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略語表 

Ac acetyl 

Bn benzyl 

Cbz benzyloxycarbonyl 

CPP cell penetrating peptide 

CPYPP 4-[3'-(2''-chlorophenyl)-2'-propen-1'-ylidene]-1-phenyl-3,5-pyrazolidinedione 

DHR-2 DOCK homology region 2 

DIPE diisopropyl ether 

DMF N,N-dimethylformaide 

DOCK2 dedicator of cytokinesis 2 

Dpm diphenylmethyl 

DTT dithiothreitol 

EDCI 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

Fmoc-OSu N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimide 

GEF guanin nucleotide exchange factor 

HPLC high performance liquid chromatography 

Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 

Mmt 4-methoxytrityl 

Mpa 3-mercaptopropionic acid 

Nle norleucine 

NLS nuclear localization signal 

NMP N-methylpyrrolidone 

Nrf2 nuclear factor (erythroid-derived 2)-like2 

Oxyma Pure® ethyl cyano(hydroxyimino)acetate 

PPI protein–protein interaction 

Rac1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

S1P sphigosine-1-phosphate 

SPPS solid phase peptide synthesis 

SPR surface plasmon resonance 

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TFA trifluoroacetic acid 

TIS triisopropyl silane 

TPSA topological polar surface area 
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第 1章 緒言 

第 1節 タンパク質間相互作用の阻害薬とモダリティ 

生体内におけるタンパク質同士の相互作用はタンパク質間相互作用(protein–protein 

interaction、PPI)と呼ばれ、シグナル伝達や酵素反応などの重要な役割を担い、生物の発生

や発達、恒常性の維持に不可欠である 1。PPI は種々の疾患とも関連しており、特に細胞内

における異常な PPIを阻害することは新たな治療手段となり得る。 

これまでに、リガンドと受容体との作用を標的とした多数の低分子医薬品が創出されて

きた。しかしながら、従来の低分子創薬の手法では、タンパク質同士の平坦で広い作用面

を阻害することは困難であった 2,3。近年になり、計算化学の進歩や fragment based drug 

discovery といった手法により、低分子 PPI 阻害薬の研究が盛んになってきている 4,5。一方

で、分子量が大きいペプチドやマクロサイクルといった中分子化合物は、広く浅いタンパ

ク質表面との作用に適すると考えられ、中分子 PPI 阻害薬が注目を集めている 6,7。中分子

化合物には良好な PPI阻害活性を期待できるものの、多くの場合、細胞膜を透過しない点が

課題となっている。細胞内に到達可能な中分子 PPI阻害薬は、アンメットメディカルニーズ

を満たす革新的な医薬品となる可能性がある。 

第 2節 CPP コンジュゲーションによる膜透過性の改善 

中分子化合物の膜透過性を改善するために、様々な手法が検討されており、そのひとつ

として細胞膜透過性ペプチド(cell penetrating peptide、CPP)の利用が増加している 8,9。CPP

は細胞膜を透過するペプチドであり、1989 年に初めての CPP として Tat ペプチド

(Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg)が発見された 10。Tat ペプチドは、HIV-1 に由来する

Tatタンパク質 region IIIの 49位から 57位部分配列に相当する。Tatペプチドの発見以降、

700 種類以上の CPP が報告されており、多くの CPP は 10 から 30 残基程度のアミノ酸で構

成されるカチオン性もしくは両親媒性のペプチドである 11,12。そして、CPPと薬効分子との

共有結合的もしくは非共有結合的なコンジュゲートは、細胞内に到達すると考えられてい

る 13。例えば、nuclear factor (erythroid-derived 2)-like2 (Nrf2)と Kelch-like ECH-associated protein 

1 (Keap1)との PPI 阻害薬が例に挙げられる。Nrf2 は細胞内に発現し、抗酸化作用に寄与し

ている。この PPIを阻害する 14残基ペプチド(Leu-Gln-Leu-Asp-Glu-Glu-Thr-Gly-Glu-Phe-Leu- 

Pro-Ile-Gln)は、細胞膜を透過できないため、THP-1細胞に対して抗酸化活性を示さなかった
14。一方で、14 残基ペプチドの N 末側に Tat ペプチドを配したコンジュゲートは heme 

oxygenase-1 の発現を増強し、細胞質への送達が向上していると示唆された。また、他のグ

ル ー プ は 、 細 胞 内 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る カ ル パ イ ン で 開 裂 す る リ ン カ ー

(Pro-Leu-Phe-Ala-Glu-Arg)を介して、Nrf2–Keap1 の PPI 阻害ペプチド(Leu-Asp-Glu-Glu-Thr- 
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Gly-Glu-Phe-Leu-Pro)と Tatペプチドをコンジュゲーションすることで、脳虚血ラットにおけ

る抗酸化作用を確認している 15。 

中分子化合物と CPPとのコンジュゲーションに基づき中分子 PPI阻害薬を創出する際に

は、薬理活性のみならず膜透過性も検討する必要がある。CPP 自体は膜透過性を有してい

ても、薬効分子とのコンジュゲーションにより膜透過能力が変化する可能性が考えられる。

また、コンジュゲートの CPP 部分によるオフターゲットもしくはオンターゲットでの作用

が、目的とする薬理作用に影響する可能性もある。薬理活性と膜透過性を並行して評価す

ることで上述のような課題を明らかにし、リード化合物の創出や最適化を進めることが重

要である。しかしながら、CPP 利用による薬理活性の発現や増強に関する研究は多く報告

されているにもかかわらず、膜透過性は必ずしも評価されていない。また、薬効分子とし

て抗がん薬を用いる場合は、薬理活性としての細胞障害性が細胞内取り込みに影響を及ぼ

し、CPP による膜透過性の改善を正確に評価できないことが考えられる 16。 

 

 

 

Figure 1. Schematic illustration of the principle of detecting cytosolic delivery based on luciferin–

luciferase reaction. 
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コンジュゲーションに用いる CPP を選択する際には、何らかの基準があると望ましい。

膜透過性の優劣は明確な基準のひとつと考えられるが、複数の CPP の膜透過性をひとつの

評価系で比較した研究は少ない。Boisguerin らは、蛍光色素で標識した 22種類の CPP を評

価し、細胞の種類や温度などの条件が、膜透過性に影響することを明らかにしている 17。こ

のことから、CPP を用いて薬効分子の膜透過性を改善するには、コンジュゲーションに先

立ち、CPP 自体の膜透過性を比較して良好な CPP を見極めることが重要といえる。蛍光色

素標識されたペプチドの膜透過性評価の例は多い。しかしながら、ペプチドが細胞質に到

達したときだけではなく、細胞膜上に吸着もしくはエンドソーム内でトラップされていて

も蛍光は観察される。Wender らは、ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づいた膜

透過性の評価系を報告している(Figure 1)
18。本手法では、ジスルフィド結合を有するリンカ

ーを介してルシフェリン修飾したペプチドを、ルシフェラーゼを発現させた HEK293 細胞

で処理する。Wender らによると、ルシフェリンで修飾されたペプチドが細胞質に到達する

と、細胞質のグルタチオンによりジスルフィド結合が開裂して遊離のチオールを有するペ

プチド、リンカー部分の環化体、およびルシフェリンへと分解し、ルシフェリンはルシフ

ェラーゼの作用により発光性のオキシルシフェリンへと酸化される。そのため、細胞膜に

吸着したペプチドやエンドソーム内にトラップされたペプチドは発光に寄与せず、細胞質

に送達されたペプチドを評価できる。本研究においては、この系を用いて膜透過性を評価

した。 

第 3節 DOCK2 阻害薬 

中分子 PPI 阻害薬の標的として、本研究では dedicator of cytokinesis 2 (DOCK2)と

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1)との PPIに着目した。DOCK2 は造血細胞に発

現しているグアニンヌクレオチド交換因子(guanine nucleotide exchange factor、GEF)であり、

DOCK homology region 2 (DHR-2) domainを介して Rac1と作用し、リンパ球の遊走を誘導す

る(Figure 2)
19,20。DOCK2 欠損マウスでは、アロ反応性 T 細胞の二次リンパ器官への遊走が

阻害されることで、心臓同種移植片に対する拒絶反応が減弱した 21。そのため、DOCK2–Rac1 

 

 

Figure 2. Cell migration induced by intracellular PPI between DOCK2 and Rac1.
22

 



9 

 

 

Figure 3. Structure of CPYPP, a first small molecule inhibitor of DOCK2. 

の PPI 阻害は、移植片拒絶反応や炎症性疾患の治療に有効と考えられている。2012 年に、

初の DOCK2–Rac1 の PPI 阻害薬として低分子化合物 4-[3'-(2''-chlorophenyl)-2'-propen-1'-ylid 

ene]-1-phenyl-3,5-pyrazolidinedione (CPYPP)が報告された(Figure 3)
22。CPYPP は DOCK2 の

DHR-2 domain に結合し、22.8 µMの IC50値で Rac1の活性化を阻害した。また、100 µMの

濃度で T 細胞および B 細胞の遊走を完全に抑制した。しかしながら、CPYPP は DOCK2 の

サブファミリーである DOCK1 および DOCK5 に対しても GEF活性を阻害し、DOCK2 に対

する選択性を示さなかった。DOCK1 はがん細胞の遊走や浸潤に、DOCK5 は骨形成に関与

しているため、DOCK2–Rac1 の PPI阻害作用を精査するには DOCK2 への選択性が重要とい

える。分子量がより大きい中分子化合物であれば、活性および選択性が向上する可能性が

あり、DOCK2 選択的な PPI 阻害薬の創製は、DOCK2 阻害作用の解明および治療薬の開発

に貢献できる。 

第 4節 研究方針および本論文の概要 

本研究では、DOCK2–Rac1 の PPIを題材とし、CPP とのコンジュゲーションにより膜透

過性を改善して中分子 PPI阻害薬を創出する研究手法の構築を目指した。細胞内を標的とし

た中分子医薬品の創薬手法はまだ未成熟な段階であり、薬理活性と膜透過性との相関を取

得して化合物を最適化することが重要であると考えた。 

第 2 章では、中分子 PPI 阻害薬は低分子化合物よりも優れた活性と選択性を示すと仮説

を立て、ファージディスプレイスクリーニングによる DOCK2 阻害ペプチドの取得検討につ

いて述べる。第 3 章では、ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づいた評価系によ

る、優れた膜透過性を示す CPPの選抜および新規 CPPの探索について論じる。第 4章では、

PPI 阻害ペプチドと CPP とのコンジュゲーションによる薬理活性と膜透過性の変化につい

て、続く第 5章では、さらにペプチドの構造変換を組合せた場合の効果について述べる。 
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第 2章 DOCK2選択的阻害ペプチドの探索 

第 1節 ファージディスプレイスクリーニング 

DOCK2–Rac1 の PPIを阻害する低分子化合物として CPYPP が報告されているが、PPI阻

害活性は数十 µMのオーダーであり、また DOCK1 との選択性を示さない。PPIの阻害には

タンパク質と広い面で作用する必要があり、分子量がより大きい中分子化合物が適してい

ると考えた。例えば低分子化合物においては、一般的な低分子薬と比べて、低分子 PPI阻害

薬の分子量やトポロジカル極性表面積(topological polar surface area、TPSA)は大きく、タンパ

ク質との作用ポケット数は多いと示された 3,23。PPI におけるタンパク質間の作用面積は

1,500–3,000 Å
2と報告され 5、DOCK2–Rac1 の場合では 1,744 Å

2と計算されている 24。低分

子 DOCK2 阻害薬 CPYPPの分子量は 324.76、TPSAは 49.41 Å
2
 (ChemDrawにて算出)である

一方、中分子化合物の分子量としては 1,000–5,000程度が想定され、標的タンパク質とより

広い面で作用することが可能といえる。ファージディスプレイスクリーニングは、標的タ

ンパク質と親和性を有するペプチドを取得する手段のひとつである 25,26。多様なアミノ酸配

列をファージ上に提示することで、標的タンパク質と結合するペプチドをランダムにスク

リーニングすることができる(Figure 4)。 

 

Figure 4. Schematic illustration of phage screening system. 
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Figure 5. Structures of peptides obtained from phage screening against DOCK2. 

直鎖もしくは環状のペプチドを提示したT7ファージと樹脂に固定化したDOCK2を混合

した後、Rac1を加えて T7 ファージを競合的に洗浄した。DOCK2 との結合を維持したファ

ージを回収、増幅し、同様の操作を 4 回繰り返した。得られたファージから、複数のアミ

ノ酸配列を同定したが、ひとつのクラスターに分類することができた。すなわち、取得し

たアミノ酸配列は、配列の中央に共通モチーフ (Val/Leu/Trp-Ala-Lys/Arg/Leu-Tyr/Phe/Trp 

-His/Met-Gly-Xaa-Xaa-Trp)および C末側に複数の Arg 残基を有していた。これらの特徴は直

鎖ペプチドと環状ペプチドの両方で確認された。 

配列の相同性が最も高かった直鎖の配列 Val-Ala-Lys-Tyr-His-Gly-Tyr-Pro-Trp-Asn-Arg- 

Arg-Arg および環状の配列 Leu-Asn-Arg-Cys*-Val-Ala-Lys-Tyr-His-Gly-Tyr-Pro-Trp-Cys*-Arg- 

Arg-Arg (Cys*間でジスルフィド結合を構築)をヒット配列とし、直鎖ペプチド 1、2および環

状ペプチド 3の PPI阻害活性を評価することとした(Figure 5)。 

第 2節 無細胞系における PPI阻害活性の評価 

ペプチド1、2および 3によるDOCK2–Rac1のPPI阻害作用を enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA)にて評価した(Table 1)。直鎖ペプチド 1 および 2 の IC50 値はそれぞれ、

dithiothreitol (DTT)が存在する還元的条件では 33 nM と 12 nM、DTT非存在下では 31 nMと

11 nMであった。一方、環状ペプチド 3の場合、DTT存在下では 6.0 nM、DTT非存在下で

は 2.2 nMと、ジスルフィド結合が開裂する還元的条件では活性が減弱した。直鎖体でも nM 

Table 1. Inhibitory activities and binding affinities of peptides obtained from phage screening 

Compound 
Inhibitory activity, IC50 (nM) Binding affinity, KD (nM) 

DTT + DTT - TCEP + TCEP - 

1 33 31 13 17 

2 12 11 N.D. N.D. 

3 6.0 2.2 1.8 0.18 

DTT, dithiothreitol; TCEP, tris(2-carboxyethyl)phosphine; N.D., not determined. 
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オーダーの活性を維持しているものの、PPI阻害には環状構造が望ましいと示唆された。ペ

プチドは標的分子と作用する際に、一定の二次構造を形成するため、構造の自由度が高い

直鎖ペプチドと比べて、構造が適切に規定されたペプチドが強い親和性を示すと考えられ

た 27。また、DOCK1 との選択性を検討したところ、1、2および 3は、1.0 µMまでの濃度で

DOCK1 に対する PPI阻害活性を示さず、DOCK2 への選択性が判明した。 

DOCK2 との親和性を表面プラズモン共鳴(surface plasmon resonance、SPR)法で評価した。

1 および 3の KD値は、tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)が存在する還元的条件ではそれぞ

れ 13 nMと 1.8 nM、TCEP 非存在下では 17 nM と 0.18 nMであった。ELISA の結果と同様

に、環状構造の開裂により DOCK2 との親和性が減弱することがわかった。また、3 は、

DOCK2 による Rac1の GTP-GDP 交換反応を 35 nMの IC50値で阻害した。 

ファージディスプレイスクリーニングにより取得した 1、2 および 3 は、DOCK2 と選択

的に結合し、Rac1 との PPI を阻害することが明らかとなった。直鎖構造よりも環状構造の

方が DOCK2 との親和性が高く、一定のコンフォメーションを形成することが親和性に寄与

していると考えられる。 

第 3節 細胞系における細胞遊走の阻害活性の評価 

細胞遊走の阻害活性は、ヒト B 細胞株である MINO 細胞を用いて評価した(Figure 6)。

MINO 細胞を DOCK2 阻害ペプチドで 30 分間前処置した後、トランスウェルプレートの上

側チャンバーに移した。このとき、下側チャンバーには細胞遊走を誘導する

sphigosine-1-phosphate (S1P)を加えた。さらに 4 時間処置した後、下側チャンバーに移動し

た細胞数を計測した。細胞遊走の阻害活性は、S1P 存在下でペプチドを加えない群を陰性対

照(阻害活性 0%)、S1P 非存在下でペプチドを加えない群を陽性対照(阻害活性 100%)として

算出した。 

 

Figure 6. Schematic illustration of cell migration assay. MINO cells were treated with peptides at 

37°C for 30 min. A portion of the cell suspension was added to an upper chamber of a trans-well 

plate, and cells were further incubated at 37°C for 4 h. Cells that moved to a lower chamber by 

sphingosine-1-phophate (S1P) were counted. Inhibitory activity is represented as percentage of 

inhibition calculated based on the number of moved cells of vehicle control. 
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直鎖ペプチド 2は、10 µMまでの濃度で細胞遊走を阻害しなかった(Figure 7)。環状ペプ

チド 3 は、10 µM において MINO 細胞の遊走を完全に阻害し、ペプチドの環化による分子

内水素結合の形成が膜透過性の向上に寄与している可能性が考えられた。一方で、3.3 µM

以下の濃度では阻害活性がみられず、3の膜透過性が低いためと推測した。そこで、CPP と

のコンジュゲーションにより膜透過性を改善できれば、細胞遊走の阻害活性も向上すると

考えた。 

 

Figure 7. Cell migration inhibitory activity of linear and cyclic DOCK2-inhibitory peptides. 

 

Figure 8. Structure and inhibitory activity of cyclic peptide 4. 

 

Figure 9. Comparison of cell migration inhibitory activity of two cyclic DOCK2-inhibitory peptides. 
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CPP とのコンジュゲーションに先立ち、合成の簡便性から 3 の短鎖化を目指し、N 末に

位置する 3つのアミノ酸残基 Leu-Asn-Arg を除去した環状ペプチド 4を合成した(Figure 8)。

4 は、3 と同程度の PPI 阻害活性および細胞遊走の阻害活性を示した(Figure 9)。そこで、4

をリードペプチドとして、CPP とのコンジュゲーションによる膜透過性の改善を検討する

こととした。 

第 4節 小括 

ペプチドのランダムスクリーニングを行い、高い活性と選択性を両立した初の DOCK2

阻害化合物として環状ペプチド 3 を見出した。3 を短鎖化した 4 は、DOCK2 と Rac1 との

PPIを 4.7 nMの IC50値で阻害し、DOCK1 には作用しなかった。また、10 µMの濃度でMINO

細胞の遊走を完全に抑制した。低分子 DOCK2 阻害薬 CPYPP と比較して、4 は活性および

選択性に優れており、中分子化合物は広く浅い面での作用に適していると示唆された。し

かしながら、4は 3.3 µM以下の濃度では細胞遊走を阻害せず、膜透過性が不十分な可能性

があった。そのため、膜透過性の改善により、遊走阻害活性が向上することを検討する必

要があると考えられた。 
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第 3章 CPP の膜透過性の比較 

第 1節 既知 CPP の膜透過性評価 

CPP を利用したペプチドの膜透過性の改善例は多く報告されている。しかしながら、CPP

選択の根拠となるような CPP 自体の膜透過性の比較検討は、ほとんど行われていない。そ

こで、単一の評価系において、複数の CPP の膜透過能を比較し、優れた膜透過性を示す CPP

を DOCK2 阻害ペプチド 4とのコンジュゲーションに用いることとした。第 1章で述べたル

シフェリンとリシフェラーゼとの反応に基づいた系により膜透過性を評価した。本系にお

いて、オキシルシフェリンによる発光強度を 3 分毎に測定し、3 分から 60 分までの曲線下

面積を細胞膜透過量とした。各ペプチドの膜透過性は、陽性対照であるルシフェリン(50 µM)

の透過量を 100%として比率計算した。評価に際し、各ペプチドのスルフヒドリル基に対し

て活性なジスルフィド結合を有する luciferin-linker を反応させ、ルシフェリンで修飾した

(Figure 10)。Luciferin-linkerの合成は experimental sectionsに示した。 

既に報告されている既知の CPP の中から、物性(カチオン性、両親媒性)や分子量、合成

難度を考慮して 13種類を選択した(Table 2)。Tatペプチド、penetratin
28、X-pep

29、Oct4-PTD
30、

KST peptide
31および pVEC

32は天然のタンパク質に由来する CPP である。PTD4はアミノ酸

修飾により α-ヘリカル構造を増強した Tatペプチドの誘導体である 33。Nle-Pen は、penetratin

の 13位 Met残基を norleucine (Nle)に置換した誘導体である。OligoArg
 34および MAP

35は人

工的に設計された CPP である。MPG
36、transportan

37および S413-PV
38は、2 種類のペプチド

からなるキメラ配列であり、MPG は膜結合ドメインと核移行シグナル(nuclear localization 

signal、NLS)、transportan はガラニン受容体リガンドとハチ毒、S413-PV は抗菌ペプチドと

NLS を組合せて構成されている。上述 CPP には、Langel らが HeLa 細胞を用いた同様の手

法で膜透過性を評価したペプチド(Tatペプチド、penetratin、pVEC、MAP)が含まれている 39。 

これら 13種類の既知 CPP には、luciferin-linkerとの反応のため、必要に応じて Cysもし

くは 3-mercaptopropionic acid (Mpa)を導入した。すなわち、Tatペプチド、PTD4、X-pepの C

末端への Cys伸長、penetratin、Nle-Pen、KST peptide、pVEC、oligoArg、MAP、MPG、transportan、

および S413-PV の N 端側への Mpa 伸長を行った。Oct4-PTD は 8 位に Cys を有していた。

CysおよびMpaのルシフェリン修飾体 C(luc)および Mpa(luc)の構造は Figure 11に示した。 

 

Figure 10. Luciferin modification of peptides using luciferin-linker. 
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Table 2. Classes and sequences of evaluated CPPs modified with luciferin 

CPP Class Sequence M.W. 

Tat peptide Cationic H-GRKKRRQRRRPPQC(luc)-NH
2
 2217.6 

PTD4 Amphipathic H-YARAAARQARAC(luc)-NH
2
 1703.0 

Penetratin Cationic Mpa(luc)-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH
2
 2730.3 

Nle-Pen Cationic Mpa(luc)-RQIKIWFQNRR-Nle-KWKK-NH
2
 2712.3 

X-pep Amphipathic H-MAARLC(luc)-NH
2
 1059.3 

Oct4-PTD Cationic H-DVVRVWFC(luc)NRRQKGKR-NH
2
 2442.9 

KST peptide Cationic Mpa(luc)-KSTGKANKITITNDKGRLSK-NH
2
 2643.3 

pVEC Amphipathic Mpa(luc)-LLIILRRRIRKQAHAHSK-NH
2
 2693.3 

OligoArg Cationic Mpa(luc)-RRRRRRRR-NH
2
 1751.1 

MAP Amphipathic Mpa(luc)-KLALKLALKALKAALKLA-NH
2
 2361.1 

MPG Amphipathic Mpa(luc)-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-NH
2
 3330.0 

Transportan Amphipathic Mpa(luc)-GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH
2
 3325.0 

S4
13

-PV Amphipathic Mpa(luc)-ALWKTLLKKVLKAPKKKRKV-NH
2
 2860.7 

C(luc), luciferin-modified cysteine; Mpa(luc), luciferin-modified 3-mercaptopropionic acid; Nle, norleucine. 

 

Figure 11. Structures of luciferin-modified Cys and Mpa. Mpa, 3-mercaptopropionic acid. 

ルシフェリンで修飾した既知 CPP (1.9、5.6、17、50 µM)で、ルシフェラーゼを発現した

HEK293細胞を処理した(Table 3)。Tatペプチド、PTD4、X-pep、Oct4-PTD、KST peptideお

よび pVECの膜透過性は、本評価系においては低かった。Penetratin、MPGおよび transportan

の膜透過量は同程度であったが、発光の反応速度曲線の形状はそれぞれ異なった(Figure 12)。

Penetratinの細胞取り込みは緩やかで約 40分で最大に達した。MPGの取り込み速度は遅く、

シグモイド様の曲線を描き、約 60 分で最大となった。一方で、transportan はすばやく取り

込まれて約 20分で最大となった。こうした挙動の違いは、膜透過メカニズムや物性の差異

に起因する可能性が考えられる。Nle-Pen は、penetratin と同様の挙動を示したが、取り込み

量は優っていた。13 位 Met を Nle に置換することで、膜透過性が改善したと考えられる。

OligoArgは、50 µMにおいて著しい膜透過性を示したが、17 µM以下では大きく低下した。

ポリカチオン性の CPP は、数十 µM 以上の濃度において細胞膜を直接透過し、急激に膜透

過性が向上することが知られている 40。そのため、50 µMにおける oligoArg の細胞取り込み

は直接透過による可能性がある。MAP は 50 µM において penetratin と同等の膜透過性であ
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ったが、細胞の生存率が低下していた。細胞障害性により細胞膜が破綻し、CPP の取り込

み量増大もしくは細胞内ルシフェラーゼの流出により膜透過性が過大評価されたと考えら

れる。S413-PV も同様に 50 µMで顕著な細胞障害性を示したが、17 µMおよび 5.6 µMでは

障害性は減弱、消失し、膜透過性は他の CPP と比較して高かった。 

細胞膜上のスルフヒドリル基がルシフェリン修飾 CPP と反応し、細胞外においてルシフ

ェリンが遊離する場合、膜透過性が過大に評価されると考えられる。しかしながら、Langel

らは、細胞外においてルシフェリン修飾 CPP はほとんど分解しないと報告している 39。本

論文で記載したものも含め、これまでに評価した 40種類以上の CPP では、約半数において

発光は非常に弱く、PTD4 と同等もしくはそれ以下の発光強度であった。発光強度の低い

CPP の配列は多様であることから、細胞外において、一般的事象としてルシフェリン修飾

CPP が分解される可能性は低いと示唆された。また、一部の CPP が細胞外で分解し、膜透

過性が過大に評価されたとしても、DOCK2 阻害ペプチドとのコンジュゲートの細胞遊走阻

害活性を評価することで、結果的にその CPP の有用性は判断できる。 

 

 

Table 3. Cellular uptake of thirteen known CPPs 

CPP 
Cellular uptake (ratio to luciferin 50 µM)a  Cytotoxicity (% viability)b 

1.9 µM 5.6 µM 17 µM 50 µM  1.9 µM 5.6 µM 17 µM 50 µM 

Luciferin 5.3 11.8 34.8 100.0  N.D. N.D. N.D. N.D. 

Tat peptide 1.9 2.5 4.9 11.5  94.6 100.9 90.7 94.5 

PTD4 2.1 2.8 5.4 10.7  91.7 93.6 87.4 89.4 

Penetratin 2.0 4.2 13.9 30.5  93.5 91.7 93.8 88.5 

Nle-Pen 2.1 5.8 17.3 42.1  85.1 92.9 86.2 73.5 

X-pep 1.9 2.1 4.1 6.0  97.5 100.0 95.9 98.0 

Oct4-PTD 1.5 2.4 5.0 8.1  90.6 94.9 91.1 83.6 

KST peptide 2.3 3.9 8.4 18.0  90.5 94.6 96.2 85.5 

pVEC 1.9 2.4 5.0 11.3  98.4 101.4 95.9 95.7 

OligoArg 1.9 3.7 38.6 274.1  93.4 90.6 93.9 94.8 

MAP 2.1 2.5 7.1 32.4  88.8 99.1 85.8 64.4 

MPG 3.5 5.4 11.2 23.4  99.2 99.7 100.3 99.7 

Transportan 2.9 4.6 13.3 28.9  100.8 109.1 101.5 91.7 

S413-PV 3.0 9.4 36.1 41.0  94.3 95.5 85.2 55.4 

a HEK293T cells were treated with luciferin-CPPs at concentrations of 1.9, 5.6, 17, and 50 µM at 37°C for 2 h. Total 

uptake from 3 to 60 min was calculated as ratio to luciferin uptake at 50 µM. b Cytotoxicity is represented as 

percentage of viable cells compared with vehicle treatment. N. D., not determined. 
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Figure 12. The uptake kinetic curves of four luciferin-CPPs with different Tmax. Nle-Pen is a 

penetratin analog with norleucine (Nle) substitution at position 13. 

ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づいた評価系を用いて既知CPPの膜透過性

を比較することで、一律に膜透過性があると報告されているペプチドであっても、それぞ

れの膜透過性には大きな差があることが明らかとなった。細胞内取り込みの経時的な挙動

について、penetratinや Nle-Pen、oligoArg といったカチオニックな CPP と比べ、両親媒性の

MAP や transportan、S413-PV は素早く最大に達しており、両親媒性 CPP による直接透過の

傾向が示唆された。エンドサイトーシス阻害薬や低温での実験により膜透過メカニズムを

解析することで、今後こうした膜透過性の差異を説明できる可能性がある。ペプチド配列

と膜透過性との関連性は見出せなかった。本研究では、膜透過性のみならず、合成上の観

点からペプチドの鎖長も考慮し、Nle-Pen、oligoArg および S413-PVを DOCK2 阻害ペプチド

とのコンジュゲーションに用いる CPP として選択した。 

第 2節 新規 CPP の探索 

第 1 節において、ルシフェリンとルシフェラーゼの反応による化学発光を用いた膜透過

性の比較により、CPP の優劣を判断することが可能となった。そこで、本評価系を用いて

優れた CPP を新たに取得することを計画した。多くの CPP が毒素や抗菌ペプチド、ウイル

スタンパク質といった天然物から発見されている。特にウイルスに由来する多様な機能性

タンパク質は、膜透過や細胞小器官への集積などに重要な役割を担っており、こうしたタ

ンパク質から新たな CPP が発見される可能性がある。本研究では、H1N8 型の A 型インフ

ルエンザウイルスに由来するタンパク質である PB1-F2 に着目した。細胞内で発現した

PB1-F2 は、C 端側のヘリカル構造を介してミトコンドリア内膜に集積することが知られて
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いる 41–43。このヘリカル構造に相当する 70位から 90位の配列(Gly-Ser-Leu-Lys-Thr-Arg-Val- 

Leu-Lys-Arg-Trp-Lys-Leu-Phe-Asn-Lys-Gln-Glu-Trp-Thr-Asn)には、Lys や Arg といった塩基性

アミノ酸および Leuや Valといった疎水性アミノ酸が多く含まれている。これは多くの CPP

にみられる特徴と共通している。そのため、PB1-F2の C 端側配列は細胞膜との親和性、さ

らには膜透過性を示す可能性があると考えた。 

PB1-F2の 70位から 90位の配列から、10残基ずつの部分配列を含む 12 種類のペプチド

を設計した(Table 4)。各部分配列の N末端にMpaを伸長して luciferin-linkerを反応させ、ル

シフェリン修飾体 PF1 から PF12 を合成した。これら 12種のペプチド(1.9、5.6、17、50 µM)

で、ルシフェラーゼを発現した HEK293 細胞を処置し、膜透過性を評価した(Table 5)。75

位から 83位のアミノ酸残基を含むペプチドが、他の配列と比較して高い膜透過性を示す傾

向にあり、74位から 83位に相当する PF5 の膜透過性が最も高かった。疎水的かつ芳香族性

を有する Trpや Phe はペプチドの脂質二重膜への挿入に寄与すると考えられている 44。PF5

および PF6 が塩基性残基と疎水性残基を多く有することは他の誘導体と同様であるが、ペ

プチド中央付近に Trp、C端側に Pheが配置していることが膜透過性に奏功した可能性を考

えた。細胞障害性については、PF2、PF3 および PF4 は濃度非依存的に細胞の生存率を 10–

20%低下させたものの、他の誘導体に目立った障害性は観察されなかった。以上のことから、

PF5を新規CPPとし、DOCK2阻害ペプチドとのコンジュゲーションに利用することとした。 

Table 4. Sequences of PB1-F2 C-terminal region and luciferin-modified fragments 

Compound Sequence M.W. 

PB1-F2(70–90)a GSLKTRVLKRWKLFNKQEWTN – 

PF1 Mpa(luc)-GSLKTRVLKR-NH2 1641.0 

PF2 Mpa(luc)-SLKTRVLKRW-NH2 1770.2 

PF3 Mpa(luc)-LKTRVLKRWK-NH2 1811.3 

PF4 Mpa(luc)-KTRVLKRWKL-NH2 1811.3 

PF5 Mpa(luc)-TRVLKRWKLF-NH2 1830.3 

PF6 Mpa(luc)-RVLKRWKLFN-NH2 1843.3 

PF7 Mpa(luc)-VLKRWKLFNK-NH2 1815.3 

PF8 Mpa(luc)-LKRWKLFNKQ-NH2 1844.3 

PF9 Mpa(luc)-KRWKLFNKQE-NH2 1860.2 

PF10 Mpa(luc)-RWKLFNKQEW-NH2 1918.3 

PF11 Mpa(luc)-WKLFNKQEWT-NH2 1863.2 

PF12 Mpa(luc)-KLFNKQEWTN-NH2 1791.1 

a This PB1-F2 originated from influenza A virus subtype H1N8. Mpa(luc), luciferin-modified 3-mercaptopropionic 

acid. 
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Table 5. Cellular uptake of PB1-F2 fragments 

Compound 
Cellular uptake (ratio to luciferin 50 µM)a  Cytotoxicity (% viability)b 

1.9 µM 5.6 µM 17 µM 50 µM  1.9 µM 5.6 µM 17 µM 50 µM 

Luciferin 4.1 10.0 31.8 100.0  N.D. N.D. N.D. N.D. 

PF1 1.9 2.7 5.2 11.2  100.9 100.2 93.1 87.0 

PF2 2.3 3.1 5.7 16.7  84.0 89.6 84.3 83.8 

PF3 2.1 3.1 7.5 30.1  88.5 80.0 79.1 87.8 

PF4 2.4 3.2 9.8 30.7  77.7 85.3 80.5 80.1 

PF5 2.3 3.0 18.7 216.3  94.3 92.4 97.3 88.5 

PF6 1.9 3.4 12.0 198.2  93.5 94.4 92.5 86.0 

PF7 1.9 2.8 6.2 30.3  88.6 98.5 99.6 95.9 

PF8 2.5 3.3 8.0 34.5  94.2 93.7 88.1 94.0 

PF9 4.0 3.0 6.5 13.6  95.8 106.0 93.7 93.8 

PF10 2.7 3.5 7.3 18.2  92.3 93.6 92.8 102.5 

PF11 2.4 3.3 8.0 14.7  100.3 99.6 104.0 101.9 

PF12 1.8 2.4 4.7 9.7  93.0 98.8 97.6 99.4 

a HEK293T cells were treated with luciferin-CPPs at concentrations of 1.9, 5.6, 17, and 50 µM at 37°C for 2 h. Total 

uptake from 3 to 60 min was calculated as ratio to luciferin uptake at 50 µM. b Cytotoxicity is represented as 

percentage of viable cells compared with vehicle treatment. N.D., not determined. 

第 3節 エンドソーム脱出を促進するための化学修飾 

CPP による膜透過メカニズムは十分には解明されていないものの、エネルギー非依存的

な直接透過と、エネルギー依存的なエンドサイトーシスが関与し、場合によってはこれら

の組合せであると考えられている 45,46。エンドサイトーシスの経路において、薬効分子の細

胞質への送達にはエンドソームからの脱出が重要であり、エンドソーム内が酸性環境であ

ることを利用してエンドソーム脱出を促進するアプローチが注目されている 47。例えば、側

鎖にジエチレントリアミンが縮合したポリアスパラギン酸誘導体がトランスフェクション

試薬として機能することが報告された 48。側鎖上のエチレンジアミン構造の pKaは 8.9と 6.2

であるため、pH が低下するにつれてモノカチオン、ジカチオンと順にプロトン化される

(Figure 13)
49。エンドソームが成熟する過程でエンドソーム内の pHが低下し、ジプロトン化

されたエチレンジアミン構造の割合が高まると(プロトンスポンジ効果)、エンドソームの浸

透圧膨張が促進され、エンドソーム膜の破綻が引き起こされる。また、ポリカチオン性は

細胞障害性の原因となりえるが、細胞外などの中性条件において、エチレンジアミン構造

はモノプロトン化体であることから細胞障害性の低減が期待される。そこで、側鎖にジエ

チレントリアミンを縮合したグルタミン酸モノマーユニット(DA)を新規に設計し、CPP へ
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の置換による膜透過性の改善を目指した。検討に用いる CPP には、エンドサイトーシスに

よる膜透過が示唆されている Tat ペプチド (Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg- 

Pro-Pro)を選択した 50。Tat ペプチドへの DA 導入には、Fmoc 基で保護したアミノ酸ユニッ

ト Fmoc-DA-OH (5)を合成して用いることとした。アミノ酸ユニットとして準備することで、

ペプチド鎖中の任意の位置への DA導入が可能であり、他のペプチドへの合成展開も容易と

なる。 

 

 

Figure 13. Major protonated structures of diethylenetriamine-conjugated polyaspartic acid at pH 7.4 

and 5.5. 

 

Scheme 1. Synthesis of a glutamic acid analog conjugated with diethylenetriamine (DA). 
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アミノ酸ユニット 5は、N-carbobenzoxy-L-glutamic acid α-benzyl ester (6)を原料として合成

した(Scheme 1)。1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI)および

ethyl cyano(hydroxyimino)acetate (Oxyma pure®)の存在下、6と N
1
,N

4
-bis(tert-butoxycarbonyl)- 

1,4,7-triazaheptaneを縮合し 7 を得た。続いて、5% Pd-C を用いて benzyloxycarbonyl (Cbz)基

および benzyl (Bn)基を選択的に除去した。得られた 7を、N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy) 

succinimide (Fmoc-OSu)と反応させ、目的とする 5を、6から 3ステップ、69%の収率で合成

した。 

TatペプチドのN末側にCysを伸長しルシフェリンで修飾したペプチド9 (H-Cys(luc)-Gly- 

Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-NH2)を基本構造とし、DA で置換した誘導体 4

種(10–13)を設計した(Table 6)。ペプチド 10は 2つの Lys、ペプチド 11は Lys と Argに対し

てひとつおきの合計 4 箇所、ペプチド 12は 6つの Arg、ペプチド 13は 2つの Lysおよび 6

つのArgについて、DAで置換した。これらのペプチドの中性条件(pH 7.4)および酸性条件(pH 

5.5)における正味の電荷を計算し、いずれのペプチドも中性条件では+9程度の電荷であるが、

酸性条件においては DA残基の数が増えるにつれて荷電数が増大することがわかった。すな

わち、生理的条件と比べて、エンドソーム内での酸性条件においてより多くのアミノ基が

プロトン化される。 

ルシフェラーゼを発現した HEK293 細胞を、合成した Tat ペプチド誘導体(6.3、13、25、

50 µM)で処理し、膜透過性を評価した。発光強度を経時的にプロットすると、9の強度は横

ばいであったのに対し、DA で置換した誘導体はいずれも 10 分後に最大となり素早く取り

込まれた(Figure 14)。また、10分後での発光強度は、DA残基の数が多いほど強い傾向にあ

った。3分から 21分までの曲線下面積を、陽性対照であるルシフェリン(50 µM)を 100%と

して比率計算すると、9と比べて、12および 13の細胞内取り込み量は増大していた(Table 7)。

また、いずれのペプチドについても細胞障害性はみられなかった。 

Table 6. Sequences and estimated net charges of DA-substituted Tat peptides 

Compound Sequence Number of DAs Estimated net chargea 

   pH 7.4 pH 5.5 

9 H-C(luc)GRKKRRQRRRPP-NH2 0 9.0 9.0 

10 H-C(luc)GRXXRRQRRRPP-NH2 2 9.1 10.7 

11 H-C(luc)GXKXRXQRXRPP-NH2 4 9.1 12.3 

12 H-C(luc)GXKKXXQXXXPP-NH2 6 9.2 14.0 

13 H-C(luc)GXXXXXQXXXPP-NH2 8 9.2 15.6 

a Net charge was calculated using the following pKa values48 for the DA unit: pKa1 = 8.9 and pKa2 = 6.2. X represents 

DA unit. 
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Figure 14. The uptake kinetic curves of DA-substituted Tat peptides. 

Table 7. Cellular uptake of DA-substituted Tat peptides 

Compound 
Cellular uptake (ratio to luciferin 50 µM)a  Cytotoxicity (% viability)b 

6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM  6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM 

Luciferin 13.7 27.5 49.5 100.0  N.D. N.D. N.D. N.D. 

9 3.3 7.0 11.8 22.3  102.3 108.6 104.5 104.7 

10 3.0 5.6 9.9 19.9  125.8 108.8 108.2 115.2 

11 3.9 8.3 11.7 27.2  94.8 97.2 91.6 96.8 

12 5.4 10.8 16.9 33.7  95.4 100.8 104.7 95.2 

13 4.1 7.9 13.3 30.1  122.3 118.3 112.7 111.1 

a HEK293T cells were treated with luciferin-CPPs at concentrations of 6.2, 13, 25, and 50 µM at 37°C for 1 h. Total 

uptake from 3 to 21 min was calculated as ratio to luciferin uptake at 50 µM. b Cytotoxicity is represented as 

percentage of viable cells compared with vehicle treatment. N.D., not determined. 

Table 8. Sequences of FITC-labeled DA-substituted Tat peptides 

Compound Sequence Number of DAs Estimated net chargea 

   pH 7.4 pH 5.5 

14 H-C(FITC)GRKKRRQRRRPP-NH2 0 9.0 9.0 

15 H-C(FITC)GXXXXXQXXXPP-NH2 8 9.2 15.6 

a Net charge was calculated using the following pKa values48 for the DA unit: pKa1 = 8.9 and pKa2 = 6.2. X represents 

DA unit. 
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Figure 15. Cellular uptake of FITC-labeled DA-substituted Tat peptides. 

エンドソームからの脱出が促進していることを確認するために、9 および 13 について、

蛍光色素修飾体 14および 15を合成し、細胞質への拡散を評価した(Table 8)。蛍光標識ペプ

チド(50 µM)で 30分間処理した HeLa細胞を、共焦点顕微鏡で観察した(Figure 15)。DAで置

換していない 14では細胞内にドット状の蛍光がみられ、ペプチドがエンドソーム内にトラ

ップされていると示唆された。一方で、DA で置換した 15 では蛍光色素が細胞質内に広が

っていた。このことから、側鎖上にエチレンジアミン構造を有するグルタミン酸誘導体 DA

で Tatペプチドのアミノ酸残基を置換することで、エンドソームからの脱出が促進され、細

胞質への移行が改善したと考えられる。しかしながら、膜透過性の改善効果は限定的であ

り、薬効分子とのコンジュゲーションに利用するには、更なる検討が必要である。 

第 4節 小括 

中分子化合物の膜透過性を改善する手段の一つとして CPP の利用が考えられる。しかし

ながら、単一の評価系で複数の CPP の膜透過性を比較検討した研究は少ないため、コンジ

ュゲーションに用いる CPP の選択基準は明確ではない。そこで、ルシフェリンとルシフェ

ラーゼとの反応に基づいた評価系において膜透過性を比較し、優れた膜透過性を示す CPP

を DOCK2 阻害ペプチドとのコンジュゲーションに用いることとした。13 種類の既知 CPP

を評価したところ、一律に膜透過性があると報告されているペプチドであっても、本評価

系においては膜透過性に優劣があることが明らかとなり、oligoArg、Nle-Pen および S413-PV

の膜透過性は他の CPP よりも高かった。また、新規 CPP の発見を目指し、A 型インフルエ
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ンザウイルス由来のタンパク質である PB1-F2に着目した。ミトコンドリア内膜への集積に

寄与している C 端側配列について、部分配列を含むペプチドを合成、評価したところ、74–

83 位に相当する PF5 が高い膜透過性を示した。さらに、エンドサイトーシスにより取り込

まれる CPP の細胞質への到達を向上するために、ペプチドの化学修飾によるエンドソーム

脱出の促進を検討した。プロトンスポンジ効果によるエンドソームの破綻を意図し、エチ

レンジアミン構造を側鎖に導入したグルタミン酸誘導体(DA)を設計、合成した。Tatペプチ

ドの Arg および Lysを DA に置換することで、すばやく膜を透過するようになり、細胞内へ

の取り込み量は増大したが、効果は限定的であった。以上の結果から、優れた膜透過性が

確認された oligoArg、Nle-Pen、S413-PVおよび PF5 を DOCK2 阻害ペプチド 4とのコンジュ

ゲーションに用いることで、膜透過性の改善および薬理活性の増強、またそれらの相関を

検討できると考えられた。 
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第 4章 CPP コンジュゲーションによる DOCK2 阻害ペプチドの細胞遊走阻害 

活性の向上 

第 1節 コンジュゲートの細胞遊走阻害活性の評価 

第 2 章で見出した新規 DOCK2 阻害ペプチド 4 の膜透過性を改善し、細胞遊走の阻害活

性を向上するために、第 3 章で選抜した 4 種類の CPP (oligoArg、Nle-Pen、S413-PV、PF5)

とのコンジュゲーションを検討することとした。 

4の C 末端に CPP を伸長した 4種類のコンジュゲート(16–19)について、DOCK2–Rac1の

PPI阻害活性をELISAで評価したところ、oligoArgとのコンジュゲート 16の IC50値は 8.0 nM

と、4と同程度の活性を示した(Table 9)。他のコンジュゲート 3種では活性が減弱し、17は

95 nM、18は 71 nM、19は 32 nMの IC50値であった。続いて、0.37、1.1、3.3、10 Mの濃

度のコンジュゲートで MINO 細胞を処理し、細胞遊走の阻害活性を評価した(Figure 16)。4

は、10 M で遊走を阻害したものの、3.3 M 以下では活性を示さなかった。16 および 19

では、3.3 Mにおいて細胞遊走が 89%以上阻害され、CPP とのコンジュゲーションにより

活性が約 3倍増強していた。19の無細胞系での PPI阻害活性は 16よりも弱いことから、PF5

による膜透過性の改善は oligoArg よりも大きいと示唆された。17および 18は、10 Mでは

完全に、3.3 Mでは約 60%程度の細胞遊走を阻害し、1.1 Mにおいても弱い阻害活性が観

察された。他のコンジュゲートと活性発現の挙動が異なることは、膜透過メカニズムの差

異に起因する可能性がある。また、細胞遊走は様々な細胞プロセスと関連しており、オフ

ターゲット由来の作用が影響していることも考えられた。一方で、CPP の膜透過性とコン

ジュゲートの遊走阻害活性では、これらの強弱が類似した傾向を示しているため、DOCK2

阻害による細胞遊走の阻害が支配的であると示唆された。 

 

Table 9. Sequences and inhibitory activities of CPP-conjugated DOCK2-inhibtory peptides 

 

Compound CPP CPP sequence M.W. Inhibitory activity, DTT(+), IC50 (nM) 

4 None – 1834.1 4.7 

16 OligoArg RRRRR 2615.1 8.0 

17 Nle-Pen RQIKIWFQNRR-Nle-KWKK 4044.8 95 

18 S413-PV ALWKTLLKKVLKAPKKKRKV 4193.2 71 

19 PF5 TRVLKRWKLF 3162.8 32 

Nle, norleucine. 
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Figure 16. Cell migration inhibitory activity of CPP-conjugated DOCK2-inhibitory peptides. 

第 2節 コンジュゲートの膜透過性評価 

CPP とのコンジュゲーションによって薬理活性が増強した 16 および 19 の膜透過性につ

いて、ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づいた評価系を用いて 4 と比較するこ

ととした。評価に用いるためのルシフェリン修飾体は Scheme 2 のように設計、合成した。

リードペプチドである 4 はジスルフィド結合により環構造を形成しているため、ルシフェ

リンを導入するために N 末に Cys を伸長する際は、3 つの Cys 残基の側鎖スルフヒドリル

基の保護基を工夫する必要があった。Diphenylmethyl (Dpm)基は酸に対する安定性が高く、

2.5% (v/v)の triisopropyl silane (TIS)存在下、60%以上の trifluoroacetic acid (TFA)により除去さ

れる 51。一方で、4-methoxytrityl (Mmt)基は酸への感受性が高く、1%の TFA でも脱保護され

る。そこで、Fmoc 固相合成において、1位に Cys(Dpm)、2 位および 12 位に Cys(Mmt)を導

入した。ペプチド樹脂に TFA-scavengers (TFA/m-cresol/thioanisole/H2O/TIS/1,2-ethanedithiol = 

80/5/5/5/2.5/2.5)を加えて室温で 20分間処理し、Mmt基、Boc 基、tBu基および Trt基を完全

に除去した。このとき、Dpm基は維持され、Pbf基は一部が脱保護された。得られた直鎖ペ

プチドの 2 位および 12 位の Cys 側鎖間でジスルフィド結合を構築した後、95% TFA 

(TFA/TIS/H2O = 95/2.5/2.5)で処理し、遊離のスルフヒドリル基を有する環状ペプチドを取得

した。Luciferin-linkerと反応させ、4、16、19のルシフェリン修飾体 20、21、22を合成した。 

ルシフェラーゼを発現した HEK293 細胞を、3 種類のルシフェリン修飾 DOCK2 阻害ペプ

チド(6.3、13、25、50 µM)で処理した (Table 10)。20と比べて、21および 22の細胞内取り

込み量は多く、CPP コンジュゲーションによる膜透過性の改善が示唆された。また、21 は

50 Mにおいて 22よりも強い細胞障害性を示した。このことから、DOCK2 阻害ペプチド 4

の膜透過性を向上するという点においては、広く知られている oligoArg と同等もしくはそ

れ以上に PF5 は有用な CPP といえる。 
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Scheme 2. Synthesis of luciferin-modified DOCK2-inhibitory peptides. 
a
 TFA scavengers, TFA/m- 

cresol/thioanisole/H2O/triisopropylsilane/1,2-ethanedithiol = 80/5/5/5/2.5/2.5. 
b
 95%TFA, TFA/triiso 

propylsilane/H2O = 95/2.5/2.5. Dpm, diphenylmethyl; Mmt, 4-methoxytrityl. CPP sequences: 20, 

none; 21, RRRRR; 22, TRVLKRWKLF. 

Table 10. Cellular uptake of CPP-conjugated DOCK2-inhibitory peptides 

Compound 
Cellular uptake (ratio to luciferin 50 µM)a  Cytotoxicity (% viability)b 

6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM  6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM 

Luciferin 17.9 29.7 55.9 100.0  N.D. N.D. N.D. N.D. 

20 5.8 8.7 14.5 22.8  104.8 112.3 114.8 126.4 

21 6.2 10.6 22.3 61.0  108.0 104.4 99.7 71.7 

22 11.6 21.3 36.1 66.8  99.1 107.5 97.1 85.9 

a HEK293T cells were treated with luciferin-CPPs at concentrations of 6.2, 13, 25, and 50 µM at 37°C for 2 h. Total 

uptake from 3 to 60 min was calculated as ratio to luciferin uptake at 50 µM. b Cytotoxicity is represented as 

percentage of viable cells compared with vehicle treatment. N.D., not determined. 

第 3節 小括 

DOCK2 阻害ペプチド 4 の C 末側に oligoArg もしくは PF5 をコンジュゲーションした誘

導体 16、19は、3.3 Mの濃度においてMINO 細胞の遊走を 89%以上阻害し、4と比較して

活性は約 3 倍増強した。ついで、ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づいた系に
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て膜透過性を評価するため、4、16および 19のルシフェリン修飾体 20、21、22を合成した。

50 Mの濃度における 21および 22の細胞内への取り込み量は、4の約 3倍であった。この

ことから、16および 19 の細胞遊走阻害活性の増強は、CPP コンジュゲーションにより膜透

過性が改善したことに起因すると示唆された。また、oligoArg と PF5 を比較すると、16 お

よび 19の細胞系での活性は同等である一方で、ELISAによる 19の PPI阻害活性は 16より

も 4 倍弱く、膜透過性の評価時に 21 では高濃度での細胞障害性が確認された。ペプチド 4

の膜透過性を改善するという点においては、PF5 は oligoArg と同等以上に有用と考えられた。 

  



30 

 

第 5章 構造変換による DOCK2阻害ペプチドの細胞遊走阻害活性の向上 

第 1節 N-メチルアミノ酸の利用 

DOCK2 阻害活性をさらに向上するため、CPP コンジュゲーションとは異なる手段での膜

透過性の向上を目指した。N-メチルアミノ酸の導入は脂溶性を増大し、膜透過性が向上す

る可能性がある 52,53。そこで、DOCK2 阻害ペプチド 4の環構造を形成している 3位 Ala、5

位 Tyr、6位 His、7位 Gly、8位 Tyrもしくは 10位 Trpを、N-メチルアミノ酸に置換した誘

導体(23–28)を合成した。これら誘導体 6 種類の PPI 阻害活性を ELISA で評価すると、

N-MeTyr
5体 24、N-MeGly

7体 26、N-MeTyr
8体 27、N-MeTrp

10体 28では活性が消失し、N-MeAla
3

体23およびN-MeHis
5体25の IC50値はそれぞれ65 nM、260 nMと大幅に減弱した(Table 11)。

N-メチル化によるペプチド主鎖のコンフォメーション変化は、DOCK2 との親和性に不適で

あり、2 位から 10 位の配列による立体構造が DOCK2 に厳密に認識されていることが示唆

された。 

第 2節 ジスルフィド結合の変換 

ジスルフィド結合により環構造を形成している DOCK2 阻害ペプチド 3 および 4 の PPI

阻害活性は、非還元的条件の場合と比べ、還元的条件において弱いことから、DOCK2 との

親和性には環構造が重要と考えられる。また、ヒトおよび動物への投与の観点では、ジス

ルフィド結合は代謝安定性に劣るため、変換することが望ましい。そこで、ジスルフィド

結合の代替として、ペプチド内の 2 つのスルフヒドリル基に対して α,α'-dibromoxylene を反

応させて架橋することを検討した。このとき、2つの硫黄原子間の距離を変化させるために、

p-、m-および o-xylene の異性体を用いた。DOCK2 阻害ペプチド 3 に対して、p-xylene 架橋

体 29、m-xylene架橋体 30、o-xylene架橋体 31を合成し、PPI阻害活性を ELISAにて評価し

たところ、IC50値はそれぞれ 100 nM、19 nM、6.7 nMであった(Table 12)。硫黄原子間の距

離が最も短い 31では活性が維持され、長くなるにつれて減弱した。また、N-メチルアミノ

酸での置換を検討した環構造内のアミノ酸配列とは異なり、ジスルフィド結合を構築して

いる部位においては、xylene 程度の大きさの分子が導入されても活性には大きく影響しない

ことがわかった。このように、DOCK2 阻害ペプチドのジスルフィド結合を o-xyleneによる

架橋に変換することは許容された。 
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Table 11. Inhibitory activities of DOCK2-inhibtory peptides substituted with N-methyl amino acid 

 

Compound Substitution Inhibitory activity, DTT(+), IC50 (nM) 

4 None 4.7 

23 N-MeAla3 65 

24 N-MeTyr5 N.D. 

25 N-MeHis6 260 

26 N-MeGly7 N.D. 

27 N-MeTyr8 N.D. 

28 N-MeTrp10 N.D. 

 

Table 12. Inhibitory activities of DOCK2-inhibtory peptides with xylene bridging 

 

Compound Bridge type Bridge structure Inhibitory activity, DTT(+), IC50 (nM) 

3 None  6.0 

29 p-Xylene 

 
100 

30 m-Xylene 
 

19 

31 o-Xylene 
 

6.7 

第 3節 Arg および Trpによるアミノ酸置換 

多くの CPP に共通する特徴として、アミノ酸配列に Argおよび Trpが頻出することがあ

げられる。Arg は細胞膜を構成するリン脂質のリン酸部位と強く結合し、細胞膜上への集積

や膜透過に寄与している 54。Trpはグリコサミノグリカンの硫酸基と疎水性相互作用や–ア

ニオン相互作用を介して結合し、ペプチドの脂質二重膜への挿入を促進すると考えられて

いる 44。そこで、DOCK2 阻害ペプチド 4 の配列について、Arg もしくは Trp の割合の増大

により、膜透過性を改善することを目指した。第 2 章のランダムスクリーニングにおいて

取得した共通モチーフ(Val/Leu/Trp-Ala-Lys/Arg/Leu-Tyr/Phe/Trp-His/Met-Gly-Xaa-Xaa-Trp)を

参考とし、4 の 2 位 Val を Trp に、4 位 Lys を Arg に置換できる可能性があると考えた。実

際に置換体 32を合成し、PPI阻害活性を ELISA にて評価したところ、IC50値は 2.6 nMと維

持された(Table 13)。また、MINO 細胞に対する遊走阻害活性も 4 と同等であった(data not 

shown)。2 位 Trp および 4 位 Arg への置換は、PPI阻害活性に影響しなかったものの、期待
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に反して膜透過性は改善されなかった。 

第 4節 構造変換と CPP コンジュゲーションの組合せ 

4 の 2 位 Trp、4 位 Arg 置換体 32 では PPI活性は維持されたことから、32 に対する CPP

コンジュゲーションおよび o-xylene 架橋により、膜透過性および細胞遊走の阻害活性を改

善することを目指した。 

32 の N 末および C 末の両端に Arg を 4 残基ずつ配した 33、さらに o-xylene により架橋

した誘導体 34を設計、合成した。これら誘導体 2種の PPI阻害活性を ELISA にて評価した

ところ、それぞれ 4.1 nMおよび 5.4 nMの IC50値を示した(Table 14)。32の両端への Arg伸

長および o-xylene架橋は、DOCK2 阻害作用に対して許容された。ついで、細胞系の活性を

評価した。33および 34は 0.37 Mにおいて約 80%の阻害活性を示し、リードペプチド 4と

比較すると、活性はおよそ 30 倍増強した(Figure 17)。OligoArg 修飾および o-xylene 架橋に

よる膜透過性の改善を確認するため、34のルシフェリン修飾体 35を合成し膜透過性を評価

した。35 の膜透過能は陽性対照であるルシフェリンと同程度であり、構造変換および CPP

コンジュゲーションによる膜透過性の改善が示唆された(Table 15)。 

 

Table 13. Sequences and inhibitory activities of DOCK2-inhibtory peptides substituted with arginine 

(Arg) and tryptophan (Trp) 

 

Compound AA2 AA4 Inhibitory activity, DTT(+), IC50 (nM) 

4 Val Lys 4.7 

32 Trp Arg 2.6 

 

Table 14. Sequences and inhibitory activities of DOCK2-inhibtory peptides 

 

Compound 

 

Bridge type R1 R2 Inhibitory activity, DTT(+), IC50 (nM) 

32 Disulfide – – 2.6 

33 Disulfide RRRR R 4.1 

34 o-Xylene RRRR R 5.4 
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Figure 17. Cell migration inhibitory activity of CPP-conjugated DOCK2-inhibitory peptides. 

Table 15. Cellular uptake of DOCK2-inhibitory peptides conjugated with CPP 

Compound 
Cellular uptake (ratio to luciferin 50 µM)a  Cytotoxicity (% viability)b 

6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM  6.2 µM 13 µM 25 µM 50 µM 

Luciferin 17.9 29.7 55.9 100.0  N.D. N.D. N.D. N.D. 

35 13.3 21.3 66.2 143.4  97.3 102.9 101.9 97.9 

a HEK293T cells were treated with luciferin-CPPs at concentrations of 6.2, 13, 25, and 50 µM at 37°C for 2 h. Total 

uptake from 3 to 60 min was calculated as ratio to luciferin uptake at 50 µM. b Cytotoxicity is represented as 

percentage of viable cells compared with vehicle treatment. N.D., not determined. 

第 5節 小括 

CPP コンジュゲーション以外の手法による膜透過性の改善を目指し、DOCK2 阻害ペプチ

ドへの N-メチルアミノ酸置換、ジスルフィド結合の変換、Arg および Trp によるアミノ酸

置換を検討した。4の環構造を形成するアミノ酸に対する N-メチル化では、PPI阻害活性は

大きく減弱し、DOCK2 は環構造を厳密に認識していることが示唆された。DOCK2 の阻害

には直鎖ペプチドよりも環状ペプチドが有利と考えられ、ジスルフィド結合を還元条件に

安定な構造へと変換することを検討した。このとき、疎水的な構造の導入により、環状構

造の安定性と膜透過性の両方の改善を期待した。2つの Cys残基の側鎖部分を xyleneにより

架橋したところ、二つの硫黄原子間の距離がもっとも短くなる o-xylene 架橋体 31で PPI阻

害活性が維持された。また、多くの CPP に Argや Trpが含まれるため、DOCK2 阻害ペプチ

ド中の Arg および Trp 残基数を増やすことで、膜透過性を改善できないか検討した。4の 2

位を Trp、4位を Arg で置換した 32の PPI阻害活性は維持されたものの、細胞系での活性に
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変化はなかった。PPI 阻害活性が維持された 32 について、oligoArg を両端に分割して配置

した 33、およびさらに o-xylene で架橋した 34 はともに、リードペプチド 4 と比較して約

30 倍強力に細胞遊走を阻害した。さらに、ルシフェリンとルシフェラーゼとの反応に基づ

いた評価系において、35 の膜透過性は陽性対照であるルシフェリンと同程度であった。こ

のことから、34 の強力な細胞遊走阻害活性は、CPP コンジュゲーションおよび o-xylene 架

橋により膜透過性が改善したことに起因すると示唆された。 
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第 6章 結語 

細胞内 PPI の阻害薬は、新たな治療手段として期待されている。ペプチドは、低分子化

合物と比べ、広い面で標的タンパク質と作用することができるため、PPI阻害に適すると考

えられる。しかしながら、多くの場合、細胞膜を透過しない点が課題となっている。CPP

を用いた薬理活性の改善例は多く報告されているものの、膜透過性は必ずしも評価されて

いない。そのため、薬理活性と膜透過性との相関を取得して化合物を最適化する研究手法

の構築は、細胞内を標的としたペプチドあるいは中分子の PPI阻害薬を指向した創薬研究の

発展に貢献できると考えた。 

中分子化合物が低分子化合物よりも優れた PPI 阻害活性を示すと仮説を立て、DOCK2

阻害ペプチドの取得を目指してファージディスプレイスクリーニングを行った。T7 ファー

ジを用いて、Rac1 と競合して DOCK2 に親和性を示すペプチドのランダムスクリーニング

を検討した結果、DOCK1 に対して選択性を有する DOCK2 阻害ペプチド 4 を見出した。4

は、DOCK2–Rac1の PPIを 4.7 nMの IC50値で阻害し、10 µMの濃度ではMINO 細胞の遊走

を完全に抑制した。低分子 DOCK2 阻害薬である CPYPP と比べて優れた活性および選択性

を示し、PPIの阻害には作用面積の大きい化合物が有利であると示唆された。一方、4は 3.3 

µM以下の濃度では細胞遊走を阻害せず、膜透過性が低いと考えられたため、CPP によるコ

ンジュゲーションを検討することとした。 

リードペプチド 4への CPP コンジュゲーションに先立ち、ルシフェリンとルシフェラー

ゼとの反応に基づいた評価系を用い、CPP の膜透過性を比較した。13種類の既知 CPP を評

価したところ、一律に膜透過性があると報告されているペプチドであっても、その膜透過

性には優劣があった。OligoArg、Nle-Pen および S413-PV が、他の CPP と比較して良好な膜

透過を示した。また、新規 CPP の探索として、A 型インフルエンザウイルスタンパク質

PB1-F2 に着目し、C 端側ヘリカル構造の部分配列を含むペプチドを評価した。その結果、

74 位から 83位に相当する断片ペプチド(PF5)が最も高い膜透過性を示した。 

次いで、良好な膜透過性を示した CPP を 4とコンジュゲーションし、膜透過性および細

胞遊走阻害活性の増強を目指した。OligoArg および PF5 とのコンジュゲートでは、活性が

約 3倍増強し、膜透過性も改善した。さらに DOCK2 阻害ペプチドの構造変換を検討し、ペ

プチドの両端に oligoArgを分割して配置し、o-xylene リンカーで架橋した誘導体が、リード

ペプチド 4と比較して、約 30倍強い遊走阻害活性を示し、膜透過性の向上とも相関してい

た。一般的に CPP は細胞選択性を示さないと考えられており、CPP コンジュゲートを動物

に投与するためには、標的細胞を認識する分子での修飾など工夫が必要である。しかしな

がら、血液中のリンパ球を標的とする DOCK2 阻害薬では、特定の臓器を標的とする場合と

比べて、効率良く目的の細胞に作用できる可能性がある。今後は、標的指向性も考慮した

合成検討が肝要といえる。 
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以上のように、PPI 阻害ペプチドの細胞内標的由来の薬理作用と、細胞質への到達との

相関を明確にした効果的な研究手法を提示できた。ペプチドにとって細胞膜の透過は重大

な課題であり、こうした研究手法は、PPIを阻害するペプチド医薬品の創製に大きく貢献で

きると考えられる。 
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Experimental sections 

Peptide synthesis 

DOCK2-inhibitory peptides 1 and 3 were synthesized by Scrum Inc. (Osaka, Japan). PTD4, KST 

peptide, pVEC, MAP, MPG, transportan, and S413-PV with an additional Mpa moiety at N-terminus 

were prepared by Chinese Peptide Company Ltd. (Hangzhou, China). Other peptides were 

synthesized on Biotage
®
 Syro Wave

TM
 peptide synthesizer (Biotage AB, Uppsala, Sweden), 

Symphony
®
 X peptide synthesizer (Protein Technologies, Inc., AZ, USA), and/or manual shaker 

using Sieber amide resin by standard Fmoc-based solid phase peptide synthesis (SPPS). Crude 

peptides were purified with preparative high performance liquid chromatography (HPLC). The 

purity of each peptide was ascertained by analytical HPLC, and the structural assignment was 

performed by MALDI-TOF MS. 

The general procedure is described as follows as the synthesis of Tat-Cys (H-Gly-Arg-Lys-Lys- 

Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Gln-Cys-NH2): The peptide chain elongation was performed 

using Symphony
®
 X peptide synthesizer. After Sieber amide resin (211.3 mg, 0.15 mmol, 0.71 

mmol/g) was swollen in N-methylpyrrolidone (NMP) for 20 min, Fmoc groups were removed by 

20% piperidine/NMP for 7.5 min × 2. Coupling reaction was carried out with Fmoc-amino acid (0.6 

mmol), N,N'-diisopropylcarbodiimide (0.6 mmol), and ethyl cyano(hydroxyimino)acetate (Oxyma 

Pure
®
, 0.6 mmol) in NMP (1.5 mL) for 2 h at room temperature under N2 atmosphere. After 

elongation completed, the resin was washed with NMP and MeOH, and dried to yield 844.5 mg of 

H-Gly-Arg(Pbf)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Gln(Trt)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Pro-

Pro-Gln(Trt)-Cys(Trt)-Sieber amide resin. A portion of the resin (112.6 mg) was treated with 

TFA-scavengers (TFA/m-cresol/thioanisole/H2O/TIS/1,2-ethanedithiol = 80/5/5/5/2.5/2.5, 1.2 mL) 

for 2 h at room temperature. After addition of diisopropyl ether (DIPE), the mixture was centrifuged 

and the supernatant was removed. This procedure was repeated again. After the residue was 

extracted with MeCN/H2O containing 0.1% TFA, the extract was filtrated and lyophilized. The crude 

peptide was purified with preparative HPLC using Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (250 × 

21.10 mm I.D.) at a flow rate of 8 mL/min with a linear gradient of 7% to 17% of MeCN/H2O 

containing 0.1% TFA over 1 h. The fractions containing the product were collected and lyophilized 

to give 8.0 mg of Tat-Cys. Mass spectrum: MALDI-TOF (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 

monoisotopic) C73H137N37O16S1 [M+H]
+
 1821.14 (calcd. 1821.08); elution time on RP-HPLC: 7.00 

min, elution conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6 × 100 mm I.D.), a linear 

gradient of 5% to 45% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 min. 
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Synthesis of luciferin-linker 

Luciferin-linker was synthesized as previously reported (Scheme 3),
55

 and was purified by silica 

gel flash chromatography (DIOL60, Fuji Silysia Chemical Ltd., Aichi, Japan). 
1
H NMR (300 MHz, 

CD3OD):  8.41–8.49 (m, 1H), 8.08–8.18 (m, 1H), 7.96 (1H, d, J = 2.1 Hz), 7.81–7.93 (2H, m), 7.43 

(dd, 1H, J = 9.0, 2.4 Hz), 7.27 (ddd, 1H, J = 6.8, 5.1, 1.5 Hz), 5.46 (t, 1H, J = 9.3 Hz), 4.41 (t, 2H, J 

= 6.1 Hz), 3.77–3.87 (m, 2H), 2.95–3.05 (m, 2H), 2.12–2.25 (m, 2H); LC-MS (MeCN/H2O/ 

AcONH4) C20H17N3O5S4 [M+H]
+
 508.1 (calcd. 508.0). 

 

Scheme 3. Synthesis of luciferin-linker. Reagents and conditions: (a) methoxycarbonylsulfenyl 

chloride (1.1 eq.), 2-mercaptopyridine (1 eq.), MeOH, 0°C, 30 min, 83%; (b) triphosgene (0.37 eq.), 

pyridine (1 eq.), THF, 0°C, 30 min; (c) D-Luciferin K
+
 salt (0.17 eq.), NaOH (1 eq.), H2O, r.t., 1 h, 

two steps 8.0%. 

Luciferin modification of peptides 

The general procedure of luciferin modification is described as follows as the synthesis of 

Tat-C(luc) (H-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Gln-Cys(luc)-NH2): Tat-Cys 

(4.7 mg, 2.1 μmol) was reacted with luciferin-linker (1.2 mg, 2.3 μmol) in N,N,-dimethylformamide 

(DMF) (18.7 μL) for 3 h at room temperature. The mixture was diluted with a small amount of 

MeOH before addition of DIPE. The resulting suspension was centrifuged, and the supernatant was 

removed. This procedure was repeated again. The residue was dissolved in MeCN/H2O containing 

0.1% TFA, and filtrated. The filtrate was purified with preparative HPLC using Phenomenex kinetex 

5u XB-C18 column (250 × 21.10 mm I.D.) at a flow rate of 8 mL/min with a linear gradient of 24% 

to 34% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 1 h. The fractions containing the product were 

collected and lyophilized to give 2.9 mg of Tat-C(luc). Mass spectrum: MALDI-TOF (α-cyano-4- 

hydroxycinnamic acid, average) C88H149N39O21S4 [M+H]
+
 2218.32 (calcd. 2218.64); elution time on 

RP-HPLC: 14.35 min, elution conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6 × 100 mm 

I.D.), a linear gradient of 5% to 45% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 min. 
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Modification of DOCK2-inhibitory peptides with luciferin 

The general procedure of luciferin modification of cyclic DOCK2-inhibitory peptides is 

described as follows as the synthesis of 20: Fmoc-Cys(Dpm)-OH was introduced into position 1, and 

Fmoc-Cys(Mmt)-OH into positions 2 and 12 instead of standard Fmoc-Cys(Trt)-OH. Fmoc SPPS 

was carried out on Syro Wave
TM

 peptide synthesizer using Sieber amide resin (28.6 mg, 0.02 mmol, 

0.70 mmol/g) to obtain 108.9 mg of Ac-Cys(Dpm)-Cys(Mmt)-Val-Ala-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-His(Trt)- 

Gly-Tyr(tBu)-Pro-Trp(Boc)-Cys(Mmt)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Sieber amide resin. A portion of 

the resin (40.8 mg) was treated with TFA-scavengers (TFA/m-cresol/thioanisole/H2O/TIS/1,2- 

ethanedithiol = 80/5/5/5/2.5/2.5, 500 μL) for 20 min at room temperature. After addition of DIPE, 

the mixture was centrifuged and the supernatant was removed. This procedure was repeated again. 

After the residue was extracted with MeCN/H2O containing 0.1% TFA, the extract was filtrated and 

lyophilized to give peptide powder, which was a linear peptide protected with Dpm groups and 

partially with Pbf groups. The peptide was dissolved in MeCN (20 mL) and H2O (20 mL), and 

NH4HCO3 was added to the solution until it turned basic. The mixture was vigorously stirred for 18 

h at room temperature. After the solvent was removed by evaporation and lyophilization, the 

resulting residue was treated with 95% TFA (TFA/TIS/H2O = 95/2.5/2.5, 500 μL) for 2.5 h at room 

temperature. After addition of DIPE, the mixture was centrifuged and the supernatant was removed. 

This procedure was repeated again. The residue was dissolved in MeCN/H2O containing 0.1% TFA, 

and filtrated. The filtrate was purified with preparative HPLC using Phenomenex kinetex 5u 

XB-C18 column (250 × 21.10 mm I.D.) at a flow rate of 8 mL/min with a linear gradient of 21% to 

31% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 1 h. The fractions containing the product were 

collected and lyophilized to give 1.1 mg of a cyclic peptide that had a free sulfhydryl group on a side 

chain of Cys
1
, and formed a disulfide bridge between Cys

2
 and Cys

12
. Mass spectrum: MALDI-TOF 

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, monoisotopic) C85H125N29O18S3 [M+H]
+
 1936.52 (calcd. 

1936.90); elution time on RP-HPLC: 4.65 min, elution conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 

column (4.6 × 100 mm I.D.), a linear gradient of 20% to 70% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA 

over 25 min. The obtained peptide was reacted with luciferin-linker to give 1.0 mg of 20. Mass 

spectrum: MALDI-TOF (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, average) C100H137N31O23S6 [M+H]
+
 

2334.43 (calcd. 2334.75); elution time on RP-HPLC: 8.95 min, elution conditions: Phenomenex 

kinetex 5u XB-C18 column (4.6 × 100 mm I.D.), a linear gradient of 20% to 70% of MeCN/H2O 

containing 0.1% TFA over 25 min. 

Bridging with xylene moiety 

The general procedure of xylene bridging is described as follows as the synthesis of 31: A 

starting  linear peptide Ac-Leu-Asn-Arg-Cys-Val-Ala-Lys-Tyr-His-Gly-Tyr-Pro-Trp-Cys-Arg-Arg- 

Arg-NH2 (6.7 mg, 3 μmol) was dissolved in 30 mM NH4HCO3 (900 µL, 30 µmol). A solution of 
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α,α'-dibromo-o-xylene (0.8 mg, 3µmol) in MeCN (200 µL) was added, and the mixture was stirred 

overnight at room temperature. After addition of 50% AcOH/H2O, the mixture was filtrated and 

lyophilized. The crude peptide was purified with preparative HPLC to give 31 (2.1 mg). Mass 

spectrum: MALDI-TOF (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, monoisotopic) C106H157N35O21S2 

[M+H]
+
 2321.41 (calcd. 2321.18); elution time on RP-HPLC: 5.33 min, elution conditions: 

Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6 × 100 mm I.D.), a linear gradient of 20% to 70% of 

MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 min. 

Synthesis of (S)-benzyl 15-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-8-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-dimethyl- 

4,12-dioxo-3-oxa-5,8,11-triazahexadecan-16-oate (7) 

(S)-5-Benzyloxy-4-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-5-oxopentanoic acid (6, 851 mg, 2.29 mmol) 

and 1,4-bis-(tert-butoxycarbonyl)-1,4,7-triazaheptane (632 mg, 2.08 mmol) were dissolved in a 

solution of 0.5 M Oxyma Pure
®

 in DMF (4.58 mL, 2.29 mmol). EDCI (439 mg, 2.29 mmol) was 

added to the mixture. The mixture was stirred at room temperature for 2 h. The mixture was 

neutralized with 1 M HCl and extracted with ethyl acetate (AcOEt). The organic layer was separated, 

washed with 1 M HCl, water and brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue 

was purified by column chromatography (silica gel, eluted with 0–50% 2-propanol/hexane). The 

residue was dissolved in AcOEt then washed 3 times with sat. NaHCO3 and brine, dried over 

Na2SO4, and concentrated to give 7 (1.1 g, 81%). 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (9H, s), 

1.38 (9H, s), 1.69–1.87 (1H, m), 1.92–2.07 (1H, m), 2.16 (2H, brs), 2.93–3.06 (1H, m), 3.07–3.20 

(6H, m), 4.02–4.17 (1H, m), 4.95–5.20 (4H, m), 6.80 (1H, brs), 7.28–7.40 (10H, m), 7.80 (1H, d, J = 

7.5 Hz), 7.83–7.94 (1H, m). 
13

C NMR (75.5 MHz, DMSO-d6) δ 26.47, 28.02, 28.21, 53.66, 65.51, 

65.91, 77.52, 78.53, 127.72, 127.82, 128.01, 128.33, 128.39, 135.90, 136.84, 156.12, 171.13, 172.01. 

HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd. for C34H48N4NaO9 [M+Na]
+
: 679.3319, found: 679.3339. 

Synthesis of (S)-15-({[(9H-fluoren-9-yl)methoxy]carbonyl}amino)-8-(tert-butoxycarbonyl)-2,2- 

dimethyl-4,12-dioxo-3-oxa-5,8,11-triazahexadecan-16-oic acid (Fmoc-DA-OH, 5) 

A mixture of 7 (1.1 g, 1.67 mmol) and 5% Pd-C (4.46 g, 0.84 mmol) in MeOH (15 mL) was 

hydrogenated under balloon pressure at room temperature for 2 h. The catalyst was removed by 

filtration and the filtrate was concentrated in vacuo to give crude (S)-15-amino-8-(tert- 

butoxycarbonyl)-2,2-dimethyl-4,12-dioxo-3-oxa-5,8,11-triazahexadecan-16-oic acid (8) as colorless 

foam. Compound 8 was added to a solution of (9H-fluoren-9-yl)methyl (2,5-dioxopyrrolidin-1-yl) 

carbonate (572 mg, 1.7 mmol) and N,N-diisopropylethylamine (0.269 mL, 1.54 mmol) in 

MeCN/H2O (4 mL, 1:1 (v/v)). The mixture was stirred overnight. The mixture was neutralized with 

0.1 N HCl at 0°C and extracted with AcOEt. The organic layer was separated, washed with 0.1 N 

HCl and brine, dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified by column 
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chromatography (diol-silica gel, eluted with 20–100% AcOEt/hexane) to give 5 (926 mg, 1.414 

mmol, 86 % (2 steps)) as a white foam. The obtained foam was dissolved in AcOEt then 

re-precipitated into hexane (300 mL) to give a white powder. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 

(9H, s), 1.38 (9H, s), 1.69–1.87 (1H, m), 1.92–2.07 (1H, m), 2.16 (2H, brs), 2.93–3.06 (1H, m), 

3.07–3.20 (6H, m), 4.02–4.17 (1H, m), 4.95–5.20 (4H, m), 6.80 (1H, brs), 7.28–7.40 (10H, m), 7.80 

(1H, d, J = 7.5 Hz), 7.83–7.94 (1H, m). 
13

C NMR (75.5 MHz, DMSO-d6) δ 26.77, 28.05, 28.23, 

31.83, 37.04, 37.39, 38.19, 46.23, 46.65, 46.86, 53.53, 65.70, 77.56, 78.56, 120.10, 125.30, 127.08, 

127.64, 140.71, 143.81, 154.7, 155.58, 156.13, 171.37, 173.64. HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd. 

for C34H46N4NaO9 [M+Na]
+
: 677.3162, found: 677.3174. 

FITC modification of peptides 

The general procedure of FITC modification of peptides is described as follows as the synthesis 

of 15: A starting peptide H-CGXXXXXQXXXPP-NH2 (12.2 mg, 5.5 μmol) and fluorescein-5- 

maleimide (2.4 mg, 5.5 μmol) were mixed in phosphate buffer (pH 6.86, 87 μL) and MeCN (113 μL). 

After stirring for 9 h at room temperature, the mixture was lyophilized. The resulting residue was 

dissolved in MeCN/H2O containing 0.1% TFA, and filtrated. The crude peptide was purified with 

preparative HPLC to give 15 (1.2 mg). Mass spectrum: MALDI-TOF (α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid, monoisotopic) C116H190N40O29S1 [M+H]
+
 2640.56 (calcd. 2640.44); elution time on RP-HPLC: 

10.93 min, elution conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6 × 100 mm I.D.), a 

linear gradient of 5% to 45% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 min. 
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Physicochemical properties 

Table16. Physicochemical characteristics of luciferin-modified CPPs 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysisc 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b Condition 

Retention 

time (min) 

Purity 

(%) 

Tat-C(luc) H-GRKKRRQRRRPPQC(luc)-NH2 2217 63 2218 64 2218 32 A 14 35 98 8 

PTD4-C(luc) H-YARAAARQARAC(luc)-NH2 1702 96 1703 97 1703 78 B 6 07 96 4 

Mpa(luc)-Penetratin Mpa(luc)-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH2 2730 34 2731 35 2731 01 C 19 76 98 8 

Mpa(luc)-Nle-Pen Mpa(luc)-RQIKIWFQNRRXKWKK-NH2
a 2712 30 2713 31 2713 13 C 19 84 98 6 

X-pep-C(luc) H-MAARLC(luc)-NH2 1059 33 1060 34 1060 50 C 18 41 96 7 

[C(luc)8] Oct4-PTD H-DVVRVWFC(luc)NRRQKGKR-NH2 2442 87 2443 88 2443 81 B 7 70 97 3 

Mpa(luc)-KST peptide Mpa(luc)-KSTGKANKITITNDKGRLSK-NH2 2643 25 2644 26 2644 20 B 6 09 95 4 

Mpa(luc)-pVEC Mpa(luc)-LLIILRRRIRKQAHAHSK-NH2 2693 29 2694 30 2694 48 B 12 14 97 5 

Mpa(luc)-R8 Mpa(luc)-RRRRRRRR-NH2 1751 11 1752 11 1752 03 A 14 77 96 5 

Mpa(luc)-MAP Mpa(luc)-KLALKLALKALKAALKLA-NH2 2361 05 2362 06 2361 79 B 21 34 95 3 

Mpa(luc)-MPG Mpa(luc)-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-NH2 3329 96 3330 97 3330 93 B 16 45 96 1 

Mpa(luc)-Transportan Mpa(luc)-GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2 3325 04 3326 05 3325 69 B 18 44 98 4 

Mpa(luc)-S413-PV Mpa(luc)-ALWKTLLKKVLKAPKKKRKV-NH2 2860 66 2861 67 2861 61 B 11 73 98 1 

a Calculated average molecular weight of [M+H]+, b observed average molecular weight using MALDI-TOF MS 

linear mode, c HPLC analysis was carried out in conditions A, B, or C. HPLC conditions: Phenomenex kinetex 5u 

XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a linear gradient of (A) 5% to 45% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 

min, (B) 20% to 70% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 min, and (C) 5% to 55% of MeCN/H2O 

containing 0.1% TFA over 25 min. 
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Table 17. Physicochemical characteristics of luciferin-modified PB1-F2 fragments 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysis c 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b 

Retention 

time (min) 
Purity (%) 

PF1 Mpa(luc)-GSLKTRVLKR-NH2 1641 02 1642 03 1641 74 18 16 95 1 

PF2 Mpa(luc)-SLKTRVLKRW-NH2 1770 18 1771 19 1770 97 19 22 97 0 

PF3 Mpa(luc)-LKTRVLKRWK-NH2 1811 27 1812 28 1811 95 19 01 96 1 

PF4 Mpa(luc)-KTRVLKRWKL-NH2 1811 27 1812 28 1812 03 18 26 97 1 

PF5 Mpa(luc)-TRVLKRWKLF-NH2 1830 27 1831 28 1831 02 21 95 95 9 

PF6 Mpa(luc)-RVLKRWKLFN-NH2 1843 27 1844 28 1844 18 21 09 96 2 

PF7 Mpa(luc)-VLKRWKLFNK-NH2 1815 26 1816 27 1815 94 20 90 96 2 

PF8 Mpa(luc)-LKRWKLFNKQ-NH2 1844 26 1845 27 1845 08 20 09 96 8 

PF9 Mpa(luc)-KRWKLFNKQE-NH2 1860 21 1861 22 1861 02 18 58 95 5 

PF10 Mpa(luc)-RWKLFNKQEW-NH2 1918 25 1919 26 1919 04 20 47 97 8 

PF11 Mpa(luc)-WKLFNKQEWT-NH2 1863 17 1864 18 1864 20 22 71 97 1 

PF12 Mpa(luc)-KLFNKQEWTN-NH2 1791 06 1792 07 1792 02 20 45 96 7 

a Calculated average molecular weight of [M+H]+, b observed average molecular weight using MALDI-TOF MS 

linear mode, c HPLC conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a linear gradient of 

5% to 55% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 min. 

Table 18. Physicochemical characteristics of luciferin-modified Tat derivatives 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysis c 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b 

Retention 

time (min) 
Purity (%) 

9 H-C(luc)GRKKRRQRRRPP-NH2 2089 50 2090 51 2090 27 5 07 97 5 

10 H-C(luc)GRXXRRQRRRPP-NH2 2261 69 2262 70 2262 82 4 89 96 7 

11 H-C(luc)GXKXRXQRXRPP-NH2 2349 83 2350 84 2350 72 4 76 95 5  

12 H-C(luc)GXKKXXQXXXPP-NH2 2437 98 2438 99 2438 88 4 71 96 6 

13 H-C(luc)GXXXXXQXXXPP-NH2 2610 16 2611 17 2611 25 4 65 95 0 

a Calculated average molecular weight of [M+H]+, b observed average molecular weight using MALDI-TOF MS 

linear mode, c HPLC conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a linear gradient of 

5% to 55% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 min. X represents the DA residue. 
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Table 19. Physicochemical characteristics of FITC-modified Tat derivatives 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysis c 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b 

Retention 

time (min) 
Purity (%) 

14 H-C(FITC)GRKKRRQRRRPP-NH2 2120 41 2120 09 2120 16 11 42 96 4 

15 H-C(FITC)GXXXXXQXXXPP-NH2 2089 50 2640 44 2640 57 10 93 93 0 

a Calculated monoisotopic molecular weight of [M+H]+, b observed monoisotopic molecular weight using 

MALDI-TOF MS reflector mode, c HPLC conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a 

linear gradient of 5% to 45% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 min. X represents the DA residue. 

Table 20. Physicochemical characteristics of DOCK2-inhibitory peptides 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysisc 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b Condition 

Retention 

time (min) 

Purity 

(%) 

2 Ac-VAKYHGYPWNRRR-NH2 1743 97 1743 93 1744 12 A 11 68 99 2 

4 Ac-C*VAKYHGYPWC*RRR-NH2 1834 14 1833 89 1833 65 A 12 49 98 7 

16 Ac-C*VAKYHGYPWC*RRRRRRRR-NH2 2615 07 2614 40 2614 34 A 12 34 99 5 

17 Ac-C*VAKYHGYPWC*RRRRQIKIWFQNRR-Nle-KWKK-NH2 4044 81 4043 21 4043 23 A 15 20 99 2 

18 Ac-C*VAKYHGYPWC*RRRALWKTLLKKVLKAPKKKRKV-NH2 4193 18 4191 48 4191 77 A 16 66 97 6 

19 Ac-C*VAKYHGYPWC*RRRTRVLKRWKLF-NH2 3162 79 3161 71 3161 76 A 15 84 99 2 

23 Ac-C*V-MeAla-KYHGYPWC*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 65 B 4 43 99 0 

24 Ac-C*VAK-MeTyr-HGYPWC*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 69 B 3 63 99 3 

25 Ac-C*VAKY-MeHis-GYPWC*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 69 B 3 78 96 4 

26 Ac-C*VAKYH-MeGly-YPWC*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 68 B 4 06 97 2 

27 Ac-C*VAKYHG-MeTyr-PWC*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 87 A 12 26 97 4 

28 Ac-C*VAKYHGYP-MeTrp-C*RRR-NH2 1848 16 1847 91 1847 84 A 13 06 83 5 

29 Ac-LNRC#VAKYHGYPWC#RRR-NH2 (p-xylene) 2321 73 2321 18 2321 17 A 13 89 99 1 

30 Ac-LNRC#VAKYHGYPWC#RRR-NH2 (m-xylene) 2321 73 2321 18 2321 37 B 5 40 99 4 

31 Ac-LNRC#VAKYHGYPWC#RRR-NH2 (o-xylene) 2321 73 2321 18 2321 41 B 5 33 98 5 

32 Ac-C*WARYHGYPWC*RRR-NH2 1949 23 1948 91 1948 69 B 5 20 99 6 

33 Ac-RRRRC*WARYHGYPWC*RRRR-NH2 2730 16 2729 41 2729 49 B 3 09 99 1 

34 Ac-RRRRC#WARYHGYPWC#RRRR-NH2 (o-xylene) 2834 31 2833 48 2833 16 B 4 19 99 4 

Disulfide bridge was formed between C* residues. Xylene-based bridge (p-, m-, or o-isomers used) was formed 

between C# residues. a Calculated monoisotopic molecular weight of [M+H]+, b observed monoisotopic molecular 

weight using MALDI-TOF MS reflector mode, c HPLC analysis was carried out in conditions A, or B. HPLC 

conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a linear gradient of (A) 5% to 45% of 

MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 20 min, and (B) 20% to 70% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 

min. 
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Table 21. Physicochemical characteristics of luciferin-modified DOCK2-inhibitory peptides 

   Mass analysis [M+H]+ HPLC analysis c 

Compound Sequence Molecular 

weight 
calcd a obsvd b 

Retention 

time (min) 
Purity (%) 

20 Ac-C(luc)C*VAKYHGYPWC*RRR-NH2 2333 74 2334 75 2334 43 8 95 96 6 

21 Ac-C(luc)C*VAKYHGYPWC*RRRRRRRR-NH2 3114 67 3115 68 3115 91 8 02 98 0 

22 Ac-C(luc)C*VAKYHGYPWC*RRRTRVLKRWKLF-NH2 3662 39 3663 40 3663 09 9 72 98 7 

35 Ac-C(luc)RRRRC#WARYHGYPWC#RRRR-NH2 (o-xylene) 3333 91 3334 92 3334 90 6 89 97 4 

Disulfide bridge was formed between C* residues. o-Xylene-based bridge was formed between C# residues. a 

Calculated average molecular weight of [M+H]+, b observed average molecular weight using MALDI-TOF MS linear 

mode, c HPLC conditions: Phenomenex kinetex 5u XB-C18 column (4.6×100 mm I.D.), a linear gradient of 20% to 

70% of MeCN/H2O containing 0.1% TFA over 25 min. 

Recombinant protein preparations 

Proteins were prepared as previously described.
24

 All recombinant proteins were expressed in an 

Escherichia coli BL21(DE3) culture induced overnight at 16°C. The cell pellet was collected by 

centrifugation, resuspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8), 300 mM NaCl, 5% (v/v) 

glycerol, 1 mM DTT, 20 mM imidazole, 5 U/mL Benzonase (Sigma-Aldrich, MO, USA)), disrupted 

by sonication, and then the crude lysate was centrifuged at 33,798 × g for 1 h. The supernatant was 

loaded onto a 5 mL Ni-NTA superflow cartridge (QIAGEN, Hilden, Germany) using an AKTA 10S 

system (GE Healthcare, IL, USA), and the cartridge was washed with wash buffer (50 mM Tris-HCl 

(pH 8), 300 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 1 mM DTT, 20 mM imidazole). Protein was eluted with 

elution buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8), 300 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 1 mM DTT, 250 mM 

imidazole), and further purified by size exclusion chromatography using a Superdex 200 column 

(GE Healthcare) equilibrated with TBS (T9141, Wako, Osaka, Japan) containing 1 mM DTT, 5% 

(v/v) glycerol, 5 mM EDTA. 

Phage library construction and panning 

T7 phage libraries displaying random peptides, which were generated by mixed-oligonucleotides 

as template DNA, were constructed by using T7Select 10-3 vector from Merck, according to 

previously described methods.
24

 Biotinylated His-Avi-SUMOTEV-DOCK2(1192-1622) was 

immobilized to streptavidin (SA) M280 Dynabeads (Invitrogen, CA, USA) in PBS (045-29795, 

Wako) containing 0.5% BSA (blocking buffer). After washing in PBS containing 0.1% Tween 20 

(PBST), beads were incubated with phage libraries for 1 h, and washed with PBST. Bound phages 

were competitively eluted by FLAG-His-TEV-Rac1(1-177) (1 mM) and were incubated with 

Escherichia coli BLT5615 cells (Merck) in logphase growth for phage amplification. After 
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bacteriolysis, phages were recovered from the culture supernatant by centrifugation and 

PEG-precipitation. Recovered phages were dissolved in PBS and used for the next round of panning. 

DOCK2–Rac1 binding ELISA 

The wells of a Nunc Maxisorp microplate (460-518) were coated with streptavidin (Wako, Osaka, 

Japan), and were blocked by PBS containing 0.5% bovine serum albumin (BSA). Biotinylated 

DOCK2 protein was captured by the streptavidin, and mixture of synthetic peptide and Rac1 protein 

(2.5 nM) was added to the wells. After washing with PBS containing 0.1% Tween 20, bound Rac1 

protein was detected using horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-FLAG antibody 

(A8592-1MG, Sigma, MO, USA). The amount of HRP in wells was measured by SuperSignalTM 

ELISA Pico Chemiluminescent Substrate (37069, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). 

Binding analysis by SPR 

SPR biosensing experiments were performed on a Biacore 3000 instrument equipped with 

Sensorchip SA at 25°C (GE healthcare). For immobilization, HBS-EP+ (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 

150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.05% SP20) was supplemented with 1 mM DTT. Biotinylated 

His-Avi-SUMO-TEV-DOCK2(1192-1622) was immobilized onto an SA sensorchip (GE healthcare) 

using SA-Biotin capturing. Immobilization levels were approximately 4000 RUs. To study 

interactions, HBS-EP+ supplemented with/without 0.2 mM TCEP was used as a running buffer. 

Peptides were injected for 120 s at flow rate of 50 mL/min and the dissociation was followed for up 

to 1500 s. Data processing and analysis was performed using BIAevaluation software ver. 4.1.1 (GE 

healthcare). Sensorgrams were double referenced prior to curve fitting of concentration series to a 

1:1 binding model to determine the binding rate constants kon and koff. The dissociation constant KD 

was calculated from the following equation: KD = koff/kon. 

Cell-free GEF assay 

Mixtures of peptides, His-Avi-SUMO-TEV-DOCK2(Met1192-Met1622) (10 nM), and 

BODIPY-GTP (1000 nM) were incubated in assay buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 

1 mM DTT, 10 mM MgCl2, 0.01% Tween 20, and 0.01% BSA) on 384-well plates (784076, 

Greiner) at 25°C for 1 h in the dark. FLAG-His-TEV-Rac1(1-177) (10 nM) preincubated with GDP 

(100 nM, Wako) and anti-FLAG M2-Tb (61FG2TLA, Cisbio Bioassays, MA, USA) for 30 min at 

25°C was added to the wells, and TR-FRET signals (excitation = 320 nm, emission = 486 and 520 

nm) between BODIPY-GTP and anti-FLAG M2-Tb on Rac1 protein were detected by an Envision 

plate reader (PerkinElmer). 
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Cell migration assay 

MINO lymphoma cells (ATCC) were grown at 37°C/5% CO2 in RPMI 1640 medium 

(Invitrogen) supplemented with 15% FBS (Invitrogen) and 1% penicillin-streptomycin (WAKO). 

MINO cells were adjusted to 3 × 10
6
 cells/mL in migration medium (RPMI 1640, no phenol red 

(Invitrogen), 0.1% BSA) and incubated with peptides at various concentrations for 30 min at 

37°C/5% CO2. Then, 100 L cell suspension was added to the upper chambers (5-m pore size 

inserts) of the transwell plate (3388, Corning, NY, USA). Subsequently 200 L of a mixture of 10 

nM S1P (S9666, Sigma-Aldrich) and the indicated concentration of peptide in migration medium 

was added to the lower chambers of a 96-well transwell plate. After incubation for 4 h at 37°C/5% 

CO2, the number of viable cells that migrated from the upper chamber to the lower chamber was 

determined using a CellTiter-Glo kit (Promega, WI, USA). Luminescent signals of viable cells were 

measured by an Envision plate reader (PerkinElmer). 

Cellular internalization assay 

Cellular internalization was evaluated as previously described.
39

 Briefly, HEK293T (ATCC) cells 

were transfected with an internal reporter construct to express luciferase. Transiently 

luciferase-expressing cells were seeded at 1 × 104 cells/15 μL/well in DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) containing 10% fetal bovine serum (FBS) on 384-well plates (3570, Corning, NY, 

USA). After 2 h, 15 μL of compounds diluted with Hank's Balanced Salt Solution (14025092, 

Invitrogen, CA, USA) containing 10% FBS were added to the wells and the luminescence was 

immediately measured by Envision (PerkinElmer, Waltham, MA) every 3 min (0.1 sec 

detection/well) for 2 h. For cytotoxicity analysis, the number of viable cells in the wells was 

determined using CellTiter-Glo kit (Promega, WI, USA). 

Microscopic observation of fluorescein-labeled CPPs 

HeLa cells were seeded for 20 h before the treatment of fluorescein-labeled CPPs. After seeding, 

50 μM of the peptides and Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) were 

incubated with cells for 30 min. Cellular images were obtained with SP8 confocal microscopy (Leica, 

Wetzlar, Germany). 
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