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標的探索への新提案 環状ペプチドビーズ・ペプチドビークル

ID T006J

ゲル状ビーズに固定化した環状ペプチドでターゲットに結合するペプチド素子を見つける

X: 天然19アミノ酸と非天然5アミノ酸
合計24種類のダイバーシティ
246 = 約2億種類

環状ペプチドをビースに固定化 特定の標的タンパク質、
特定細胞表面タンパク質を
認識する素子の探索例

採取ビーズはペプチドシーケンサー

により配列を同定

※ヒトがん細胞
表面タンパク質
の例

One cyclic peptide on One Bead(OPOB)

ゲル様レジン上に固定化された環状ヘキサペプチドライブラリー
(D-システイン間でジスルフィド結合形成) ※水系アッセイが可能

細胞

ペプチドビーズ

ペプチド固定化ビースを用いるバイオアフィニティ精製に関する特許第2513412は1996年に成立した。総説も含め、これまで

にペプチド固定化ビーズの応用にはいくつか論文がある。直鎖ではアフィニティが弱い事が判明し、試行錯誤の結果、非天然ア

ミノ酸を５種追加、合計24アミノ酸を用い、ジスルフィドで環状化、しかも、分子内での環状化にD-Cysを用いることにより

アッセイ中の酵素分解を防ぎ、デコンボリューションを含めて最適化されたライブラリーが環状ペプチドを固定化したビーズで

ある。ペプチドビーズの認識能を出発点にプロテオームにおけるマーカーを探索（相互作用に関し何の情報も無い場合に有用）

近年、分子標的療法ががん疾患の化学療法に用いられておりますが、副作用の問題が避けられません。ハイペップ研究所のバイオ検出の概
念であるタンパク質相互作用はペプチドによってタンパク質を模倣(ミメティック)することができるという考えに基づいて「ペプチドビーク
ル」という新規な細胞標的薬剤のコンセプトを提案します。ペプチドビークルはがん細胞の表面認識、細胞透過、核移行を行うペプチドと抗が
ん剤を結合させたドラッグデリバリーのための複合薬剤導入化合物です。D-システインを使いジスルフィドで環状化したペプチドによってが
ん細胞と正常細胞の区別、捕捉を行います。調製した細胞透過性ペプチドを結合し、臨床現場で使用されている抗がん剤を誘導体化してペプチ
ド鎖に組み込みました(コンジュゲート)。セルラインA549細胞株の認識ペプチドを用い、ビークルの構成モジュールの組み合わせが優れた
DDSシステムとなりうることを実証しました。ドラッグデリバリーのために「ペプチドビークル」を作製し、特定細胞やタンパク質の認識素
子の探索、細胞透過、核移行のためのバイオコンジュゲートを作製しました。Nokihara, K., et.al, Peptide Science 2011: 73, 2012.

細胞標的治療DDSの研究で認識素子と細胞透過因子をコン
ジュゲートした → 細胞膜透過、核移行(ペプチド核酸の細
胞内導入も可能) Hirata, A., Nokihara, K., Tetrahedron 
Lett. 55, 4091-4094, 2014.

利点
1. 薬物デリバリー性の向上：標的のがん細胞だけに導入
2. 細胞特異性、副作用の軽減：分子標的ではなく細胞を標

的とする
3. 新規特許：特許切れの薬剤も新規に知的財産権を確保
4. 細胞株に対する選択性の向上
5. 薬剤耐性のがん細胞でも活性を示す

ターゲットとビーズを
混合－スクリーニング

Purified
proteins

Peptides immobilized on to gel-type beads used for affinity columns 

[Nokihara, Peptide Chemistry 1993, 25, 1994]  Elucidation for 

diseases specific proteins. → discovery of marker proteins

Protein Separation ① HPLC

② SDS-PAGE + in-gel digestion

③ 2D Electrophoresis + in-gel digestion

④ Nano-LC MS/MS + OrbiTrap /MALDI-TOF/MS/MS
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探索 OPOB

AHST-16 による認識ビーズ 1粒の部分加水分解 認識配列の解明

固定化環状ペプチドライブラリー：OPOB ペプチドの配列解析法

二次ライブラ
リー構築

アッセイ、
選別・スクリー

ニング

配列解析
ホモロジー
サーチ

合成品で
確認

デザインと合成 ➡
最大化最適化

ペプチド固定化ビーズ
【試薬として販売】：直鎖、環状、

フォーカシングライブラリー

技術情報協会 「ペプチド医薬品開発のためのスクリーニング・安定化・製剤化技術」,第1章ペプチドライブラリーの構築とスクリーニング技術、10節
ペプチドビーズライブラリーを用いた標的探索：軒原清史他 Nokihara, K., et., al., Amino Acids, 48, 2491-2499 ( 2016)

ファージディスプレー法やmRNAディスプレー法【Nemoto, N., et al FEBS Lett. 414, 405-408 (1997)】で提示されるペプチドは人工的な改変を受けていて

もリボソーム上での翻訳に依存しており、化学的に合成されるライブラリーと比べると空間当たりの多様性の創出では大きな制約を受ける。この事実はディスプレー系

で選択されるペプチドが偏ったアミノ酸残基への結合に依存した大きな分子になりやすい傾向に表れており、ファーマコフォアとなるブロックの偏りと数の多さはそのまま特

異性の低さにつながることが多い。分子が大きくなりやすく、高い水素結合形成能と多くの自由回転部位を伴いやすいペプチドリガンドは、単にバイオアベイラビリティで

限界を生じやすいだけでなく、経口以外の投与方法を用いても医薬分子としての適性を欠いている。新規な低分子医薬の開発が困難になりつつある状況で中分

子医薬が期待を集めており、ペプチド医薬もその代表として注目されることが多いが、実際に医薬品として実用化されているのは生体内に存在するペプチドリガンドや

蛋白の一部を模したものがほとんどであり、新規な相互作用様式で活性を示すペプチド性分子が医薬品になる確率は現状ではかなり低い。

核酸対応、分子ディスプレー法の問題点と限界

OPOBライブラリーとmRNA displayを用いた方法の比較

比較項目 OPOB mRNA display

1 ライブラリーの構築 化学的方法 リボソームに依存

2 ブロックの選択 自由度が高い 制限が大きい

3 ライブラリーの多様性 108-9 (億～10億) 1012 (兆)

4 １種類当たりの分子数 1013-14 (10～100兆) 1

5 ライブラリーの質 検証可能（偏り少ない） 検証困難（低い/偏る）

6 標的分子 未知分子にも応用可能 精製された既知分子

7 検出方法 質量分析 PCR増幅

翻訳してポリペプチドを提示するmRNA display法で

は多様性が利点として強調されるが、実際には用いら

れるブロックが制限されるために空間当たりの多様性で

は劣る。さらに親和性の高いものしか釣れないために分

子が大きくなりやすく、医薬のリードに適した分子を得る

のは難しい。

一方で１種類当たりの分子数が多いOPOBは「活性

物質ありき」の創薬にも対応可能であり、リガンドと標的

分子をセットで同定する試みにも応用できるため、化学

的な手法による柔軟性の高いOPOBを製造した。ここ

では１ビーズ当たり 80～100 pmol の分子コピー数

があるので未知の標的分子の探索に適している。

OPOB 製品製造販売と受託解析

OPOB-1 天然アミノ酸19種でランダム化した直鎖ヘキサペプチドを固定,低アフィニティだがダイオキシン類の捕捉に成功した

OPOB-2
天然19種非天然5種のアミノ酸で6残基をランダム化、D-Cysによる分子内SS環状化・多様性２億種類、デコンボルーション法を確立し

た、構造解析に高額な装置とインタープリテーション能力とが必要【複数の販売実績あり】

新規

OPOB-3

ドラッグ候補に近い構造体をヒットさせるためにビルディングブロックの選定を工夫し、さらに、構造解析をより容易にする仕掛けをビーズ内に仕

込んだ。過去の創薬論文からドラッグ候補となる構造の出現頻度が高い（ヒットしやすい）構造のフォーカシングライブラリーで構造解析

がより迅速・容易となる。選別されたビーズの構造探索効率が飛躍的に上昇した。詳細要NDA
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