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機能：抗スピロヘータ

／秦 佐八郎

天然物

鉱物

動物

植物

微生物

サルバルサン

 
（606号）

スクリーニング

A1 , A2 , A3 ・・・

B1 , B2 , B3 ・・・
（選別）

採取
抽出

精製

有機・無機
合成

今も創薬の原理は変わらず：

ライブラリー作成／スクリーニング

人工物

“薬”
物質・分子ライブラリー



‘ライブラリー’の最近の進展

分子多様性 実績 コ メ ン ト

コンビケム

(組合せ化学）
１０３～１０６ ○

サブｍｌ～１０μｌ

 

スケールの

ＨＴＳ（ハイスループットスクリーニング）

ファージディスプレイ １０９ ○
細胞内 ペプチド／

タンパク質

核酸アプタマー １０１２～１０１５ ○

細

胞

外

ＲＮＡ／ＤＮＡ

リボソームディスプレイ
～ １０１２

？
ペプチド／

タンパク質
ｍＲＮＡディスプレイ

１０１２～１０１５

△

提示ペプ

 

チド

ファージミドベク

 

ター (DNA)

コートタンパク質
提

 

示

 

ペ

 

プ

 

チ

 

ド

ファー

 

ジミドベ

 

クター

 

(DNA)

コートタ

 

ンパク

 

質



‘カテプシンEとその関係する症状

自己免疫疾患

悪性腫瘍
増殖転移

精神神経疾患

アレルギー性疾患

Cathepsin E

Ｈ．Ｇｏｔｏ

カテプシンＥ



ペプチドライブラリー

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 +(Constant sequence: 20a.a.)

ペプチド（28mer）

可変領域
 

(8mer） 定常領域
 

(20mer）



二次ライブラリー

 

淘汰
一次ライブラリー

 

淘汰
一次ライブラリー

 

構築

二次ライブラリー

 

構築淘汰
クローン

淘汰
クローン

結合による
淘汰

機能による

淘汰

ペプチド
アプタマー

結合による

淘汰

機能による
淘汰

埼玉バイオで構築した高速分子進化システム（eRAPAＮSY）

非切断

溶出

IVV コンストラクト DNA

PCR
結合

ピュロマイシン
リンカー

転写

mRNA
翻訳

PuPu
PuPu

ライゲー
ション

淘汰

mRNA  cDNA
ハイブリッド化

PuPu

PuPu

サイクル

Pu

PuPu

Pu

Pre IVV

POU His 可変領域

カテプシンＥ

ビリオン形成

dIVV

IVV

Kitamura et al. J. Mol. Biol. (2009)



Y連結ブロックシャフリング法

 （YLBS）

トリミング
1本鎖化 1本鎖化

トリミング

PCRPCRPCR

8 ブロック

4 ブロック

2 ブロック

TTGAAGAAAGGTCGTNNN

CGCTTCCTCACTCTAGNNN

Mbo II

Mbo I

GGCTCGCGAATACT
CCGAGCGCTTATGA

P

Y連結法

T4RNA

 

リガーゼ連結

ステム
ブランチ

ブロック

B

Pu

ペプチド

リガーゼ

ビオチン

mRNA

cDNA化

逆転写プライマー部位

ライブラリーの開発

ｃDNAディスプレイ

ブロック数：

 

Ｂ

 

(例、１０）

シャフリング回数：

 

ｉ

 

〔例、４）

分子多様性：

 

Ｄ

Ｄ＝

 

Ｂ２

例

 

D=１０１６

i
Kitamura et al.

Prot. Eng. (2002)

Nemoto et al. FEBS Lett. (1997)
Nemoto et al. Nucl. Acids Res. (submitted)
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ＳＦリンク

プロテアーゼ 情報 機能

DNA 基質配列

ビオチン

AAAA

B B

B
B

B B

アビジン

結合 / 非切断 結合 / 切断

廃棄（情報なし）取得（情報あり）

ビーズ

SFリンク法（

 
分子集団の活性向上法）

スクリーニング法の開発

Naimuddin et al.

J. Mol. Recognit. (2007)



gacgatgacaaa

クラスタリング解析
CE substrate FLAGVariable region

C C  I  I

Spacer

(F9-52)

G G  L L

I G C S

G G R P P T I F F R L K D Y K D D D D KI  I  I  ID G C C

L L P PG C G G (F9-36)

iA1

iD2

iA2

iB1

S C1 C2 F1 F2

E1

E2

E3 X2X1

(Additional blocks)

I  I  D SS C I G (F9-65)
iD1

iB2

(Original                 
construct)

[F9-52]
[F9-36]

[F9-65]

Cluster 2

“(Y/G)CGGLLPX”

GGSCSSCL

QGPSPCCI

PGSSSCII

CSSSIGPL

IVIHQQLL

IVIPQQLF
GDIIPCYC

DGCCIIIN
DGCCIIIV

DGPCKIIII

DGCCIIII

GSCWGGI

SCIGIIDS

SCIGIIDG

GIDGCHPV

CCIPPSKP GCGIIIIV

GCPCIGII

LCPPPPPG
RCRFFQP

CGILVEEV

GCGGLLPF

GCGGLLPV

YCGGLLPC

YCGGLLPF

IPGGIGCT

IGCSKLSW

IGCSKLFR

Cluster 1b

“CIGII”

Cluster 1a

“CXIII”

G G R P P T I F F R L K D Y K D D D D K

G G R P P T I F F R L K D Y K D D D D K

ggaggacggcca ccaaccatcttt tttagactgaag gactacaaagat

G G G GV R D L

Shuffling by YLBS

…
…

ASAC 
(All Steps and All Combinations)
Library

ASAC二次ライブラリーの作成

二次ライブラリー（ASAC)作成法の開発

Kitamura et al. J. Mol. Biol. (2009)



活性阻害

2Am -301

活性促進

2Am -215

Kd IC50

62 ± 5 nM

‐

220 nM

680 nM

50%25%0% 25%50%

CE

CD

CB
Trypsin

75% 100%75%100%

CE

CD

CB
Trypsin

CE阻害ペプチドの副作用(２例）
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