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研究成果の概要（和文）：タンパク質のαヘリックス構造はタンパク質間相互作用およびこれによって引き起こされる
様々な細胞機能に重要な役割を担う。本研究では多種多様なαヘリックスから創薬標的となるαヘリックスを効率的に
探索する新たな創薬技術を構築することを目指す。創薬候補となるαヘリックスを絞り込み、そのペプチドへ細胞膜透
過配列を付加することで細胞遊走活性を低下させるペプチドを同定した。このペプチドは細胞内に取り込まれることで
細胞遊走阻害活性を示し、その作用はペプチドの疎水性に依存する可能性が示唆された。今後、本研究で構築したこの
新たな基盤技術の活用と見出した細胞機能を調節するαへリックスペプチドの応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：The alpha-helix plays an important role for protein-protein interaction and 
cellular functions. We searched for alpha-helix sequences which serve as a drug target as well as an 
inhibition tool for the target function by its synthesized peptide of the corresponding sequence with the 
membrane permeable property. We identified two peptides which inhibit cellular chemotaxis when combined 
with the membrane permeable sequence. The fact that one amino-acid substitution with hydrophobic residue 
substantially enhanced its inhibition ability indicates that it functions inside the cell and its 
hydrophobicity is important for its ability to inhibit chemotaxis. The strategy established in this study 
can be applicable for broad target proteins and the identified peptides are promising therapeutic tool to 
inhibit disease-related chemotaxis.
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１．研究開始当初の背景 
G蛋白質共役型受容体（GPCR）ファミリ
ーは創薬開発における主要な標的分子であ
ることから、これら GPCRの制御薬剤の開発
研究が進められている。しかし近年、これま
での GPCR 制御薬開発にも限界が見えてき
たことから、新たな標的分子と創薬開発アプ
ローチが求められている。 
 我々はこれまでに GPCR の１種である
ケモカイン受容体に結合し、遊走シグナルを
制御するする分子（FROUNT；フロントと
命名）を発見し、フロントの炎症性疾患にお
ける役割を明らかにしてきた。フロントは受
容体の 7回膜貫通部以降の細胞内領域に存在
する 8番目のαヘリックス構造（ヘリックス
８）近傍領域へ特異的に結合する。この領域
内のアミノ酸残基に変異を加えることでフ
ロントへの結合能が低下し、細胞遊走シグナ
ル誘導活性が減弱することを見出した。約２
００種類のヒト GPCR のヘリックス８近傍
領域について解析することにより、リガンド
分類とは全く異なる新たな GPCR の分類分
けができることを見出した。また、これまで
にケモカイン受容体などの遊走因子受容体
や神経伝達物質受容体などの GPCR におい
てヘリックス８近傍に会合するシグナル制
御分子が多数報告されている。これらの事実
より、新たに分類分けされたそれぞれの
GPCR グループに共通する未知のヘリック
ス８近傍領域の会合分子群が存在し、細胞内
シグナルの制御を担うという GPCR の新し
い分子機構が存在する可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
タンパク質のαヘリックス構造はタンパ
ク質間相互作用とこれによって引き起こさ
れる様々な細胞機能に重要な役割を担って
おり、疾患の発症/悪化に関わる相互作用を創
薬標的とした研究開発が現在、多数進められ
ている。そのなかで近年、αヘリックスペプ
チドからの医薬品開発技術の開発も精力的
に進められている。しかし、創薬標的となり
得るαヘリックスを如何にして選定して、如
何にして創薬開発へ結び付けるのか、という
点はいまだに困難な状況にある。 
そこで本研究では、創薬標的となるαへリ
ックスを探索し新たな創薬アプローチを構
築することを目指して、GPCRのヘリックス
８近傍領域に着目しこのαへリックスペプ
チドで細胞機能を制御することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
これまでの研究をもとに構築した「GPCR
のヘリックス８近傍領域ライブラリー」を用
いて、創薬標的となるαへリックスペプチド
を探索し、創薬標的および標的阻害剤の候補
となるαへリックスペプチドを絞り込む。細
胞内における機能を評価するため、ペプチド
へ細胞膜透過活性を付加して解析を実施し

た。 膜透過性の付加の方法としては、HIV-1
の TAT 由来（TAT）ペプチド、ショウジョウ
バエの Antennapedia由来（Ante）ペプチド
の付加、またはペプチドのパルミトイル化修
飾（PAL）を検討した。これらのペプチドを
細胞溶液へ添加し Boyden chamber 法にて細
胞遊走活性を評価した。細胞遊走活性は
Migration Index として、各ペプチドの阻
害活性はポジティブコントロールとネガテ
ィブコントロールのシグナル比に対する阻
害率（％Inhibition）にて表記した。 
 
４．研究成果 
 
(1)創薬標的ペプチド配列の同定 
はじめに細胞遊走因子受容体であるケモ
カイン受容体ファミリーに着目し、細胞遊走
活性を指標として、ヘリックス８近傍領域の
有用性を検証する評価系を構築した。これに
より細胞遊走活性を有意に低下させるαへ
リックスペプチド（TAT-ペプチド A）を見出
した（図１）。また、TAT 配列を付加した別の
配列のペプチドでは遊走抑制は確認できな
かった。 

 
(2)創薬標的ペプチドの標的阻害活性の検証 
この見出した創薬標的ペプチド Aは TAT配
列の付加なしでは抑制作用を示さないこと
から、細胞内で機能を発揮していることが予
測される。これを検証するため、パルミトイ
ル化（PAL）修飾という別の手法でペプチド
A へ細胞内移行活性を付加し細胞遊走阻害活
性を解析した。この結果、パルミトイル化
ペプチドを用いた解析においても、同様にペ
プチドAに特異的な抑制作用を確認すること
ができた（図２）。 
 

 
また、この細胞遊走阻害活性には用量依存性
が認められ、この阻害強度は遊走シグナル制
御分子 Akt に対する既存の阻害ペプチド
（TAT-Akt-in）と比較して明らかに強力な抑



制作用を示すことを見出した。 TAT-Akt-in
はHiromuraらのグループから報告されたTAT
融合型 Akt 阻害ペプチドである。 
 

(3)創薬標的αへリックスペプチドの最適化 

この見出したαへリックスペプチドの遊
走阻害活性の向上を期待して、ペプチド内に
１アミノ酸置換を導入した複数のペプチド
を合成し、これらにおける阻害活性を比較解
析した。この結果、阻害活性が低下したペプ
チドがある一方で、疎水性を上げるアミノ酸
置換を導入した 1つのペプチド（TAT-ペプチ
ド D）において細胞遊走阻害活性が増強する
ことを見出した（図３）。この細胞遊走阻害
活性は、膜透過配列を付加しない場合には認
められなかったことより、このαへリックス
ペプチドは細胞内に取り込まれることで細
胞遊走阻害活性を示し、その作用はペプチド
の疎水性に依存する可能性が示唆された。 
 

 
(4)創薬標的αへリックスペプチド探索手法
の応用 
さらに創薬標的となるαへリックスを効
率的に探索する技術へ改良する目的で、これ
までの手法を他の多種のＧＰＣＲへ応用し、
細胞機能修飾活性の有無を指標に候補とな
るペプチドを探索した。多種の標的ペプチド
の評価を簡便に行うために、はじめに標的候
補ペプチドのみを単体で合成し、その後に各
合成ペプチドに対して Ante ペプチドを付加
する方法を検討した。この手法において、す
でに同定した細胞遊走阻害ペプチドAを検討
した結果、他の手法（TAT および PAL）と同
様に阻害活性を示すことを確認した。そこで
この手法により多検体の細胞機能阻害活性
を評価した結果、これまでに同定したαへリ
ックスペプチドに加えて、新たにもう 1種の
細胞機能修飾活性を示すペプチドJを同定し
た（図４）。これにより安価に多検体の細胞
膜透過活性付与が可能となることから、効率
的に創薬標的となるαへリックスを探索で
きることが確認できた。  

 
 

以上の結果より、本研究にて創薬標的とな
るαへリックスの探索のための基盤技術が
構築できたと考えられる。 
 
疾患に関連する創薬標的候補分子は近年
のゲノム、トランスクリプトーム、インタラ
クトームやケミカルゲノミクス等の解析技
術革新により続々と報告されているものの、
それが実際に真の創薬標的分子となりうる
か否かという点においては、大きな壁が存在
する。本研究では、「創薬標的となるαへリ
ックスを迅速に同定し細胞機能を制御する」
という新たな創薬アプローチを当初の計画
通りに構築することができた。本研究により
得られた細胞遊走を強力に低下させる2つの
αヘリックスペプチドについては、新たな創
薬シーズとしての可能性を検証する今後の
解析が必要である。 
本研究で構築した「GPCRのヘリックス８
近傍領域ライブラリー」を活用して、創薬標
的となるαへリックスペプチドを探索し細
胞レベルで創薬シーズを同定する本新規技
術を他の創薬標的タンパク質へ活用するこ
とが期待できる。 
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