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進化分子工学による機能性ペプチドの創出
と低分子化へのアプローチ

は じ め に

生細胞の DNA上にある生体機能分子（タンパク質やペ

プチド）の設計図は，どのようにして書かれたのだろう

か？ その設計図はダーウィン進化の過程で DNA上に間

接的に書き込まれたと考えられている．すなわち，生細胞

は，長い年月をかけて突然変異を蓄積して分子多様性を発

生させ，選別を繰り返し，酵素のような高度な機能を持つ

タンパク質を獲得する．最近，このような自然界における

進化の過程「多様性の発生と選別」を人為的にコントロー

ルして，機能性タンパク質の創出を目指す進化分子工学

（自然進化と区別するためにコンビナトリアルバイオエン

ジニアリングとも呼ばれる）が注目されている．多様な化

合物を一挙に合成する「コンビナトリアルケミストリー」

が知られているが，進化分子工学では，化学合成だけでな

く，生物学的手法を組み合わせ，人工的な生体触媒や生理

活性分子を創出することを狙っている．すなわち，ファー

ジ表層提示法により，多様な分子ライブラリー（ペプチド

やタンパク質ライブラリー）を効率的にスクリーニングし，

目的とした機能を持つ生体分子を獲得する手法である．こ

こでは，立体構造を保持したペプチド（α-ヘリックス構造

など）の分子ライブラリーを利用する分子標的化合物の設

計法について紹介する．

１． 分子標的化合物の新手法

この数年来，分子標的化合物のリード化合物探索のため

に，標的タンパク質の立体構造をもとにした医薬品設計

（SBDD）やコンビナトリアルケミストリー（コンビケム）

に膨大な研究資金が投入されている．わたしたちは，これ

まで抗体工学で培ったファージ表層ディスプレイ技術１，２）と

ペプチド構造構築理論を組み合わせることにより，時間の

かかる標的タンパク質の立体構造解析（SBDD）や高価な

低分子ライブラリー（コンビケム）を必要としない新しい

リード化合物検索法を提案している（図１）．すなわち，

図２に示すように，強固な立体構造（α-ヘリックスなど）

を持つペプチドの分子ライブラリーを構築し，これを

ファージ表層に提示することにより，標的タンパク質に作

用するペプチドを効率よくスクリーニングする（	）．こ

のライブラリーから得られるペプチドは，強固な立体構造

を持っているのでファーマコフォアとその空間配置を容易

に決定することができる（�）．この立体構造情報をもと

に低分子リード化合物を設計する（�）．

２． 立体構造規制ペプチドライブラリーの分子設計

近年，ペプチドライブラリーを用いるリード化合物探索

法が，医薬品開発に利用されるようになってきた．しか

し，従来のペプチドライブラリーでは，個々のペプチドが

フレキシブルな構造を持つため，エントロピーの損失が大

きく，高い結合活性や生物活性を期待するのが難しい．ま

た，フレキシブルなペプチドからはファーマコフォアの三

次元情報が得られず，低分子化合物の分子設計に繋がらな

い．そこで，このような問題点を解決するために，立体構

造を持つペプチドライブラリーを作製するための方法論を

開発した．これにより，高い生理活性ペプチドを見いだす

と同時に，低分子化するための三次元構造情報を得ること
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が可能になる．

立体構造を持つペプチドライブラリーとして α-ヘリッ

クス構造ペプチドのライブラリーを構築した（図３）３）．ラ

イブラリーの土台にはヘリックス・ループ・ヘリックス構

造ペプチドを用いた．このペプチドは三つの領域で構成さ

れる（	１４アミノ酸残基からなる構造支持領域，�グリ

シン７残基からなるループ，�同じく１４アミノ酸残基か

らなるライブラリー領域）．二つのペプチドは Leu残基の

疎水相互作用および Glu残基と Lys残基の静電相互作用に

より寄り添い，安定なヘリックス・ループ・ヘリックス構

造を形成するので，外側のアミノ酸残基をさまざまなアミ

ノ酸に置換することができる４）．外側のアミノ酸５残基（X

部分）をランダム化したペプチドをファージ表面タンパク

質上に提示させ，ペプチドライブラリーを作製した．

３． G-CSF受容体親和性ペプチド

本ファージライブラリーをマウス顆粒球コロニー刺激因

子（G-CSF）受容体に対してスクリーニングした．G-CSF

は白血球の一種である好中球の分化・増殖を誘導する糖タ

ンパク質（分子量約１８，０００～２２，０００）で，骨髄移植時の

好中球の増加促進剤や抗がん剤の副作用である好中球減少

症の治療薬として使用されている．

ファージライブラリーを，固定化した G-CSF受容体と

反応させ，結合しないファージは洗い出して，結合する

ファージを選択し回収した．最終的に，５回パンニング

後，G-CSF受容体結合性ペプチドの単離に成功した（図４）．

得られた受容体結合性ペプチドと天然 G-CSFとの間に

はアミノ酸配列の相同性はない．しかし，ペプチドが α-

図１ 進化分子工学を利用した分子標的化合物の設計法

図２ ファージライブラリーとペプチド立体構造設計を組み合わせた新しいゲノム創薬手法
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へリックス構造を持っているため，その立体構造を指標に

して天然 G-CSFと重ね合わせが可能になる．既に解析さ

れている G-CSF受容体の X線構造を検討したところ，ペ

プチド C末端ヘリックスと天然 G-CSFの α-ヘリックスに

相同性が観測され，Leu２８，Lys２９，Glu３２がファーマコフォ

アとして作用していること，また Ala３５の Arg残基への置

換が示唆された（図４）．

４． タンパク質から低分子リガンドへ

これまでにも，生理活性ペプチドからペプチドミミック

の分子設計が行われてきている．研究者がまずすること

は，その活性コンフォメーションの予測である．その後，

部位特異的変異実験等を行い，活性残基を予測し，ペプチ

ドミミックの分子設計をすることになる．そこで，わたし

たちは，生理活性ペプチドを検索する際に，立体構造規制

ペプチドライブラリーを利用することを提案する．立体構

造規制ペプチドライブラリーから検索されるペプチドは，

活性残基およびその三次元空間配置の情報を与え，その情

報をもとにペプチドミミックの分子設計をすることができ

る．

先の実験より得られたファーマコフォアの情報をもとに

して，G-CSF受容体リガンドの分子設計を試みた． Leu２８，

Lys２９，Glu３２および X線との重ね合わせから示唆された

Gln３２（結合性ペプチドでは Leu３２）の αおよび β炭素の空
間位置と方向を指標として，低分子データベースを検索し

たところ，土台分子としてスルホンアミド化合物が導き出

された（図４）．本化合物を土台にして，これにアミノ酸

側鎖に対応する官能基を導入した化合物を合成し，受容体

結合性の低分子リガンドの獲得に成功している．

お わ り に

近年のゲノム解析の進展は，数多くの重要なタンパク質―

タンパク質相互作用を示唆してきている．大腸菌では

６，８００以上，また酵母では４５，０００を超える相互作用があ
図３ 立体構造モチーフペプチドライブラリーの分子設計：

X部分（白色）がランダムなアミノ酸で置換される

図４ ファーマコフォアの立体構造情報をもとにした低分子医薬の分子設計
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ると言われており，ヒトではそれ以上の数になることは疑

う余地がない．その多くが重要な生物活性を担っているた

め，それらをターゲットとする分子標的化合物の設計は，

生物学や新薬開発において避けては通れない課題である．

従来，分子標的化合物の開発は，酵素阻害剤や神経伝達物

質類似化合物をターゲットとしてきたが，それには明白な

設計戦略がある．すなわち，酵素阻害剤開発の場合，基質

の構造から阻害剤設計の有用な情報を得ることができる．

神経伝達物質の場合も同じである．しかし，このような設

計戦略は，タンパク質―タンパク質相互作用の分子標的化

合物の設計には使えない．この場合，相互作用に重要な接

触部位やアミノ酸残基を知るためには，膨大な数の部位変

異操作や時間のかかるタンパク質の構造解析が要求され

る．さらに，たとえ相互作用の接触部位の立体構造が解っ

たとしても，その情報から低分子化合物を設計するための

信頼できる方法論がないのが現状である．わたしたちは，

解決策の一つとして，ファージ表層ディスプレイ法（分子

進化工学的手法）を活用した新しい方法論を提案している．

本法がタンパク質―タンパク質相互作用の生物学的意義の

解明やリード化合物開発の一助になれば幸いである．
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