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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、プロテアーゼの逆反応とペプチド縮合反応を組み合わせることによ
って、タンパク質スプライシングの逆反応（タンパク質逆スプライシング反応、RPS反応）を化学的に行うこと
ができるかを検証した。その結果、リシルエンドペプチダーゼを用いた場合、高濃度のエチレングリコールを含
む溶媒中で、低収率ながらRPS反応が進行することが見出された。また、非タンパク質性アミノ酸を含むペプチ
ドも、挿入配列として認識されることが明らかとなったことから、RPS反応がポリペプチドの部位特異的な化学
修飾法の一つになりうる可能性が示されたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Protein splicing is found in nature, although its reverse reaction has not 
yet been developed. In this project, we tried to develop reverse-protein splicing (RPS) reaction 
using a protease as catalyst. When using lysyl endopeptidase (LEP) as the catalyst, RPS reaction 
proceeded in ethylene glycol aqueous solution, but the yield of desired product was low. The peptide
 with non-proteinogenic amino acid was also acted as an insert in this reaction. This is the first 
case for one-pot chemical RPS reaction, and it might be useful for the regioselective chemical 
modification of polypeptides.

研究分野： 化学

キーワード： タンパク質逆スプライシング　プロテアーゼ　ネイティブケミカルライゲーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
有機化学的にRPS反応を行った例は、これまでに報告されていないことから、世界初の実施例であると考えられ
る。この方法を利用すれば、将来的に組換えタンパク質の部位特異的なアミノ酸配列変換などに利用できるもの
と期待される。また、非タンパク質性の化学構造も挿入可能であったことから、蛍光団の挿入などの部位特異的
な化学修飾にも応用可能であり、新たなタンパク質化学修飾法として生化学分野、ケミカルバイオロジー分野へ
の応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
 遺伝子が転写されて mRNA となるとき、タンパク質のアミノ酸配列情報をも

たないイントロン部位が除去されてエキソン部分のみがつながる「スプライシ

ング」が起きる。タンパク質においても、ある特定の配列（インテイン）を有す

る時に、インテインの N 末端側と C 末端側に結合した配列がつながる「タンパ

ク質スプライシング」が起きることが知られている。 
 タンパク質スプライシングの逆反応を有機化学的に起こすことができれば、

種々のタンパク質、特に非タンパク質性アミノ酸を有する構造を有するタンパ

ク質の調製に非常に有用であると期待されるが、そのような反応は報告が無か

った。 
 
2. 研究目的 
 本研究課題では、タンパク質スプライシングの逆反応を一つの反応容器内で

完結させる新たな手法を開発することを最終的な目標としている。この反応に

は、タンパク質の切断とタンパク質の縮合という２つの相反する反応を行う必

要がある。切断にはタンパク質分解酵素（プロテアーゼ）が有用であり、一方で

プロテアーゼの逆反応によるタンパク質の結合反応（逆プロテオリシス反応）も

報告されていることから、プロテアーゼを触媒として、ネイティブケミカルライ

ゲーション(NCL)を組み合わせた図 1 に示す反応機構を考案した。本研究では、

この反応が実際に起きることを示すとともに、種々のタンパク質の調製への有

用性を検証することを目的とした。 

 

図 1. プロテアーゼによるタンパク質逆スプライシング反応の概略． 
 
3. 研究の方法 
(1) プロテアーゼによる反応と NCL の反応条件の検討 



 プロテアーゼとして、リシルエンドペプチダーゼ(LEP)を用いた。リジンを含

む短鎖ペプチドを基質、グリシルグリシンをアクセプターとして、基質ペプチド

がグリシルグリシンと連結されるかどうかを指標として、種々の溶媒で反応を

試みた。溶媒としては、種々のイオン液体と MOPS 緩衝液(pH 7.4)の混合液、な

らびにエチレングリコールと MOPS 緩衝液(pH 7.4)の混合液を用いた。反応の進

行は、逆相 HPLC によって確認した。 
 PRS が進行する溶媒を確認した後、同じ溶媒中で NCL 反応が進行するかどう

か確認する目的で、短鎖ペプチド同士を NCL 反応で縮合を試みた。その際、反

応促進剤として 4-メルカプトフェニル酢酸(MPAA)を加えた緩衝液を用いた。 
 
(2) 短鎖ペプチドをモデルとしたタンパク質逆スプライシング反応の検討 
 (1)の検討をもとに、ヒト B-タイプナトリウム利尿ペプチド(BNP)の部分配列

(1-15)をモデル配列として PRS 反応を行なった。基質となる(1-3)-(10-15)ペプチ

ド、および挿入配列となる(4-9)ペプチドをそれぞれペプチド固相合成法により

調製した。その際、(4-9)ペプチドの C 末端は、NCL 反応に用いることができる

よう、3-メルカプトプロピオン酸(MPA)とのチオエステルとして調製した。これ

らの 2 つのペプチドを、MPAA を含む MOPS 緩衝液(pH 7.4)とエチレングリコー

ルの 1:9 混合液に溶解し、LEP を添加して 37 ºC で 24 時間反応させた。生成物

の確認は、逆相 HPLC および質量分析で行なった。(4-9)ペプチドの C 末端を

MPAA とのチオエステルとして調製したものを挿入配列とした場合でも、同様

の反応を行った。また、この反応の一般性を確認するために、脂質結合タンパク

質 Saposin C の部分配列をモデルとして、上述の条件で PRS 反応を行った。 
 
(3) PRS 反応の基質特異性の検討 
 PRS 反応の基質特異性を確認するために、BNP(1-15)をモデルとして、(4-9)ペ
プチドの配列を様々に変えて、PRS 反応を行なった。挿入配列には、Thr4 を Gly
または Pro に変更したペプチド、Gly9 を Val に変更したペプチド、および Met5

を 2-(アミノメチル)フェニル酢酸に置換したペプチドをそれぞれ調製し、反応を

行なった。生成物の確認は、逆相 HPLC および質量分析で行なった。 
 
4. 研究成果 
(1) プロテアーゼによる反応と NCL の反応条件の検討 
 プロテアーゼによるタンパク質の加水分解では、水が必須である。一方、タン

パク質逆スプライシング(PRS)反応においては、加水分解を抑制する必要がある

ため、溶媒中の水を可能な限り除去する必要がある。脂質分解酵素であるリパー

ゼがイオン液体中で酵素活性を示すとの報告があったことから、申請書当初の



計画では、PRS 反応にイオン液体を溶媒として用いることを計画した。そこで、

プロテアーゼとしてリシルエンドペプチダーゼ(LEP)を用いてイオン液体中で

の挙動を解析した。 
 リジンを含む短鎖ペプチドを基質、グリシルグリシンをアクセプターとして、

基質ペプチドがグリシルグリシンと連結されるかどうかを指標として、種々の

イオン液体で反応を試みた。しかし、検討したイオン液体すべてで、目的とする

生成物は検出されなかった。そこで、溶媒に MOPS 緩衝液(pH 7.4)を少しずつ加

えていったところ、イオン液体の終濃度約 50%のところで基質ペプチドの分解

が確認された。しかし、この条件では目的とする生成物は検出できず、PRS 反応

を行うのにイオン液体を単独で使用するのは適切ではないと考えられた。 
 そこで、水以外の有機溶媒を検討することとした。タンパク質のフォールディ

ングを保持するのに有用と考えられるエチレングリコールまたはグリセリンを、

イオン液体を含む水溶液に様々な濃度で添加し、反応を試みた。その結果、比較

的粘性が低いエチレングリコールが水の代替溶媒として適切である可能性が見

出されたため、水／エチレングリコール／イオン液体の濃度比を様々に変更し

ながら反応を検討した。目的とするグリシルグリシン連結生成物の生成量を基

準として条件を精査したところ、イオン液体は酵素反応効率を低下させるとい

う結果が見出され、90%エチレングリコール水溶液が LEP の酵素活性を維持し

つつ水の量を最少にできると判断した。 
 PRS 反応のもう一つの鍵となる NCL 反応が、90%エチレングリコールを含む

緩衝液中で進行するのかを確認した。短鎖のモデルペプチドを基質として、反応

促進剤として 4-メルカプトフェニル酢酸(MPAA)を含む緩衝液を加えた溶媒系

で、NCL 反応を試みたところ、通常の緩衝液中よりも反応が遅いものの、目立

った副反応も無く目的とする生成物が検出された。このことから、90%エチレン

グリコールを含む緩衝液が、PRS 反応の溶媒として適切であると考えられた。 
 
(2) 短鎖ペプチドをモデルとしたタンパク質逆スプライシング反応の検討 
 上記の検討を踏まえて、PRS 反応を実際に行うこととした。モデル配列とし

てヒト B-タイプナトリウム利尿ペプチド(BNP)の部分配列(1-15)を用いることと

し、そのうち(4-9)セグメントを挿入配列として反応を行うこととした。(1-3)-(10-
15)ペプチド、および(4-9)ペプチドをそれぞれペプチド固相合成法により調製し

た。その際、(4-9)ペプチドの C 末端は、NCL 反応に用いることができるよう、

3-メルカプトプロピオン酸(MPA)とのチオエステルとして調製した。これらの 2
つのペプチドを、MPAA を含む MOPS 緩衝液(pH 7.4)とエチレングリコールの

1:9 混合液に溶解し、LEP を添加して 37 ºC で 24 時間反応させた。その結果、低

収率ながら、目的とする BNP(1-15)ペプチドが生成していることが確認された。



これは、PRS 反応を一段階の反応で行った初めての例であると考えられる。 
 一方、NCL 反応の進行を容易にするために(4-9)ペプチドの C 末端を MPAA と

のチオエステルとして調製し同様の反応を行ったところ、目的とするペプチド

とは異なる生成物がほぼ定量的に得られた。この生成物は、質量分析において

BNP(1-15)ペプチドと同じ値を与えたが、逆相 HPLC においてまったく異なる溶

出時間であったことから、基質とした(1-3)-(10-15)ペプチド中の Cys 残基側鎖と

(4-9)ペプチドチオエステルとの間でチオエステル交換反応が進行した生成物で

あり、Cys 残基側鎖で分岐したペプチドによる立体障害により、LEP による分解

がまったく進行しなかったために生じたと考えられた。 
 この反応の一般性を確認するために、まったく異なるアミノ酸配列を有する

ペプチドで同様の反応を試みた。モデルとして、脂質結合タンパク質 Saposin C
の部分配列を用いた。ペプチドとペプチドチオエステルをそれぞれ調製し、前述

の反応条件で PRS 反応を行ったところ、やはり低収率ながら目的とするペプチ

ドの生成を確認することができた。 
 
(3) PRS 反応の基質特異性の検討 
 ここで開発した PRS 反応の基質特異性を確認するために、BNP(1-15)をモデル

として、(4-9)ペプチドの配列を様々に変えることとし、まず Thr4 を Gly や Pro
に変更して反応を行った。Gly に変えたときには収率が低下した。LEP は、Lys-
Xaa という配列を認識して加水分解する酵素だが、Gly4 で収率が低下したのは

生成物に含まれる Lys-Gly という配列が LEP によって分解される速度が、もと

の Lys-Thr 配列よりも速いためだと考えられる。一方、Pro に変えたときは目的

とする生成物が確認できなかった。LEP の基質として、Lys-Xaa の Xaa 部位が

Pro だと分解しないことから、その逆反応を進めるにあたり N 末端が Pro である

ペプチドは挿入配列として LEP に認識されなかったためと考えられる。 
 次に NCL 反応で連結する部位として適切な配列を検討するために、Gly9を Val
に置換した挿入ペプチドを用意し、同様に PRS 反応を行なった。その結果、NCL
反応が非常に遅く、目的とする生成物はほとんど検出されなかった。C 末端が

Val のペプチドで NCL 反応を行うと、反応速度が遅いことが知られていること

から、この結果は、ここで利用した反応条件で PRS 反応を行う場合、NCL 反応

が非常に遅く、目的とする生成物が得にくいことを示唆するものと考えられる。 
 天然タンパク質には存在しない構造を挿入することが可能かどうかを検証す

るために、Met5を 2-(アミノメチル)フェニル酢酸に置換して PRS 反応を行った。

その結果、Met5 のときとほぼ同じ反応効率で目的とする生成物を確認すること

ができたことから、LEP による PRS 反応では、挿入配列の N 末端が通常の-ア
ミノ酸であれば基質となりうると考えられた。 
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