ライブラリおよびアルキン含有ライブラリを反
応させ，鋳型により反応が加速した組み合わせ
を鋳型認識分子として得た．さらに，鋳型との親
和性向上を狙い，得られたペプチドの環化によ
る配座固定を検討した． 
（2）TGF 受容体の翻訳後修飾糖鎖に注目した
シグナル制御法の開発 
 TGF-受容体（TRII）は糖鎖による翻訳後修
飾を受けており，この糖鎖が“コアフコース”とい
う構造を持たない場合，受容体の活性が大きく
低下することが報告されている．そこで，新規
TGF-シグナル制御法の開発を目指し，コアフ
コース認識分子の創製とコアフコースの生合成
酵素である1,6-fucosyltransferase（FUT8）の阻
害剤を検討した．コアフコース認識分子の探索
には，東京大学・菅教授が開発した“RaPID ディ
スプレイシステム”を用いた．一方，FUT8 阻害剤
の開発には，High-throughput screening を用い
た 阻 害 剤 探 索 に 加 え て ， 基 質 で あ る
GDP-fucose のミミック分子の合成を検討した．   
 
４．研究成果 
（1）TGF-βシグナル下流のリン酸化タンパク質
であるリン酸化 Smad2 認識分子の創製 
 鋳型として SpSMｐS を用いて，鋳型誘起合成
を行い，この配列を認識するペプチドを得た．得
られたペプチドと鋳型の親和性を ITC により調
べたところ，解離定数は 10 M 程度であり，エ
ントロピー駆動の吸熱的な相互作用であること
が分かった．さらに，鋳型との親和性向上を狙い，
得られたペプチドの環化による配座固定を行っ
た．現在得られた化合物とリン酸化 Smad2 の親
和性を検証中である． 
（2）TGF 受容体の翻訳後修飾糖鎖に注目した
シグナル制御法の開発 
 コアフコース認識分子の探索のために，ビオチ
ン標識したコアフコース含有 8 糖を合成した．コ



アフコース非含有 7 糖を出発物質とし，FUT8 を
用いてコアフコース構造を持つ糖鎖を合成し，こ
れにリンカーを介してビオチンを導入した．また，
コントロールとして用いるコアフコース非含有 7
糖にもビオチンを導入した．これらを用いて
RaPIDシステムによるコアフコース構造認識ペプ
チドの探索を行った．その結果，目的のコアフコ
ース認識ペプチドは得られなかったが，RaPID
システムによる糖鎖認識ペプチドの探索には固
相に担持する糖鎖の導入量を増やす，糖鎖のコ
ンフォメーションを固定するなどの工夫が必要で
あるという指針を得た． 
 FUT8 阻害剤の開発においては，まず，High 
Throughput Screening による探索を試みた．まず，
FUT8 による酵素反応を行い，生成する GDP を
抗 GDP 抗体を用いた蛍光偏光により定量する
アッセイ系を構築した．本アッセイ系は，良好な
再現性を示し，本系を用いて，約 33000 化合物
のライブラリに対してスクリーニングを行った．そ
の結果，8 個の阻害剤が得られ，このうち，5 個
の化合物には共通構造が含まれていた．そこで，
その類縁体を用いて構造活性相関を行うことで，
IC50 が数M 程度の FUT8 阻害剤を見出した．
ま た ， 阻 害 剤 と し て ， FUT8 の 基 質 で あ る
GDP-Fucose のミミック分子のライブラリをアルキ
ンとスルホンアジドから合成する計画を立てた．
フコース構造含有アルキンとグアニン含有スル
ホンアジドを用いたカップリング反応を検討した．
本反応は反応条件を変えることで，様々な生成
物を与えることが報告されており，種々検討を行
うことで，トリアゾール誘導体，スルホンアミド誘
導体，アミジン誘導体の合成に成功した．このよ
うに，合成の最終段階で反応条件により複数の
化合物を作り分けるという新規な多様性指向型
の合成戦略を提唱することができた．さらに得ら
れた化合物は数十M 程度で FUT8 阻害活性を
示した．これは，電荷を持たない GDP-Fucose 誘
導体で fucosyltransferase 阻害活性を持つ初め
ての例である．  
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