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Annual Research Highlights 
 

(1) “Activation of Met signaling pathway by means of 

dimeric macrocyclic peptides” 

 

 Met is a trans-membrane protein that possesses a 

tyrosine kinase activity. On binding to hepatocyte growth 

factor (HGF), Met induces trans-autophosphorylation and 

regulates various signaling pathways together with 

downstream kinases such as Akt and Erk. Biological 

responses triggered by the Met activation and the 

downstream signaling lead to wound healing of tissues. 

Here, we developed artificial Met-activating macrocyclic 

peptides. First, we identified Met-binding monomeric 

macrocyclic peptides by using the RaPID (Random 

non-standard Peptide Integrated Discovery) system, and 

dimerized the monomers to induce dimerization of two 

Met molecules on the cell membrane (Fig. 1). Various 

HGF-like cellular responses, such as branching 

morphogenesis, were induced in human cells by the 

macrocycles. This work suggests that our approach to 

generate dimeric macrocycles as non-protein ligands for 

cell surface receptors can be a powerful method for 

developing potential therapeutics. 

 

 
Fig. 1 Met activation by dimeric Met-binding peptide initiates 

downstream cellular responses. 

 

1.(1)-1) Nat. Commun., 6, 6373 (2015). 

 

(2) “Development of a fluorescent imaging probe for 

detecting cellular EpCAM based on a macrocyclic 

scaffold” 

 

 EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule) is a 

transmembrane glycoprotein expressed on various 

carcinoma cells such as breast, prostate, ovarian, lung, 

colon, renal, and gastric cancer, indicating the importance 

of EpCAM as a diagnostic biomarker for these cancers.  

Here, we developed a new fluorescent probe based on a 

macrocyclic peptide scaffold that specifically visualizes 

EpCAM-expressing MCF7 cells. By using the RaPID 

system, a macrocyclic peptide named Epi-1-F binding to 

the extracellular domain of EpCAM was discovered (Fig. 

2). The dissociation constant is in the low nM range (1.7 

nM). Due to the low molecular size (less than 3,000 Da), 

Epi-1-F with a fluorescence tag could successfully stain 

live cells under high cell-density conditions, which could 

not be achieved by the conventional antibody-based 

staining method. This result suggests that the macrocyclic 

peptide has a great potential as a new diagnostic probe for 

detection of EpCAM expression. 

 

 
Fig. 2 Imaging of EpCAM on living cells by fluorescent labeled 

Epi-1-F. 

 

1.(1)-2) J. Mol. Evol., 81, 210-217 (2015). 

 

(3) “Synthesis of 2,2′-disilylazobenzenes: a 

photoisomerizable fluorophore” 
 
 Azobenzene, which is the fundamental core of azo dyes, 

isomerizes reversibly between the (E)- and (Z)-isomers 

upon photoirradiation. The property impedes fluorescence 

emission, which is another property of some dyes. There 

are only a few azobenzenes that undergo both 

photoisomerization and measurable fluorescence 

emission. Here, (E)-2,2′-disilylazobenzenes featuring 

twofold weak nitrogen···silicon interactions were 

synthesized. The lowest singlet excitation energy state of 

one of the azobenzenes was found to be the allowed π,π* 

transition. It fluoresced a yellow-green color at room 

temperature and underwent photoisomerization to the 

non-fluorescent (Z)-isomers. This change in the 

fluorescence property upon photoisomerization would be 

useful to regulate the fluorescence intensity using a single 

light source. 

 
Fig. 3 Photochemical behavior of a bis-silylated azobenzene. 

 

1.(1)-7) Dalton Trans., 44, 16256-16265 (2015). 
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研究ハイライト 
 

(1) 二量体化環状ペプチドによる Met シグナル経路

の活性化 
 
 Met は細胞表面に存在するチロシンキナーゼの一

種で、リガンドである HGF (Hepatocyte growth factor)

が結合することによって二量体化し、自己トランス

リン酸化する。これにより、さらに下流の Akt や Erk

などのリン酸化を介して様々なシグナルの伝達を誘

発する。Met によるこれらの経路の活性化は、細胞

のダメージの修復に役立つと考えられている。そこ

で、今回我々は Met の二量体化を促進するようなペ

プチド医薬の開発を試みた。まず、Met に結合する

モノマー環状ペプチドを RaPID システム(Random 

non-standard Peptide Integrated Discovery)により取得

し、これを二量体化したペプチドをヒト培養細胞に

投与したところ（図 1）、HGF 応答時に見られる分

岐形態形成と同様の変化が見られた。この結果は、

我々の手法が細胞表面のレセプターに対する非タン

パク質性リガンドを開発するための新しい手法とし

て有効であることを示すものである。 

 

 
図 1  二量体化特殊環状ペプチドによる Met の活性化 

 

1.(1)-1) Nat. Commun., 6, 6373 (2015). 

 

(2)蛍光ラベル特殊環状ペプチドを用いた細胞表面

EpCAM のイメージング 
 
 EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule)は細胞膜

上に発現する糖タンパク質の一種であり、乳癌、前

立腺癌、卵巣癌、肺癌、結腸腺癌、腎臓癌、胃癌な

ど様々な癌細胞において過剰発現している。そのた

め、EpCAM はこれらの癌の診断マーカーとして有用

であると考えられる。そこで我々は EpCAM を発現

している MCF7 細胞を選択的に可視化することが可

能な特殊環状ペプチドの開発をおこなった。RaPID

システムを用いて得られた環状ペプチド Epi-1-F（図

２）は、EpCAM の細胞外ドメインに対して解離定数

1.7 nM の強さで結合することが確認された。その分

子サイズの小ささから、Epi-1-F は密集状態の細胞間

隙に浸透し染色できることが示されたが、これは分

子サイズの大きな抗体による染色では達成し得なか

ったことである。この結果は、我々の環状ペプチド

が EpCAM の発現解析のための新しい診断プローブ

として非常に有効であることを示唆している。 

 

 
図 2 蛍光ラベルした環状ペプチド Epi-1-F による EpCAM

のイメージング 
 

1.(1)-2) J. Mol. Evol., 81, 210-217 (2015). 

 

(3) 光異性化する蛍光性アゾベンゼンの開発 
 
 アゾ染料の基本骨格であるアゾベンゼンが光異性

化を起こすことはよく知られているが、その特性は

蛍光発光の特性発現の妨げとなる。そのため、蛍光

発光と光異性化の両方の特性をもつアゾベンゼンは、

ほとんど知られていない。今回、二つのケイ素置換

基をアゾ基の近傍に導入したアゾベンゼンを合成し

た。比較的弱い分子内ケイ素−窒素相互作用が生じた

結果、基底状態から最低励起一重項状態への遷移は、

許容遷移であるπ,π*遷移となることがわかった。室

温での光照射条件下において、ケイ素置換アゾベン

ゼンの蛍光発光と光異性化の両方の現象が観測され

た。(E)体から(Z)体への光異性化後は蛍光を発しなか

った。このような光化学特性の変化は、単一光源に

よる発光制御の可能性を示唆するものである。 

 
図 3 ケイ素置換されたアゾベンゼンの光照射下での挙動 

 
1.(1)-7) Dalton Trans., 44, 16256-16265 (2015). 
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