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１． は じ め に

近年の科学技術の目覚ましい発展は，生命科学研究の進

歩を加速させ，人類に膨大で新しい知識を提供し続けてい

る．生命を科学の言葉で語るにはまだまだ不十分ではある

が，我々人類は生命の複雑なメカニズムに対して，着実に

理解を深めている．この事実は，創薬研究にも強く影響を

及ぼしており，合理的に設計された医薬品「分子標的治療

薬」の創成を可能にしつつある．解明された生体メカニズ

ムを基に標的分子（ほとんどがタンパク質）に対して作用

する薬を創るわけだが，現在その医薬品開発の主流は有機

低分子化合物である．これは，有機低分子化合物の開発・

製造コストが比較的安価で，低分子であるため細胞膜を透

過して体内への吸収が経口投与によって可能であり，ま

た，免疫原性も持たないという長所を持っているからであ

る．その一方で，標的タンパク質との結合表面積が小さく

特異性を出すのが困難，つまり副作用障害を引き起こす可

能性が高いという問題点も持っている．こうした低分子医

薬品とは対照的に，近年バイオベンチャー企業等が中心と

なって，ホルモンや抗体等のタンパク質そのものを薬剤と

して製品化する動きが活発になっている．これらタンパク

質製剤は，標的タンパク質に高い特異性で結合し，副作用

が少ないため有機低分子化合物に代わる薬剤として期待さ

れている反面，高コストや免疫原性の問題，標的が細胞外

か細胞表面に限られるといった，乗り越えなければならな

い課題をまだ多く含んでいる．

有機低分子化合物とタンパク質の中間的な性質を持つ物

質の一つとしてペプチドがある．ペプチドを薬剤として利

用しようとする試み（ペプチド創薬）は，決して新しいも

のではなく，５０年以上の歴史を誇る．しかし，細胞膜透

過性の問題や，生体内安定性が低いことから，多くの薬剤

を世の中に送り出すには至っていない．現在実用化されて

いるペプチド医薬品の構造を見てみると，タンパク質合成

に使われる２０種類のアミノ酸（タンパク質性アミノ酸）以

外のアミノ酸（非タンパク質性アミノ酸）を含んでいる「特

殊ペプチド」であることがほとんどである．特殊ペプチド

は，その特殊な化学構造のおかげで，天然のペプチドより

も生体内安定性が高く，標的への親和性も高いためにその
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特集：ペプチド科学と生化学の接点

特殊環状ペプチドの翻訳合成と医薬品探索への展開

林 剛 介，大 城 幸 紀，菅 裕 明

天然物として単離される生理活性ペプチドの多くは，非タンパク質性アミノ酸や環状構

造等の特殊な構造を有する．このような構造は，通常のタンパク質性アミノ酸のみから構

成されるペプチドではみられない生体内での安定性やユニークな生理活性の発現に重要な

役割を果たしていると考えられる．これら「特殊ペプチド」は，近年新たな創薬シーズと

してアカデミアのみならず製薬業界からも大きな注目を浴びている．しかし，このような

特殊ペプチドを合成する方法論は生合成系の改変あるいは古典的な化学合成法に依存せざ

るを得ず，多様性に富んだライブラリー合成法としては様々な課題を残している．本稿で

は，この課題に遺伝暗号リプログラミングという全く異種のコンセプトのもと，翻訳系を

用いて簡便に高多様性特殊ペプチドライブラリーを創製し，さらに生理活性特殊ペプチド

を安価に且つ効率よく探索する新技術「RAPIDシステム」を紹介する．
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高い薬効を有していると考えられる．さらに，そのような

特殊ペプチドの中には，ペプチドの主鎖，あるいは側鎖が

生理条件下で安定な分子内共有結合で環状化した骨格が多

く見られる．従って，このような「特殊環状ペプチド」は，

これからのペプチド創薬研究の主役になる可能性を秘めて

いると言えよう．こういった点において，特殊環状ペプチ

ドのライブラリーを構築し，薬剤ターゲットとなるタンパ

ク質の阻害剤，あるいは活性化剤を探索することは非常に

意義深い．しかし，天然由来の化合物を抽出する方法や，

化学合成を用いる方法では，十分なライブラリーの多様性

を確保することは困難である．最近我々は，この問題を解

決するために，RAPID（random peptide integrated discovery）

システムの開発に成功した（図１）．RAPIDシステムとは，

特殊環状ペプチドの合成に特化した人工翻訳合成系，flex-

ible in vitro translation システム（FITシステム）と，翻訳

系の特性を活かしたスクリーニング系や分子進化工学的手

法とを組み合わせることで，多様性の高い特殊環状ペプチ

ドライブラリーの構築とそのライブラリーからの活性ペプ

チドの同定を可能にする実験系のことである．現在までに

我々は，RAPIDシステムを用いることで，標的タンパク

質に対して高い結合能を持つ複数の特殊環状ペプチドの取

得に成功している．本稿では，FITシステムで土台となる

「遺伝暗号のリプログラミング」という概念と，その基盤

技術である人工アミノアシル化リボザイム「フレキシザイ

ム」について概説する．また，実際に RAPIDシステムを

利用した創薬シーズ探索技術についても紹介する．

２． 薬剤候補として期待の高い特殊環状ペプチドを

ライブラリー化するために

現在，実際に医療現場で活躍している最も有名な特殊環

状ペプチド薬剤の一つにシクロスポリンがある（図２a）．

真菌から単離されたシクロスポリンは，免疫抑制剤として

機能する特殊環状ペプチドであり，アトピー性皮膚炎の治

療などに使用されている．細胞内で標的であるシクロフィ

リンと結合して複合体を形成した後，シクロスポリンは，

免疫反応の中核を担うホスファターゼ，カルシニューリン

と結合する．これにより，カルシニューリンの酵素活性が

阻害され，結果的にサイトカインの産生が抑制され免疫反

応が抑制される．シクロスポリンの化学構造中には，薬剤

としての機能を安定して発揮するための仕掛けがいくつも

隠されている．それは，�ペプチド骨格の主鎖を形成する

アミド結合の窒素の多くがメチル化されていること，�タ

ンパク質性アミノ酸とは異なる立体構造（D-アミノ酸）や

側鎖を持った非タンパク質性アミノ酸を含有すること，�

環状構造を有していること，である．これらの構造的特徴

が，シクロスポリンの細胞膜透過性や生体内のプロテアー

ゼに対する耐性，さらには標的タンパク質への高い親和性

を付与していると考えられる．

また，特殊環状ペプチド薬剤として最も種類が豊富なの

が抗生物質である．その代表的な化合物としてポリミキシ

ン（図２b）やダプトマイシン（図２c）がある．これらも，

シクロスポリン同様，天然から単離された化合物である．

ポリミキシンとダプトマイシンは，それぞれグラム陰性細

菌とグラム陽性細菌の細胞膜を破壊することで抗菌作用を

示す．これら特殊環状ペプチドである抗生物質のほとんど

は，共通した化学構造として，上記の�，�の性質を持っ

ている．つまり，D-アミノ酸や側鎖が特殊な非タンパク質

性アミノ酸を含有し，かつ主鎖あるいは側鎖が共有結合で

つながった環状構造を有している．

それでは一体，生物はこれらの特殊環状ペプチドをどの

ように合成しているのだろうか．実際これらの特殊ペプチ

ド群の生合成は，タンパク質が合成される翻訳系とは異な

図１ RAPIDシステムの概要
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る触媒系で行われ，非リボソームペプチド合成酵素

（NRPS：non-ribosomal peptide synthetase）と呼ばれる複合

モジュール性の酵素群がその重合反応を担っている１）．こ

の合成系は，翻訳系のように鋳型依存的な重合反応ではな

く，規則正しく並んだ酵素内のモジュール（開始モジュー

ル，伸長モジュール，終結モジュール）が順番に基質を反

応させては隣に受け渡す，という作業を繰り返すことでペ

プチドの重合反応を行う．これらの酵素は，それぞれが特

定のペプチドしか合成することができないため，多様な配

列を持ったペプチドライブラリーを作製して薬剤スクリー

ニングを行うには不向きである．NRPSを人工的に改変し

て新たな基質特異性を持った酵素を作製するという試みも

行われているが，実用的なライブラリーを作製するほどの

酵素を得るには膨大な時間とコストが必要になり，現在ま

でのところ現実的な方法ではない．

特殊環状ペプチドライブラリーを作製する現実的な方法

の一つとして，ペプチド固相合成法を基盤とした有機化学

的手法がある．この方法では，従来のペプチド固相合成法

に split and pool法２）と呼ばれる概念を導入することでライ

ブラリーを作製する．別々のアミノ酸（例えば２０種類）が

固定化された樹脂ビーズを用意し，ひとまとめに混合す

る．その後，その樹脂ビーズを等分（例えば２０等分）し，

それぞれに異なる２０種類のアミノ酸をカップリングさせ

る．個別に反応させた樹脂ビーズを再びひとまとめに混合

した後，再び等分し，異なるアミノ酸をカップリングさせ

る，という操作を何度も繰り返すことで，最終的に各樹脂

ビーズ上に異なるペプチド配列が固定化されたペプチドラ

イブラリー（単一の樹脂ビーズに単一のペプチド配列）が

できあがる．この方法の問題点として，ライブラリーの多

様性が樹脂ビーズの個数に限られるため，実験スケールを

考えると，高い多様性の確保は難しい（約１０６種類）．

一方，リボソームによるポリペプチド合成系である翻訳

図２ 天然由来の特殊環状ペプチド
a）シクロスポリン，b）ポリミキシン，c）ダプトマイシン
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系は，ペプチドライブラリーを構築する上で有利な性質を

持っている．翻訳系では，４種類の塩基（U，C，A，G）

の並びからなる mRNAを鋳型としてペプチド重合反応が

行われる．その速度は速く，１秒間に４０アミノ酸を重合

することができる．また，間違ったアミノ酸をつなげる確

率は１万分の１と言われている．mRNAの配列は，コド

ンと呼ばれる３つの塩基配列ごとに一つのアミノ酸をコー

ドしており，各コドンとアミノ酸の対応関係は遺伝暗号と

呼ばれる．つまり，翻訳系では mRNAの配列を変えるだ

けで異なる配列のペプチドを合成することができるのであ

る．現在の分子生物学の技術を用いれば，ランダム配列を

持つ mRNAの調製はたやすい．つまり，翻訳系を利用す

ることで，簡便に多様性の高いペプチドライブラリーを構

築することができる（約１０１３種類）．さらに，mRNAは，

逆転写反応とそれに続く PCRによる増幅およびクローニ

ングによる配列決定が可能であるため，ペプチドライブラ

リーからの活性種の同定や，PCRで増幅した DNAを用い

て再合成も簡単に行えるというメリットもある．

上述したような翻訳系の長所を活かせば，多様性の高い

特殊環状ペプチドライブラリーの作製が可能なはずであ

る．しかし，天然の翻訳系をそのまま用いるだけでは，合

成できるペプチドが２０種類のタンパク質性アミノ酸に限

られてしまい，特殊環状ペプチドを構成する非タンパク質

性アミノ酸を重合することができない．また，生理条件下

で安定な環状構造を有するペプチドの合成も困難である．

一方で FITシステムには，これらの問題を解決し，特殊環

状ペプチドの翻訳合成を可能にするためのエッセンスが含

まれている．それが，「遺伝暗号のリプログラミング」と

いう概念である．

３． コドンテーブルを書き換えるという概念

～遺伝暗号のリプログラミング～

遺伝暗号のリプログラミングとはどのようなものか．こ

れを説明する前に，もう少し翻訳反応のメカニズムについ

て言及する．リボソームは，mRNAを鋳型として，その

配列情報をコドンテーブル（図３a）と呼ばれる遺伝暗号

の対応関係を示した表に従って，アミノ酸へと変換する．

この変換作業は，tRNAによって仲介されている．まず，

tRNAは，アミノアシル tRNA合成酵素（ARS）により，

その３′末端にアミノ酸が連結されて（アミノアシル化）ア

ミノアシル tRNAになる．ARSは，基質とするアミノ酸

ごとに別々のタンパク質として存在し，特定の tRNAに特

定のアミノ酸を連結する機能を持つ．例えば，アラニンを

アミノアシル化する ARS（アラニル RS）は，５′-UGC-３′と

いうアンチコドン配列（tRNAの配列の一部で mRNAと相

互作用する配列）を持つ tRNAを認識してアラニンを連結

する．細胞内ではこのアミノアシル化反応が２０種類のタ

ンパク質性アミノ酸に対して同時に起こっており，細胞内

は多様なアミノアシル tRNAを同時に保持していることに

なる．次に，アミノアシル tRNAは，リボソーム内でその

アンチコドン配列を mRNAのコドン配列と塩基対形成さ

せることで， mRNAの配列情報をアミノ酸へと変換する．

天然のコドンテーブルでは，２０種類のタンパク質性ア

ミノ酸のみが各コドンに対応づけられている（図３a）．こ

の対応関係は，ほぼ全ての生物で保存されており，通常変

更することはできない．「遺伝暗号のリプログラミング」と

はこの対応関係を人工的に改変してしまおうという概念で

ある３）．もし，天然のタンパク質性アミノ酸の代わりに，

望みの非タンパク質性アミノ酸を対応づけすることができ

たなら，リボソーム合成によって非タンパク質性アミノ酸

を含有した特殊ペプチドの合成が可能になるはずである．

FITシステムではこの「遺伝暗号のリプログラミング」

を最大限に活用している．FITシステムは，我々の研究室

で開発されたフレキシザイム（詳細は後述）によるアミノ

アシル化反応系と，大腸菌由来の再構成無細胞翻訳系４，５）か

ら構成される（図 1）．再構成無細胞翻訳系とは，大腸菌

の持つ翻訳系を試験管内で再現したもので，リボソームや

tRNA，ARSなど翻訳に関わる因子をそれぞれ単離・精製

し，再び一つに混ぜ合わせた翻訳系である．従来の無細胞

翻訳系は細胞抽出液をそのまま用いるが，再構成系は，任

意の構成因子（アミノ酸や ARS等）を翻訳系から自由に

取り除くことができるという点で抽出系とは一線を画す．

この特徴が「遺伝暗号のリプログラミング」を可能にする

のだが，例えば，３種類のアミノ酸，メチオニン，ロイシ

ン，トリプトファンを除いた翻訳系を考えてみる．この系

では，これらのアミノ酸が存在しないので，対応するアミ

ノアシル tRNAも合成されない．その結果，除かれたアミ

ノ酸に対応するコドンに何も対応していない状態，つまり

空きコドンができる（図３b）．FITシステムの最大の特徴

は，フレキシザイムを用いて調製された非タンパク質性ア

ミノ酸が結合したアミノアシル tRNA（空きコドンに対応

したアンチコドン配列を有する）を系中に加えることで，

空きコドンが導入した非タンパク質性アミノ酸に対応する

ようになり，遺伝暗号の対応関係が非タンパク質性アミノ

酸をコードするように書き換えることができるということ

である．また，必要に合わせ特定のタンパク質因子を加え

なかったり，新たにペプチドを修飾する酵素を加えたりす

ることで，自由に翻訳系自体の機能をコントロールするこ

ともできる．このように，FITシステムを用いれば，あた

かも遺伝暗号を書き換えたかのように mRNA上のコドン

とアミノ酸の対応関係を再構築することができる．つま

り，望みの非タンパク質性アミノ酸が連結されたアミノア

シル tRNAを用意すれば，翻訳系で特殊ペプチドを合成で

きるようになるのである．それでは，どうやって非タンパ

〔生化学 第８２巻 第６号５０８
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ク質性アミノ酸で tRNAをアミノアシル化するのだろう

か．これを可能にした技術が次で説明する「フレキシザイ

ム」である．

４． あらゆるアミノ酸で tRNAを自在にアミノアシル化す

る人工リボザイム～フレキシザイム～

目的のアミノ酸（タンパク質性あるいは非タンパク質性）

を目的の tRNAに連結する従来までの方法は，大きく分け

て二つあった．一つ目は，ARSを使う方法である．天然

に存在する ARSは，上述のようにそれぞれ基質となるア

ミノ酸が決まっており，それ以外のアミノ酸をアミノアシ

ル化する能力は基本的にない．しかし，いくつかの ARS

は，基質アミノ酸と類似構造を持つアミノ酸に対して，高

くはないがアミノアシル化を進行させる能力を有する．い

わば ARSのミスアミノアシル化という現象を利用して非

タンパク質性アミノ酸を導入したアミノアシル tRNAの合

成が行われている６，７）．しかし，この方法ではアミノアシル

化できないアミノ酸が多数存在し，汎用性の高い方法とは

いえない． ARSに分子進化工学的手法を適用して改変し，

その基質特異性を変化させる研究もあるが，この方法はア

ミノ酸と tRNAの組合わせを変えるたびに，新しく ARS

を取得しなければならないため，多大な労力を必要とす

る．そのため，多種類の非タンパク質性アミノ酸を簡便に

アミノアシル化するという点で不利な方法である８，９）．

もう一つは，合成化学的手法を駆使したものである．こ

の方法は，原則的にアミノ酸の構造に制限がなく，多種多

様なアミノアシル tRNAを合成することができる１０，１１）．し

かし，tRNAの３′末端のヌクレオシドであるアデノシンの

誘導体を，調製したいアミノ酸ごとに化学合成する必要が

あるため，多段階の煩雑な操作を必要とし，アミノアシル

tRNAの調製に大きな労力がかかってしまう．我々が目標

とする特殊環状ペプチドは，多種多様な非タンパク質性ア

ミノ酸を含んでいるため，ライブラリー構築を考えると，

より簡便に多様なアミノアシル tRNAの調製を可能にする

方法が必要になってくる．

この問題を解決したのが，我々の研究室で開発された人

工アミノアシル化 RNA触媒（リボザイム），「フレキシザ

イム」である．我々の研究室では，１０年以上前から様々

な機能を持つ人工リボザイムの探索を行っており，これま

でに，アミノアシル化リボザイムの他に，酸化リボザイ

ム１２）の取得に成功している．２００１年に初めて分子進化工学

の手法を駆使して取得されたアミノアシル化リボザイム

は１３），その後の改良を経て，現在では多種多様なアミノ酸

を任意の tRNAにアミノアシル化することのできる２種類

のリボザイム，ジニトロフレキシザイム（dFx）とエンハ

ンストフレキシザイム（eFx）に進化している１４，１５）．これら

のフレキシザイムは，アミノ酸のカルボキシル基がそれぞ

れ３，５-ジニトロベンジルエステル基，あるいはシアノメ

チルエステル基として活性化されたものを基質として，

tRNAの３′末端をアミノアシル化することができる

（図３c）．これは，天然の ARSが ATPで活性化されたアミ

ノ酸を基質としてアミノアシル化するという性質に近いも

のがある．アミノアシル化反応の際，dFxは活性化アミノ

酸のジニトロベンジル部位を認識し，eFxは側鎖の芳香環

を認識する．dFxは脱離基となる部位を認識しているた

め，基本的に側鎖の構造に制限がなく，あらゆるアミノ酸

をアミノアシル化することができる．ただし，側鎖に芳香

環を有するアミノ酸の場合には，より活性度の高いシアノ

メチルエステル化体を基質とできる eFxを用いることが多

い．また，これらのフレキシザイム反応では，３′末端に位

置する GG配列が tRNAの共通３′末端配列である CCA-３′

の CCを認識することで，アミノアシル化反応が行われ

る１６）（図３c）．このように，フレキシザイムは，tRNAの内

部配列やアンチコドン配列を認識しないという点で ARS

とは大きく異なっている．そのため，様々な内部配列やア

ンチコドン配列を持つ tRNAに対しても，dFxあるいは

eFxでアミノアシル化することが可能である．さらに，こ

れらのフレキシザイムはアミノ酸の α位のアミノ基を認
識していないので， N-メチルアミノ酸や α-ヒドロキシ酸，

β-アミノ酸等もアミノアシル化することができる．ここで

述べたフレキシザイムによるアミノアシル化技術は，化学

合成法に引けを取らないほど多種類のアミノアシル tRNA

を， ARS法と同様の簡便性で調製できる技術と言えよう．

ここで述べたフレキシザイムによるアミノアシル tRNA

合成系と，再構成無細胞翻訳系を統合した FITシステムを

用いることで，多様な非タンパク質性アミノ酸をコドン

テーブルに割り当てることができる．その結果，次項で紹

介する多様な骨格を持つ特殊ペプチドや特殊環状ペプチド

の翻訳合成が可能になったのである．

５． これまでに翻訳合成された特殊環状ペプチド

これまでに我々の研究室では，様々な特殊ペプチドの翻

訳合成に成功している．その代表的なものとして，主鎖の

アミド窒素がメチル化された N-メチルペプチド１７）や主鎖が

α-ヒドロキシ酸のエステル結合でつながったペプチド（ポ

リエステル）１８），N末端に多様なアシル基を持つペプチド１９）

等があるが，ここでは「環状構造」というキーワードでこ

れまでの研究を紹介していきたい．現在ペプチド薬剤とし

て活躍するものの多くは，安定な環状構造を有する特殊環

状ペプチドであるということは既に述べた．一般的に，環

状構造を持つ化合物は，直鎖状のものに比べ分子の動きが

制限されるため，剛直であり標的タンパク質との強い相互

作用を獲得しやすいと考えられている２０）．また，生体内の

プロテアーゼに切断されにくく，生体内安定性を獲得しや
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すいという性質も持っている．さらには，ペプチドを環状

化することで膜透過性を獲得し，細胞内のタンパク質に作

用するという報告例もある２１）．我々は，このように薬剤と

しての長所を多く持つ特殊環状ペプチドの翻訳合成法を複

数開発してきた．そこにはどのような戦略が存在するの

か．ここでは代表的な三つの例を挙げて説明する．

一つ目は，クロロアセチル基とシステインのチオール基

の SN２反応を利用した環状ペプチド形成法である

（図４a）１９）．この反応によって生成するチオエーテル結合

は，天然のペプチドやタンパク質中でよく見られるシステ

イン残基間のジスルフィド結合に比べて，細胞内の還元条

件で安定である．この反応を進行させるには，クロロアセ

チル基を含んだペプチドを合成する必要があるが，それを

可能にしたのが，既に述べた FITシステムである．つま

り，フレキシザイムを用いてクロロアセチル基を有するア

ミノ酸（例えば N-クロロアセチルジアミノ酪酸）を tRNA

にアミノアシル化した後，空きコドンを持った再構成無細

胞翻訳系で翻訳合成することで，クロロアセチル基を含有

したペプチドが合成される．また，この環化反応は，試薬

の添加なしで進行する自発的な反応であるため，合成され

たペプチドは翻訳反応系中で環化し，翻訳産物として直接

環状ペプチドを得ることができる．さらに我々は，この環

化技術と N-メチルアミノ酸導入技術を組み合わせて，環

状 N-メチルペプチドの翻訳合成にも成功している１７）．

二つ目は，アジド基とアルキニル基間の Huisgen反応を

利用した環状ペプチドの合成技術である（図４b）２２）．この

場合，アジド基を有するアミノ酸（アジドホモアラニン）

とアルキニル基を有するアミノ酸（プロパルギルグリシン）

とをアミノアシル化する必要がある．フレキシザイムで調

製したこれら２種類のアミノアシル tRNAを含む無細胞翻

訳系で翻訳されたペプチドに，一価の銅イオンを作用させ

ることで，二つの官能基が反応してトリアゾール環が形成

され，結果として環状ペプチドが生成する．この二つの官

能基は，この条件下ではどのタンパク質性アミノ酸とも反

応しないので，目的の位置で選択的に環状構造を作ること

ができる．また我々は，上述のクロロアセチル―システイ

ン法と組み合わせることで，２環構造を有するペプチドの

翻訳合成にも成功している２２）．生理活性を持つペプチドの

中には，分子内に複数の環を有するものが多数存在するこ

とを考えると，このような二環性特殊ペプチドの翻訳合成

が達成されたことは，意義深いことであろう．

三つ目の方法論は，ペプチドの主鎖環化を可能にするも

のである．上で述べた二つの方法は，どちらも側鎖の官能

基同士の反応によるものであった．しかし，天然の生理活

性ペプチドの中には，主鎖の末端同士が結合し，環状化す

ることで機能を発揮する化合物が多数存在する．この主鎖

環化したペプチドの翻訳合成は「システイン―プロリン―グ

リコール酸」という連続配列を含むペプチドを発現するこ

図４ 特殊環状化ペプチド
a）クロロアセチル基とシステインとの環化
b）アジド基とアルキニル基との環化
c）グリコール酸の脱離とジケトピペラジン中間体を介した主鎖環化
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とで可能になる（図４c）．この配列は，プロリン―グリコー

ル酸間のエステル結合の開裂を伴うジケトピペラジン骨格

の形成をドライビングフォースとして，自発的にチオエス

テルを形成する２３）．その後，N末端のアミノ基が C末端に

形成されたチオエステルを求核攻撃して環状化すること

で，主鎖同士が繋がった環状ペプチドが生成する．α-ヒド

ロキシ酸は，上述した α-ヒドロキシ酸の重合によるポリ

エステルの翻訳合成法を利用することで導入した１８）．ま

た，通常の翻訳反応では開始コドンがメチオニンに限られ

るため，環化反応後の配列が「メチオニン―任意のアミノ

酸」という制限があるが，FITシステムを用いれば，メチ

オニン以外のアミノ酸で翻訳を開始することができるた

め１９），任意のアミノ酸残基同士で主鎖環化したペプチドを

合成することができる．また，この問題は，N末端のメチ

オニンを選択的に除去する酵素MAP（methionine aminopep-

tidase）を用いることでも解決できる．この主鎖環化技術

を利用して，我々は複数の天然由来環状ペプチドの翻訳合

成に成功している２４）．

ここで述べた３種類の方法以外にも，ビニルグリシン

（翻訳導入後に熱異性化でデヒドロブチリンになり，マイ

ケルアクセプターとして働く）とシステイン間のマイケル

付加反応を利用した方法２５）や，ヒドロキシトリプトファン

とベンジルアミン間の酸化カップリングを利用した方法２６）

の開発にも成功している．このように現在我々の研究室で

は，様々な構造を持つ特殊環状ペプチドの翻訳合成が可能

になっており，特殊環状ペプチドライブラリーを作製し

て，創薬シーズとなる活性ペプチドの取得を目指して研究

を進めている．

６． 特殊環状ペプチドライブラリーを用いた

創薬シーズの探索

これまでに述べたように，FITシステムによって，フレ

キシザイムを利用した遺伝暗号のリプログラミングによっ

て翻訳系で様々な特殊環状ペプチドの合成が可能になる．

FITシステムのさらなる長所は，ランダム化された鋳型

mRNAを用いることで多種多様な構造・配列を持つ特殊

環状ペプチドライブラリーの作製が可能であり，それを用

いて活性ペプチドの探索が迅速に行えることである．現

在，活性を持つ創薬シーズペプチドの探索法として，我々

は以下に示す２種類の方法を採用して研究を行っている

（図５）．

一つ目の方法は，マイクロプレートを用いた活性スク

リーニングである（図５a）．まず，ランダム配列を有する

鋳型 DNA（DNAライブラリー）を調製し，翻訳用マイク

ロプレートの各ウェルに分配する．次に，リプログラミン

グされた遺伝暗号を持つ FITシステムを用いて，各ウェル

中の DNAを転写・翻訳することで，特殊環状ペプチドラ

イブラリーを作製する．続いて，各ウェルに標的タンパク

質と，その活性あるいは結合をモニターするための試薬を

加えて，プレートリーダー等で活性ペプチドが含まれる

ウェルをスクリーニングする．活性を示したウェルに含ま

れるペプチドに対応する DNAを新たなプレートに再分配

し，同様の操作を行う．この操作を繰り返すことで，

１ウェルあたりに含まれる DNAの種類，つまり翻訳され

るペプチドの種類が減り，最終的に１種類のペプチドに絞

られる．単離されたペプチドの配列は，DNAの配列を決

定しリプログラミングされたコドンテーブルと照らし合わ

せることで，簡単に決定することができる．このように，

転写・翻訳系と通常のスクリーニング法を組み合わせるこ

とで，ライブラリーの構築と，活性ペプチドの単離・同定

を非常に簡便に行うことができる．これが一つ目の手法の

最大の強みである．我々はこれまでに，ここに示した方法

で，DNAライブラリーから特殊環状ペプチドライブラ

リーが構築可能であるということを確かめている１９）．ま

た，実際に，生理活性ペプチドを部分的にランダム化した

特殊環状ペプチドライブラリーから，新規の活性ペプチド

の取得にも成功している２４）．この方法は，生理活性に基づ

いた直接的な活性スクリーニングが可能である反面，転

写・翻訳等にかかるコストを考慮すると，ライブラリーの

規模が数万程度に限られるという問題点がある．このライ

ブラリー多様性の問題点を克服したのが次で説明する方法

である．

二つ目の方法は，mRNAディスプレイ法を用いる方法

である．mRNAディスプレイ法とは，ペプチドの試験管

内分子進化法（インビトロセレクション法）であり，ペプ

チドとその鋳型である mRNAを共有結合で連結すること

で，ランダムペプチドライブラリーの中から活性ペプチド

の単離・同定を可能にする技術である２７，２８）（図５b）．この方

法のキーポイントとなる鋳型 mRNAと翻訳されたペプチ

ド間での共有結合形成は，ピューロマイシンという化合物

が担っている．あらかじめ mRNAの３′末端に連結された

ピューロマイシンは，翻訳反応が進行しリボソームが

mRNAの３′末端に近づいてくると，ペプチジル tRNAのエ

ステル結合を求核攻撃して，結果的にペプチド配列と連結

されるのである．それぞれの鋳型 mRNAと連結されたペ

プチドライブラリーを，標的タンパク質をあらかじめ固定

化しておいた担体と混合し，標的タンパク質に結合したペ

プチドのみを回収する．続いて，回収されたペプチドに連

結されている mRNAを鋳型として，逆転写反応・PCRを

行うことで，回収されたペプチドの配列情報を持った

DNAを増幅する．この DNAを用いて再び転写から一連

の操作を繰り返す．この操作の繰り返しにより，初めはラ

ンダムであったペプチドライブラリーから，次第に活性を

有するペプチドが濃縮され，最終的に活性を持つペプチド
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だけを単離することができる．この翻訳反応の際に，望み

の非タンパク質性アミノ酸を含むように書き換えられたコ

ドンテーブルを持つ FITシステムを用いることで，構築さ

れるライブラリーが特殊環状ペプチドライブラリーとな

る．このようにして，標的タンパク質に結合する活性特殊

環状ペプチドの単離が可能となる．この方法では，１本の

チューブの中で１０１３程度の多様性を持つ特殊環状ペプチド

ライブラリーの作製が可能であり，前者の方法と比べて，

圧倒的に多様性の高いライブラリーから活性ペプチドの探

索が可能である．実際に我々の研究室では既にこの方法を

用いて，複数の標的タンパク質に対して特異的に結合する

特殊環状ペプチドの単離・同定に成功している．将来的に

は，取得した活性ペプチドを用いて，薬剤としての可能性

の探索やケミカルバイオロジーへの展開を視野に入れて研

究を進めている．また，活性ペプチドの取得をより高速に

行うために，ロボットによる mRNAディスプレイの自動

化にも着手している．

７． お わ り に

ヒトの全塩基配列が解読され，ヒト遺伝子の数が約２万

２千個であることがわかった今，それぞれの遺伝子にコー

ドされるタンパク質が互いにどのように相互作用し，生命

というシステムを創り出しているのか，という大きな課題

に取り組むシステムバイオロジーという分野が盛んになっ

ている．システムバイオロジーの発展によって，医薬学の

あり方も修正を求められている．これまでの医薬学の基本

的な考え方は，遺伝子疾患でも感染症でも，ある一つの原

因を同定してその原因を取り除くというやり方であった．

しかし，生命をシステムとしてとらえた場合，疾患は，そ

のシステムを構成する多因子ネットワークの故障であり，

その治療はそのネットワークの修復ということになる．こ

の多因子からなるネットワークを修復することで，疾患状

態にある生命システムを通常状態のシステムへと導くので

ある．この，システムを転換するという作業は，一つの因

子を抑えることで達成できる場合もあるが，多くの場合，

複数の因子を同時に抑える必要があると考えられる．つま

図５ RAPIDシステムによる活性ペプチドの探索
a）スクリーニングによる活性ペプチドの探索
b）mRNAディスプレイ法による活性ペプチドの探索
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り，疾患の治療には，単一の標的ではなく，複数の標的タ

ンパク質を同時に狙い打つことが重要だという認識が浸透

しつつあるのだ．これは例えば，分化した細胞から iPS細

胞を作製（分化細胞から iPS細胞へのシステムの転換）す

る際に，複数の遺伝子あるいは化合物を同時に作用させな

ければならないことを考えるとわかりやすい．このように

複数標的を同時に狙うとなれば，様々な標的タンパク質に

特異的に結合して働く生理活性分子を，低コストかつハイ

スループットにスクリーニングする手法が必須である．本

稿で述べたように，我々が開発した RAPIDシステムは，

このニーズに応えることのできるバイオテクノロジーであ

ると自負している．今後，この応用範囲の広い薬剤探索シ

ステムを駆使して，未来の薬剤開発をリードする分野で一

隅を照らすことができれば幸いである．
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