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Result

Gγ recruitment systemによるSH2 superbinderの
親和性向上スクリーニング
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GγとSuperBinderを融合タンパク質として発現
EGFRとSuperBinderが結合した時のみにシグナルが流れるシステムを利用した。

・Error Prone PCRを⽤いた進化⼯学実験を実施して、結合親和性の⾼い阻害分⼦を獲得した。
・今後は、EGFRを発現する酵⺟株と発現しない酵⺟株を⽤いて、K58R変異の効果を評価する。
・本研究で得られた有効な変異をベースとして、再度進化⼯学を活⽤する予定である。

➡本研究で得られた変異体を起点とすることで新規薬剤候補分⼦の探索が期待される。

Summary & Future Plan

  Gγ cyto 

K58R

Super Binder

・DNA配列を解析した結果、SuperBinderのK58R変異を特定することができた。
→ K58R変異は既存の変異と⽐較的近傍に位置した。

・EGFRを発現しない酵⺟株に得られた変異配列を導⼊し、偽陽性の検証を⾏う。
→また、さらなる改変を加えることで、より有望な変異体の取得を試みる。

u 癌化する相互作⽤を阻害する阻害分⼦候補

superbinder-Gγcytoの融合タンパク質を導⼊した阻害分⼦選抜系の構築株の構築アプローチ

・通常のEGFR ・癌化する相互作⽤を阻害する”阻害分⼦”

・変異型(L858R)のEGFR

EGFR

EGFR
(L858R) ・Grb2に含まれるSH2 domainに機能的変異を導⼊

・結合親和性︓10〜100倍向上

阻害分⼦候補︓SH2 superbinder

SH2 domain

Grb2

Grb2
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過剰に
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→癌化

既存の医薬品 本研究

阻害分⼦
ATP

EGF

シグナルを阻害

P

u 既存の医薬品との違い

Grb2

既存のEGFR阻害薬の課題︓⻑期間の使⽤による薬剤耐性化、副作⽤の表在化
➡既存の阻害薬とは異なる作⽤機序でEGFRに作⽤するタンパク質医薬品の開発が必要

・⽇本⼈の死因1位は癌（約30%）→肺癌（肺腺癌）の死亡者数が最も多い。
・肺腺癌の50%以上がEGFRの遺伝⼦変異由来となっている。
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シグナル伝達

ランダム変異導⼊

X︓SH2 SuperBinder
の変異体

細胞膜

SH2 SuperBinder

様々な分⼦を構築

上位0.2%の細胞を選抜

SuperBinder（SB）をベースにランダム変異を導⼊➡プラスミドDNA構築
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・N/Cよりも蛍光強度が⾼い株が数株みられた。
➡上位8株について塩基配列を解析した結果、8株中1株に有効な変異がみられた。

mutant

蛍光測定結果 変異解析結果

EGFR

u 創薬ターゲット︓EGFR（タンパク質）

阻害分⼦

阻害分⼦

EGF

分⼦量が⼩さすぎず、膜を透過しやすい⼤きさの阻害分⼦を探索することが望ましい。


