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Comprehensive analysis of human dipeptidyl peptidase IV inhibitory 
dipeptides
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【目的】 我々は抗 2型糖尿病効果が期待できる食品・医薬品への応用を目指し、
ヒトジペプチジルペプチダーゼ（hDPP）IV阻害ペプチドの開発を進めている。
ペプチド群の網羅的解析データは多種多様なペプチドが混在する食品の包括的
機能性評価等に活用できるだけでなく、標的分子への親和性を予測可能とする
ことで医薬品の開発へも有用である 1)。そこで本研究では、ジペプチドライブ
ラリーを用いて hDPPIV阻害効果を網羅的に解析した。
【方法と結果】 出芽酵母により組換え生産した hDPPIVを用いて 337種類のジ
ペプチドの阻害効果を定量解析し、1位～ 337位までランキングした。最も高
い hDPPIV阻害効果を有したジペプチドは Trp-Arg （IC50 = 0.020 mM）であっ
た。各ジペプチドの過去の報告の有無と阻害効果の高低にはほとんど関連がな
く、阻害効果の高い TOP 17ジペプチド中からも 5個の新規ジペプチドが見出
された（Thr-His; IC50 = 0.048 mM, Asn-His; IC50 = 0.069 mM, Val-Leu; IC50 
= 0.074 mM, Met-Leu; IC50 = 0.091 mM, Met-Met; IC50 = 0.093 mM）。得られ
たデータを活用し、各種食品たん白質のアミノ酸配列における hDPPIV高阻
害ペプチドの出現頻度を算出した結果、大麦ホルデイン、小麦グルテニン、菜
種クルシフェリンが hDPPIV阻害ペプチド源として特に高いポテンシャルを
有することが示唆された。

1) Ito et al. Nature Commun. (2013) 4, 2503.
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【目的】 我々は抗 2型糖尿病効果が期待できる食品・医薬品への応用を目指し、
ヒトジペプチジルペプチダーゼ（hDPP）IV阻害ペプチドの開発を進めている。
先行研究において、ジペプチドライブラリーを用いた解析結果から Trp-Arg
に強い hDPPIV阻害効果が見出された。hDPPIVが基質として認識する Xaa-
Ala/Proジペプチドが競合型阻害を示すことは多く報告されているが、Trp-
Argの阻害様式は不明である。そこで本研究では、Trp-Arg関連ペプチドと
hDPPIVとの相互作用の詳細を解析した。
【方法と結果】 Trp-Argは混合型阻害を示した。解析した 19種類 Trp-Arg-Xaa
トリペプチドの阻害様式は全て基質と結合したhDPPIVだけに作用するユニー
クな“不競合型”であり、中でも Trp-Arg-Gluは最も強い阻害効果を示した（Ki 
= 0.13 mM）。トリペプチドの C末端アミノ酸残基の選択性を基に hDPPIV
結合構造モデルを構築した結果、既存の阻害剤とは異なり、トリペプチドの
Trp、Arg、Gluはそれぞれ hDPPIVの Phe357、Glu205/206、Arg125と相互
作用することが示唆された。また、Trp-Arg-Gluの応用例として他の hDPPIV
阻害剤の効果を相乗的に増強することを見出し、詳細な解析を進めている。
 本研究成果は世界初の不競合型 hDPPIV阻害ペプチドの発見であり、
hDPPIV阻害剤開発への新しいコンセプトを提案する。
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【背景と目的】 細胞内シグナル伝達因子や転写因子などは癌の発生や免疫反応
において中心的役割を果たしている。このような因子として NF-κBと p38 
MAPキナーゼ（p38 MAPK）に注目し，その働きを阻害するペプチドの取得
を目指した。
【方法と結果】 まずペプチドライブラリーを用いて NF-κBに結合するペプチド
の探索を行った。その結果，共通性の高い配列が得られ，このペプチド配列
をディスプレイしたファージが NF-κBに特異的に結合することを確認した。
そこで，ファージにディスプレイされた配列のペプチドを合成し，NF-κBと
DNAの結合の阻害活性を解析した。その結果，ペプチドの濃度を増加させる
と結合率の減少がみられ，0.2 mMで 50％の結合が阻害された。したがって，
このペプチドは弱いながらも NF-κBと DNAの結合を阻害することが示され
た。ついで，p38 MAPK のリン酸化部分に結合するペプチドの探索を行った。
その結果，共通性の高い配列が得られ，このペプチド配列をディスプレイした
ファージが p38 MAPKに特異的に結合することを確認した。得られたファー
ジが p38 MAPKのリン酸化部位に特異的に結合するかを調べるために，p38 
MAPKのリン酸化部分に対する抗体を加えて ELISAを行った。その結果，
ファージのみの場合に比べて抗体を加えた場合にはファージの結合が阻害され
ることが示された。したがって，得られたファージは p38 MAPKのリン酸化
部位に特異的に結合すると考えられる。
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【目的】当研究室では、これまでに 3種類の米タンパク質から 6種類の抗菌ペ
プチドを見出しており、それらのペプチドは、分子量が 1,000～ 3,000 Da程
度であること、正味の正電荷を持つこと、等電点が 8以上のカチオン性であ
ることなどの共通の性質を有していた。そこで本研究では、米糠タンパク質の
プロテアーゼ加水分解液を等電点電気泳動によって分離し、カチオン性のペプ
チドを調製した。また、得られた画分の抗菌活性を測定し、生体防御機能を有
するペプチドを調製することを試みた。
【実験方法】本研究では、各種プロテアーゼを用いて米糠タンパク質を加水
分解し、異なるペプチドサンプルを調製した。得られたペプチドサンプル
を等電点電気泳動によって分画し、そのカチオン性画分の Porphyromonas 
gingivalis,  Propinibacterium acnes, Candida albicansに対する抗菌活性を測
定した。
【結果】各種プロテアーゼを用いて米糠タンパク質を加水分解した後、等電点
電気泳動によって 20画分に分画した。酵素の種類によって各画分の pHと収
量が異なっており、各画分の抗菌活性も異なっていた。これまでの結果から、
米糠タンパク質のプロテアーゼ加水分解物中のカチオン性ペプチドは、抗菌活
性を発揮することが確認された。現在、抗菌活性以外の生体防御機能として、
カチオン性ペプチドの抗炎症作用と創傷治癒作用についても検討している。
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