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細胞外膜小胞の高感度検出を基軸とした
曲率認識ペプチドの創製研究

1.はじめに

河野 健一

京都大学大学院薬学研究科
薬品機能解析学分野の河野健
一と申します。この度は，本誌
に寄稿する機会を頂きました
事を大変栄誉に感じておりま
す。お声かけ頂きました武庫
川女子大学薬学部の矢野義明
教授に心より厚く御礼を申し
上げます。本稿では，培養液中
で細菌が産生する細胞外膜小
胞（extracellularmembranevesicle: EMV）を簡便
で迅速に検出する事が可能な曲率認識ペプチドの創製
研究についてご紹介させて頂きます。

2.背景

EMVは細菌から産生される直径 30 – 200 nm 前後
の脂質ナノ粒子であり，細菌間コミュニケーションで
重要な役割を果しています1。EMVはヒトの病気や細
菌の病原性に関連している為，病気の診断やワクチン
への応用などバイオテクノロジー面で幅広く活用され
ています2,3。EMV の特性を理解する為には，培養液
中で EMVを無傷の状態で検出する事が重要です。し
かしながら，既存手法では検出に至るまでの分離・回
収過程で多くの問題を抱えています。例えば，汎用さ
れている高速遠心分離は EMVと産生細菌の分離に長
時間（数時間〜半日程度）を要するだけでなく，遠
心力によって EMV に過度な重力負荷がかかる為に
EMV の凝集や形状変化を引き起こす可能性がありま
す。また，免疫沈降法は抗体を用いて EMVに含まれ
る抗原を高感度で検出できる反面，抗原発現量に依存
した評価法であり，抗原欠損体の EMV検出には向か
ないデメリットがあります。これらの問題に取り組む
為に，私たちは脂質小胞に結合する曲率認識ペプチド
に着目しました。一般的に，平面膜に比べて脂質小胞

表 1 BAR ドメインファミリーに由来する曲率認識ペプチド。アンダーラインは両親媒性 αヘリックス構造を取ると予想される配列
部位を指す。曲率認識部位の C 末端側に GSGSK リンカーを付加して Lys 残基の側鎖に NBD 色素を標識した。C 末端は全て
アミド化されている。

ペプチド 配列 (X = ノルロイシン, B = ジメチルグリシン)  
END-NBD SVAGLKKQFHKATQKVSE-GSGSK(NBD)-NH2 
AMP-NBD FAKNVQKRLNRAQEKVLQ-GSGSK(NBD)-NH2 
NDR-NBD XKKQFNRXKQLANQTVGR-GSGSK(NBD)-NH2 
BRAP-NBD AAGLFAKQVQKKFSRAQE-GSGSK(NBD)-NH2 
PICK-NBD SLDIVLKKVKHRLVENXS-GSGSK(NBD)-NH2 
SNX1-NBD GAGLLKXFNKATDAVSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
SNX4-NBD TGFQLKADSRLKALNATF-GSGSK(NBD)-NH2 
ARF-NBD FDIVKKWGINTYKCTKQL-GSGSK(NBD)-NH2 
OP-NBD XGHPPLEFSDCYLDSPDF-GSGSK(NBD)-NH2 
CB-NBD SPRFRAALEEVEGDVAEL-GSGSK(NBD)-NH2 
F8L-NBD GAGLLKXLNKATDAVSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
V15L-NBD GAGLLKXFNKATDALSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
A11B,14B-NBD GAGLLKXFNKBTDBVSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
D13K-NBD GAGLLKXFNKATKAVSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
6K-NBD KKK-GAGLLKXFNKATDAVSKX-KKK-GSGSK(NBD)-NH2 
FAAV-NBD GAGLLKXLNKBTDBLSKX-GSGSK(NBD)-NH2 
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は高度に湾曲した膜構造を持っている為，脂質分子間
でパッキングに間隙（脂質パッキング欠損部位）が生
じます4。曲率認識ペプチドは脂質小胞の脂質パッキ
ング欠損部位を認識して数分以内に結合する為，抗原
に依存しない新規の EMV検出法として応用できるの
ではないかと考えました。私たちは曲率認識ペプチド
を用いて，EMV 産生細菌と分離することなく培地中
に分泌された EMVを迅速・簡便に検出する手法の開
発に取り組みました。

図 1 精製した EMVに対する結合能のスクリーニング実験

図 2 培養液中での EMV 特異的結合の評価試験。培養液
中での NBD 蛍光強度を 100％とした時の相対値を
示す。

3.曲率認識ペプチドの創製

曲率認識ペプチドの設計を行うにあたり，細胞内で
小胞輸送やエンドサイトーシスなどの生命現象で曲率
認識に関与する Bin/Amphiphysin/Rvs（BAR）ドメ
インタンパク質ファミリーに着目しました。現在，生
体内には 70 種類以上の BAR タンパク質が確認され
ており，中でも両親媒性 αヘリックス構造を取るドメ
インが曲率認識に重要であると考えられています5。
曲率認識ドメインは水中ではランダム構造を取ります
が，高曲率をもつ脂質小胞に結合する際に αヘリック
ス構造を形成して，疎水面側を脂質パッキング欠損部
位に挿入する事が報告されています6。また，脂質小
胞の半径が小さくなる程曲率は大きくなり，膜表面の
脂質パッキング欠損部位の数（結合サイト）が増える
為，より多くの曲率認識ドメインが結合する事で曲率
指向性が生まれます7。
私たちは，二次構造情報を元に，様々な BAR タン

パク質から両親媒性 αヘリックス構造を取ると予想さ
れる部位を選出し，Fmoc固相合成法により対応する
ペプチドを 11 種類作製しました5。伸長反応後，曲率
認識ペプチドの C 末端の Lys 側鎖に疎水性環境下で
蛍光を強く発する色素 nitrobenzoxadiazole（NBD）
を蛍光標識しました。脂質小胞への結合は，NBD 色
素の蛍光強度変化に基づいて評価を行いました。人工
脂質小胞（リポソーム）（直径 50 および 120 nm）に
対する結合能評価を行い，その中から最も曲率認識能
の高い sorting nexin 1（SNX1）タンパク質由来のペ
プチドをシードペプチドとして選出しました。α ヘリ
シティと脂質小胞結合能に密接な相関関係がある事を
見出した私たちは，シードペプチドの SNX1に様々な
改変を加えて，構造活性相関の研究に於いて最も優れ
た曲率認識ペプチド FAAVを創製しました5。

4.曲率認識ペプチドの性能評価

次に FAAVが培養液中で EMV検出に適応可能かど
うかを試験しました。モデル細菌として，高純度の積
荷タンパク質を含む均一な大きさの EMVを大量に産

図 3 FRET現象の模式図。EMV膜表面からの FAAV-NBDの結合距離の算出に FRETを利用した。
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生するグラム陰性菌 Shewanella vesiculosa HM13 株
を使用しました8。培養液中には EMV の他に EMV
産生細菌や，プロテアーゼなどの分泌物も含まれてお
り，リポソームを用いた純粋な系とは全く異なった夾
雑環境下での小胞検出能力が求められます。そこで，
以下に示す 3つの基準を設けて，その基準に満たすか
どうかを調べる事で EMV検出への適応性を評価しま
した。
第一基準 ：EMVと EMV産生細菌を識別できる事。
EMV は細菌から産生される為，両者の膜構成成分は
類似しています。産生細菌の共存下でも EMVだけを
識別して結合できる能力が必要となります。
第二基準 ：EMV 膜表面に結合して曲率認識能を発
揮できる事。曲率認識ペプチドが膜曲率を認識する為
には，膜表面に存在する脂質パッキング欠陥部位への
結合が重要となってきます。その為，膜表面を覆うリ
ポ多糖に捕捉される事なく，EMV 膜表面に結合する
必要があります。
第三基準 ：プロテアーゼ耐性を有する事。曲率認識
ペプチドは EMV産生量の変動を追跡できるように，
培養液での長時間使用が想定されます。その為，プロ
テアーゼ消化に対する耐性が必要となってきます。
これらの基準全てを満たす曲率認識ペプチドを特
定する為に，以前の研究で報告した曲率感知ペプチ
ド 11 種類5を用いて（表 1），精製した EMV に対す
る結合能のスクリーニング実験を実行しました。そ

図 4 曲率認識能の評価試験。d.nmは直径の大きさ（nm）
を示す。直径が小さい程，曲率は増加する。

図 5 プロテアーゼ耐性試験。トリプシンおよびプロテイ
ナーゼ Kの処理開始時間（0分）における NBD蛍光
強度を 100％とした時の相対値を示す。

の結果，FAAVが 6K（6Kは SNX1の両端に Lys残基
を 3 つずつ付加した SNX1 誘導ペプチド）に次いで
高い結合能を有する事が分かりました（図 1）。FAAV
と 6K が産生細菌の存在下でも EMV に優先的に結
合することを確認するために，産生細菌と EMV の
両方を含む培養液と，培養液を遠心分離して得られ
た EMV 画分，産生細菌画分，および上清画分を準
備しました。培養液中での FAAV の NBD 蛍光強度
は EMV 画分と同程度であったのに対して，産生細
菌画分と上清画分では蛍光強度の上昇は認められま
せんでした。一方，6K は EMV 画分だけでなく産生
細菌画分でも NBD 蛍光強度の上昇が認められまし
た（図 2）。この結果から，FAAV は培養液中で EMV
に特異的に結合するのに対して，6K は EMV と産生
細菌の両方に結合する事が示唆されました。次に，
FAAV が膜表面に結合している事を実証する為に，
膜染色剤である［N- (3-triethylammoniumpropyl)-
4-(p-diethylaminophenyl-hexatrienyl) pyridinium
dibromide（FM4-64）］で EMV膜を染色しました9。
FAAV が膜表面に近接している場合，FAAV に付加し
た NBD（ドナー）からFM4-64（アクセプター）への
蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）現象が生じる為，
FRET シグナルからドナーとアクセプター間の距離情
報を算出できると考えました（図 3）。解析の結果，
FAAVは EMV膜から 22.1Åの距離にある事が明らか
になり，一般的な生体膜の厚みがおよそ 40Å である
事を考慮した場合10，FAAV は EMV 膜表面に極めて
近接した距離に結合している事が考えられました。ま
た，実際に FAAV の曲率認識能を評価する為に，大
きさの異なる 2種類の EMV（直径 92と 133 nm）を
調製して結合試験を行ったところ，FAAV は曲率の小
さい EMV（直径 133 nm）よりも曲率の大きい EMV
（直径 92 nm）に対しておよそ 2 倍高い蛍光強度を示
した事から（図 4），FAAVは曲率認識能を有する事が
実験により示されました。最後に，プロテアーゼ耐性
について試験をする為に，トリプシンとプロテイナー
ゼ K を用意しました。前者はリジンやアルギニンな
どの塩基性アミノ酸のカルボキシル側を切断するのに
対して11，後者は芳香族および疎水性アミノ酸のカル
ボキシル側を加水分解します12。コントロールペプチ
ドとして用意した 6K をそれぞれのプロテアーゼと
個別に 50 分間インキュベーションしたところ，前者
に対して 45％，後者に対して 10％の割合で切断を受
けていましたが，FAAV はどちらのプロテアーゼに対
しても切断割合は 10％未満である事が分かりました
（図 5）。これらの事から，FAAV は上記に掲げた培養
液中における EMV検出に必要な基準全てを満たす最
も優れたペプチドである事が証明されました。

5.培養液中での EMV検出への応用

培養液中での EMV検出に対する FAAVの潜在的な
適用可能性を試験しました（図 6（A））。産生細菌を
96ウェルプレートで培養した場合，EMVの産生量は
脂質濃度換算で 45 – 70µM の範囲で変動する事が分
かりました。この変動幅を基軸にした場合，FAAV が
培養液中の EMV 変化量に応じた検出感度を有するか
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どうかを調べました。産生細菌の量を一定にした状
態で，EMV 存在量を変化させた時の NBD の蛍光強
度を測定したところ，NBD の蛍光強度は EMV 量が
5倍に増加すると 1.7倍に高くなり，EMV量が 1/5に
減少すると 0.7 倍に低くなりました（' = 0.97）（図
6（B））。EMV の検出感度を向上させる為に，NBD
と FM4-64 間で生じる FRET 現象を EMV 検出に適
応する事にしました。膜染色剤である FM4-64 の蛍
光強度は EMV 量に比例する事から，NBD 標識した
FAAVと FM4-64による小胞認識の相乗効果により，
EMV 変化量の高感度検出が可能になると考えました
（FM4-64 は EMV と産生細菌の両方の膜を染色しま
すが，FAAV は EMV に特異的に結合する為，FRET
シグナルは EMVのみに由来します）（図 6（A））。解
析の結果，EMV 量が 4 倍に増加すると FRET シグ
ナルも 4 倍に高くなり，EMV 量が 1/4 に減少すると
FRET シグナルは 1/100 倍に低下することが明らかに
なりました （図 6（C））。EMV 量と FRET 値は高い
相関係数（' = 0.99）を示し，特に 23µM以上の濃度
では高い直線性を示すデータが得られました。本手法
は通常培養で見られる EMV産生量を培養液中で検出
できる事を示しており，EMV 検出に対する FAAV の
潜在的な適用可能性を示す事に成功しました13。

6.おわりに

本研究では，曲率認識ペプチド FAAV を用いて
EMV の in-situ 高感度検出をモデルグラム陰性菌

Shewanella vesiculosa HM13 株で例証しましたが，
今後は EMV 生産量の少ない菌株への適応も見据え
て，さらなる高感度検出が可能な曲率認識ペプチドの
開発を進めて行きたいと考えています。また，曲率認
識ペプチドは EMV の検出技術だけでなく，EMV の
回収技術にも応用できる可能性を秘めています。多検
体の EMVを短時間で効率的に回収する事が可能にな
れば，動物細胞や細菌から産生される EMV の未知な
る機能の解明や医療への応用などにも貢献できる事が
期待されますので，今後もより一層研究に邁進してい
きたい所存です。最後になりましたが，本研究を遂行
するにあたり，京都大学化学研究所の二木史朗教授と
栗原達夫教授，川本純准教授，小川拓哉助教，横山文
秋博士（現，D-BSSE, ETH Zurich, Switzerland）に
多大なご協力・ご支援をいただきました。この場を借
りて心より厚く御礼を申し上げます。
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高感度アミノ酸光学分割ラベル化剤の

開発と応用

はじめに

倉永 健史

創薬シーズ探索（単離・構造
決定）において追い求めるべ
き理想的な化合物として，その
コストや副作用の面などから
「ごく微量でも特定の強力な生
物活性を示す化合物」が挙げ
られる。Specific な生物活性
は副作用を伴わず，さらに微量
でも有効であれば薬剤のコス
トを削減可能で，また必要投与
量の低減による副作用の抑制も期待される。しかし，
自然界においてそのような化合物を大量生産しては生
産者そのものの生命活動や周りの生態系への影響が大
きくなるため，通常そのような化合物は自然界からは
ごく微量しか得られない「稀少天然物」として存在す
る。自然界からごく微量しか得られない稀少天然物を
対象とする研究ではそもそも化合物の発見が困難であ
り，さらに発見後も試料量の制限が詳細な機能解明や

構造決定の壁となるという問題が必ず生じる。
稀少天然物創薬シーズの中でも，小分子と抗体の中

間的性質を持つペプチド系天然物は双方の利点を併せ
持ち，また欠点を克服し得る次世代の創薬シーズとし
て大きな注目を集めている。すでに薬剤として利用さ
れている化合物や，創薬リードとして有望なペプチド
系天然物の生物活性や薬剤として利用可能な物性等
は，各々の化学構造により発揮される。それらのペプ
チドには D-アミノ酸を含むものが多数存在し，新規
に発見されたペプチド系天然物の化学構造決定には構
成アミノ酸の絶対立体配置の決定が必須となる。

LC-MS用高感度アミノ酸光学分割ラベル化剤の開発

ペプチド構成アミノ酸の絶対立体配置決定は，ペプ
チドの酸加水分解により得られるアミノ酸を光学分割
ラベル化剤により誘導体化した後，HPLC や LC-MS
で分析し，標品の溶出時間と比較して決定する方法
（Marfey 法）が汎用されている1。しかし，この手法
は破壊検査であるため分析を行えば行うほど貴重な試
料を失うことになる。また強酸性条件下での加水分解
は構成アミノ酸の異性化を生じ，誤った構造決定へと
導かれる可能性がある。一方，異性化抑制のために温
和な条件で加水分解を行うと分解産物の収量が低下
し，ラベル化アミノ酸の検出が困難となる。それらを
踏まえ，異性化を抑制した温和な条件で大量に分解産
物を得ようとするとより多くの試料を破壊検査に用い
なければならず，特に稀少な創薬リード化合物を扱う
研究では何よりサンプルが「もったいない」というジ
レンマに悩まされる。
化合物を高感度で検出できるラベル化剤があれば，

これまで単離・構造決定できなかった微量成分の追跡
が可能となる。貴重なサンプルが回収不可能な破壊検
査であるアミノ酸分析においても，必要なサンプル量
を大幅に低減できる。また温和な加水分解条件によっ
て生成する微量のアミノ酸を検出できれば，酸性条件
下での異性化によるペプチド構造決定時の誤りを防ぐ
ことができると考えられる。本稿では，筆者自身が過
去に取り組んだ稀少天然物の構造決定時における苦労
に基づいた，新規高感度アミノ酸ラベル化剤の開発と
応用について記す。
ヤクアミドA（図 1a，1）およびB（2）は，2010年

に深海産海綿 Ceratopsion sp. より松永らによって単
離・構造決定された，D-アミノ酸および α,β-不飽和ア
ミノ酸を豊富に含むペプチド系天然物である2。浚渫
工事における海底土の中に一欠片あっただけらしい
海綿自体も稀少で，さらにその海綿から単離された
天然物はいずれも 1mg 程度であった稀少な天然物で
ある。
筆者らは以前，独自に開発した α,β-不飽和アミノ酸

含有ペプチド合成法を駆使し，その提唱構造の全合成
および構造訂正を報告していた3。その際，ごく微量
の天然物しか使用できなかったにも関わらず，考えら
れる立体異性体全てを化学合成した標品と，天然物試
料から異性化を抑制する温和な加水分解条件で得ら
れた超微量部分分解産物の LC-MS 実験により「なぜ
か」構造修正に成功していた。
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後々振り返ってみると，ヤクアミド類がそのC末端
に第三級アミン構造を有するため質量分析（ESI-MS）
における感度が上昇していたことがごく微量の試料で
構造修正可能であった要因ではないかと思うところが
あった。そこで筆者らはヤクアミド類の C 末端構造
をモチーフとし，これまで一般的に用いられていたラ
ベル化剤にヤクアミドの構造訂正の際に重要であった
と考えられる部分構造を導入したL-FDVDA（図 1b，
7）および L-FDLDA（8）を設計・合成した4。
汎用されるアミノ酸ラベル化剤 3 および 4 ととも
に，7 および 8 によるアミノ酸のラベル化反応（図 2
にロイシンの例を示す）を行い，各ラベル化アミノ酸
の LC-MS 分析を行ったところ，7 および 8 によるラ
ベル化アミノ酸の検出感度が飛躍的に向上した。これ
までの投稿論文等で触れていない余談として，図 2b
の希釈系列が既製品由来 9a および 9b が有意なピー
クとして 検出されない濃度からスタートしているの
は，9cおよび 9dがそれ以上の濃度では使用した装置
の検出上限を超えてしまったためである。なお 9a–d
いずれも UVによる検出は不可能な濃度であり，また
図 2b 中においてチャート後半に有意なピークが観測
されていないことは，各試薬の光学純度の高さおよび
ラベル化反応において分析対象アミノ酸の異性化が生
じていないことを示している。
他のアミノ酸についても同様の LC-MS における感
度向上が確認され，また光学分割能も良好であること
が確認されている。本稿ではアミノ酸用ラベル化剤の
紹介に止めるが，他にも糖などの数種の高感度ラベル
剤の開発および応用も行っている4。

中性条件下の LC-MSによるMarfey法

独自に開発したアミノ酸用ラベル化剤については，
研究展開が早いというよりも筆者自身が執筆依頼をい

ただいてから実際に取りかかるまでが遅かった事情も
あり，本稿の締め切り直前となった現在までにさらな
る適用範囲の拡大5や，いくつかの新規天然物の構造
決定への応用6にも成功している。以下それらの一部
を紹介させていただく。
一般的に LC-MS（ESI）におけるイオン強度は陽イ

オン検出の方が陰イオン検出より高い傾向があり，
また移動相への酸の添加によりさらに強度が高めら
れる場合が多いことが知られている。LC-MS による
Marfey 法でもその傾向は顕著であり，9a および 9b
などの既製品によるラベル化アミノ酸は酸の添加無し
では大幅に検出感度が低下する（後述の図 3に実例を
示す）。そのため筆者自身もこれまでは LC-MS を用
いたMarfey法では移動相にギ酸を添加して分析を行
うことが当たり前のものとなっていた。
一方，構造中に第三級アミンを有する筆者らの試薬

によるラベル化アミノ酸は中性条件下でも高い検出感
度を示すことが試薬の開発段階においても確認されて
いた。LC-MS 分析における酸の添加は使用するカラ
ムの劣化を早める。また分析時のノイズを低減させる
ためにはより高純度・高価な LC-MS グレードの添加
剤を用いる必要があるなどの問題点があった。添加剤
を加えることなく高感度なアミノ酸光学分割が可能で
あればそれらの問題を回避可能であり，また単純に測
定時の pH が変化することによる光学分割能の向上
（あるいは低下）も期待された。
筆者らはアミノ酸分析においてしばしば行われる移

動相への酸の添加を行わない，中性条件下でのアミノ
酸分析を行ったところ，期待通りに前述の 9c および
9dは 9aおよび 9bと比較し大幅に高いイオン強度を
示した。また 9a および 9b のイオン強度が酸の添加
なしでは著しく低下したのに対し，9cおよび 9dでは
強度の低下は観測されなかった（図 3）。中性条件下
での 9c および 9d の光学分割能についても，分析を
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図 1 高感度アミノ酸光学分割ラベル化剤の開発経緯
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行ったアミノ酸全てにおいて高い光学分割能が確認さ
れた。特に汎用される 3 では分離が困難であること
が知られているアスパラギンなども筆者らの試薬では
そのラベル化体は分離可能であり，中性条件ではさら
に分離能が高まることも確認された5（図 4）。

終わりに

筆者自身が過去に取り組んだ稀少天然物の構造決定
時における苦労に基づいた，LC-MS 用高感度アミノ
酸光学分割ラベル化剤の開発とその応用について記し
た。単純な発想であったが筆者らのアミノ酸分析試薬
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b) ラベル化ロイシンのLC-MS分析

ラベル化反応

図 2 ラベル化ロイシン（9a–d）の LC-MS分析

図 3 酸性および中性条件下での 9a–dの LC-MS分析

は従来品と比較し特筆する欠点がない。また食品中の
微量成分分析などの需要の増加も伴い，既製品を置き
換えられるものとして大変ありがたいことに一部は早
くも市販されている。

謝辞

本研究は京都大学大学院薬学研究科の掛谷秀昭教授
ならびにその研究室所属の学生の協力のもとに行われ
たものである。この場を借りて深謝したい。また京都
大学ご在職時に大変貴重な本稿執筆のお誘いをいただ
いた大石真也先生（現・京都薬科大学），矢野義明先
生（現・武庫川女子大学）にも厚く御礼申し上げる。

参考文献

1. Marfey, P. Carlsberg Res Commun 1984, 49,
591–596.

2. Ueoka, R.; Ise, Y.; Ohtsuka, S.; Okada, S.;
Yamori, T.; Matsunaga, S. J Am Chem Soc
2010 132. 17692–17694.

3. Kuranaga, T.; Mutoh, H.; Sesoko, Y.; Goto,
T.; Matsunaga, S.; Inoue, M. J Am Chem Soc
2015, 137, 9443–9451.

4. Kuranaga, T.; Minote, M.; Morimoto, R.; Pan,
C.; Ogawa, H.; Kakeya, H. ACS Chem Biol
2020, 15, 2499–2506.

5. Morimoto, R.; Matsumoto, T.; Minote, M.;
Yanagisawa, M.; Yamada, R.; Kuranaga,
T.; Kakeya, H. Chem Pharm Bull 2021, 69,
265–270.

6. Pan, C.; Kuranaga, T.; Cao, X.; Suzuki,
T.;Dohmae, N.; Shinzato, N.; Onaka, H.;
Kakeya, H. J Org Chem 2021, 86, 1843–1849.

10/11

13

12

with formic acid

with formic acid

without acid

HN NH

O2N NO2

NH2

O

L-Asn-L-DAA (10)

NH2O

HO

O

HN NH

O2N NO2

NH2

O

D-Asn-L-DAA (11)

NH2O

HO

O

HN NH

O2N NO2

N
H

O
N

L-Asn-L-DVDA (12)

NH2O

HO

O

HN NH

O2N NO2

N
H

O
N

D-Asn-L-DVDA (13)

NH2O

HO

O

ca 1.0 x 10–7 g

ca 1.0 x 10–8 g

ca 1.0 x 10–9 g

12

13

m/z = 385

m/z = 484

m/z = 484
Δt = 8.4 min

Δt = 6.8 min

Δt = 0 min

L-アミノ酸
D-アミノ酸

図 4 酸性および中性条件下での 10–13の LC-MS分析

7



©«
くらなが たけふみ

京都大学大学院薬学研究科
システムケモセラピー・制御分子学分野

tkuranaga@pharm.kyoto-u.ac.jp

ª®®®¬
ポスト抗体医薬：免疫チェックポイントを制御
するヘリックス–ループ–ヘリックスペプチド

—マイクロ抗体—

1.はじめに

藤原 大佑

この度は，ペプチドニュー
スレターへの執筆の機会を頂
きました編集委員の矢野義明
先生に厚く感謝申し上げます。
私は，大阪府立大学大学院理
学系研究科生物科学専攻生命
化学研究室（藤井郁雄教授主
催）におきまして，ヘリック
ス–ループ–ヘリックス（HLH）
構造をもつ立体構造規制ペプ
チド「マイクロ抗体」を土台分子とした分子標的医
薬を創出するため，タンパク質-タンパク質相互作用
（protein–protein interaction: PPI）特異的阻害剤の
創出研究に従事して参りました。本稿では，細胞傷害
性Tリンパ球抗原 4（CTLA-4）を制御するHLHペプ
チドについてご紹介致します。
我々はこれまでに，PPI 阻害活性をもつ，抗体様
機能物質の立体構造規制ペプチド「マイクロ抗体」
（分子量：約 4000）を創出してきました1。進化分子
工学の代表的手法である，ファージ表層提示法を用
いてライブラリーを作製し，顆粒球コロニー形成刺
激因子（G-CSF-R）受容体，血管内皮細胞増殖因子
（VEGF），IgG Fcドメイン，プロテインキナーゼなど
に対する分子標的 HLH ペプチドを獲得してきまし
た2-4。さらに，p53由来の結合エピトープを HLHペ
プチドにグラフティングし，細胞膜透過性を付与する
ことで，細胞内 PPIである p53–HDM2相互作用を阻
害するマイクロ抗体 cHLHp53-R の創出にも成功し
ております5。中でも，本稿では，酵母表層提示法を
用いたライブラリー・スクリーニングによって得た，
免疫チェックポイントを制御して免疫細胞を活性化で
きるマイクロ抗体 ERY2-4について紹介します6。

2.免疫チェックポイントを制御するマイクロ抗体
ERY2-4
我々は，細胞傷害性 T リンパ球抗原 4（CTLA-4）

と抗原提示細胞上の B7 との相互作用を阻害し，免疫
細胞を活性化させるマイクロ抗体を創出しました（図
1）。CTLA-4 は，T 細胞の表面に発現する免疫チェッ
クポイント受容体の 1つで，がん細胞は CTLA-4経路
を利用し，免疫応答の進行を抑制します7,8。樹状細胞
から腫瘍抗原の提示を受けて活性化した T 細胞表面
には，CTLA-4 が発現し，樹状細胞 B7 に結合するこ
とで，T細胞の活性化が抑制されます。抗 CTLA-4分
子標的ペプチドは，CTLA-4 に結合することで B7 と
の結合を阻害し，T 細胞活性化を増強・持続し，活性
化した抗腫瘍 T 細胞を誘導することが期待されまし
た。本研究では，酵母表層提示マイクロ抗体ライブラ
リーを作製して，組み換えタンパク質 CTLA-4に対す
るスクリーニングを行いました。さらに，得られたペ
プチドの親和性成熟（AffinityMaturation）を行いま
した。親和性成熟とは，タンパク質やペプチドに任意
の変異を導入させて，標的分子結合活性を向上させる
技術です。親和性成熟の結果，CTLA-4 に対して  D
値 196 nM で結合する HLH ペプチド ERY2-4 を得ま
した。ERY2-4は，CTLA-4/B7相互作用を選択的に阻
害し，さらに免疫細胞を活性化しました。用いた酵母
表層提示マイクロ抗体ライブラリーと CTLA-4 に対
するスクリーニングついて説明致します。さらに，得
られたマイクロ抗体 ERY2-4 が示す生物活性について
紹介します。

3.酵母表層提示マイクロ抗体ライブラリーを用いた
CTLA-4結合性HLHペプチドの獲得
本研究では，2 種のマイクロ抗体ライブラリー

（ΔPTA-12RC-1と ΔPTA-12RC-2）を作製してライブラ
リー・スクリーニングに用いました（図 2）。マイク
ロ抗体は，HLH 構造を基盤とする，立体構造規制ペ
プチドです。本稿で用いた酵母表層提示マイクロ抗体
ライブラリーは，HLH ペプチドをさらにジスルフィ
ド結合で分子内環化させた，環状化 HLH（cHLH）
ペプチド YT1-S を土台分子としています3。図 2に示
す通り，一つの cHLH ペプチド中の，α-ヘリックス
構造をもつ 2箇所の領域中のアミノ酸をそれぞれラン
ダム化しています。
図 2に示すマイクロ抗体ライブラリー ΔPTA-12RC-

1と ΔPTA-12RC-2の混合溶液を用いてライブラリー・
スクリーニングを行いました。IgG Fc ドメインとの
融合タンパク質であるヒト CTLA-4（h-CTLA-4-Ig）
を標的分子としてスクリーニングを行いました。

図 1 CTLA-4/B7相互作用阻害HLHペプチド ERY2-4による免疫細胞の活性化
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まず，Magnetic-activated cell sorting（MACS）に
よって，ビーズに固定したビオチン化 h-CTLA-4-Ig
に結合する酵母クローンを回収して増幅しました。
さらに，BD FACSAria™ Ⅲ u セルソーターを用いて
fluorescence-activated cell sorting（FACS）によっ
て，h-CTLA-4 結合性の酵母クローンをソーティング
しました。得られた酵母クローンがコードする HLH
ペプチドの塩基配列を確認し，獲得したペプチドの
アミノ酸配列を推定しました。15 種のクローンにつ
いて DNA 配列解析をしたところ，4 種の異なったア
ミノ酸配列に収束したことが明らかとなりました。
得られたペプチドを，固相法で化学的に合成しまし
た。Surfaceplasmonresonance（SPR）法による結
合活性測定を行ったところ，ペプチド Y-2 の  D 値は
6.4µMでした。Y-2は，CTLA-4に選択的に結合し，
また，CTLA-4/B7 相互作用を阻害することが推定さ
れたため，こちらを土台分子として親和性成熟を行う
ことにしました。
クローン Y2 の配列をコードするプラスミドを鋳型
としてエラープローン polymerase chain reaction
（PCR）を行い，Y2 を土台分子とした酵母表層提示
cHLH ペプチド・ライブラリーを作製しました（ペ
プチドあたり 1 – 3 個のアミノ酸変異確率）。先と
同様条件で h-CTLA-4-Ig に対するライブラリー・ス
クリーニングを実施したところ，3 種のペプチド
ERY2-1，-4，-6 を得ました。これらのペプチドを固
相法により化学的に合成し，CD スペクトル測定の
結果，これらの合成ペプチドが，α-ヘリックス構造
をもつことを確認しました。さらに SPR 法を用いて
h-CTLA-4-Ig に対する結合活性を測定したところ，
ペプチド ERY2-4 の結合活性は（ D 値 196.8 nM），

土台分子 Y-2 と比較して約 75 倍上昇しており，親
和性成熟させることに成功しました（図 2）。また
標的分子 h-CTLA-4-Ig に対する特異性も確認しまし
た6。h-CTLA-4-Ig 結合性 cHLH ペプチド ERY2-1，
ERY2-4，ERY2-6について，CTLA-4/B7-1相互作用阻
害活性を評価しました。まず，SPR法を用いて，固定
化 B7-1 と h-CTLA-4-Ig との相互作用阻害活性を測定
したところ，ERY2-1，ERY2-4，ERY2-6 の IC50 値は
それぞれ，0.92µM，1.1µM，1.7µMでした。もっと
も  D 値の小さかった ERY2-4 の生物活性を調べるこ
ととしました。

4.マイクロ抗体 ERY2-4:免疫細胞の活性化

ヒト血液由来の樹状細胞上に提示された B7 と，組
換えタンパク質 h-CTLA-4-Ig との相互作用阻害活性
を測定しました（図 3）。樹状細胞上の細胞表層に結
合した h-CTLA-4-Ig を，フローサイトメーターを用
いて，抗ヒト IgG Fc-FITC により検出しました。測
定の結果，樹状細胞上の B7 と h-CTLA-4-Ig との相
互作用阻害活性（IC50）は，632 nM でした。ERY2-4
の CTLA-4 に対する特異性が高いことを確認できて
いたことから，CTLA-4/B7 相互作用選択的な阻害に
よって，ERY2-4 が免疫細胞の活性化することが期待
されました。そこで最後に，ヒト血液由来の混合リ
ンパ球培養における同種間（アロジェネイック）リ
ンパ球増殖活性測定（mixed lymphocyte reaction
（MLR）アッセイ）を行いました。大変興味深いこと
に，ERY2-4 を加えることで，免疫細胞活性化特有の
現象であるクラスターが形成されたことを形態学的に
確認しました。さらに，チミジン取り込み法によって

図 2 酵母表層提示マイクロ抗体・ライブラリー：ΔPTA-12RC-1および ΔPTA-12RC-2と（上図），獲得した CTLA-4結合性 HLHペ
プチド（下図）
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免疫細胞が増殖したことを確認しました。すなわち，
マイクロ抗体 ERY2-4は，CTLA-4/B7-1相互作用を阻
害して免疫細胞を活性化させることを明らかにしま
した。

5.おわりに

ペプチド ERY2-4 を今後さらに親和性成熟させるこ
とで，CTLA-4 結合活性ならびに，CTLA-4–B7 相互
作用阻害活性の高いマイクロ抗体が得られると期待で
きます。これによって，今後がん細胞増殖を止める抗
がん活性をもつマイクロ抗体の創出が期待できます。
加えて言えば，マイクロ抗体のコンセプトに合致す
る，強固な二次構造をもち生体内でも安定な立体構造
規制ペプチドであれば，HLH ペプチドに限らずいず
れの構造であっても，ポスト抗体医薬品としての開発
が期待できます。本研究事例をきっかけとして，多種
多様な立体構造を土台とする分子標的ペプチドが創出
され，立体構造規制ペプチドを分子基盤とする，中分
子医薬品の開発がより一層発展すれば幸いです。
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