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研究成果の概要（和文）：翻訳後修飾によるトリプトファン残基のイソプレニル修飾の普遍性を

検証することを目的とした研究を行い、枯草菌由来のイソプレニルトリプトファン含有ペプチ

ドである ComX フェロモンの前駆体である ComX ペプチドと、その修飾酵素である ComQ、

およびイソプレニル２リン酸、マグネシウムイオンのそれぞれを用いた in vitro 酵素反応によ

る修飾反応に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：In order to confirm that isoprenylation of tryptophan residues is a 

universal posttranslational modification, I developed a cell-free assay system by which the 

tryptophan residue in the ComX pheromone precursor can be isoprenylated by the 

modifying enzyme, ComQ, with isoprenyl pyrophosphate and magnesium ion. 
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１．研究開始当初の背景 

 翻訳後修飾は、タンパクやペプチドの機

能発現の制御を行うための中心的な役割

を担うシステムであり、様々なアミノ酸残

基上の様々な修飾様式が報告されている。

その一つであるシステイン残基のイソプ

レニル化は、坂神らによって、担子菌の接

合菅形成フェロモンであるオリゴペプチ

ド tremerogen から初めて発見された。当初

はペプチドフェロモン中のみに見られる

特殊な翻訳後修飾であったが、その後、ヒ

ト Ras タンパクなどからも確認され、現在

では真核生物に普遍的に存在する機能発

現に必須な翻訳後修飾であることが明ら



かとなっている。一方、原核生物からは、

申請者らが枯草菌の形質転換誘導フェロ

モンであるオリゴペプチド ComX フェロ

モンが、トリプトファン残基のプロリン様

の環化を伴うイソプレニル化という新規

翻訳後修飾を受けていることを明らかに

した。この修飾も形質転換誘導に必須な翻

訳後修飾であるものの、現在までに枯草菌

の 6 菌株においてのみしか確認されていな

い。申請者は、両修飾様式の類似性 (図 1) 

から、翻訳後修飾によるイソプレニル化は

全生物に普遍的に存在しており、その 1 種

であるトリプトファンのイソプレニル化

は、翻訳後修飾によるイソプレニル化のプ

ロトタイプであり、進化の過程でシステイ

ン残基へと変化していったのではないか

との着想に至った (図 2)。この仮定が本当

ならば、枯草菌以外の原核生物や、一部の

真核生物からもイソプレニルトリプトフ

ァンを有するタンパクやペプチドが発見

出来るはずである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

 トリプトファン残基をイソプレニル化する

修飾酵素のコンセンサス配列を決定すること

を目的とした研究を行う。さらに、枯草菌以

外の原核生物にもトリプトファン残基がイソ

プレニル化されているペプチドやタンパクが

普遍的に存在することを証明することを目的

とした研究を行う。最終的な目標としては、

なぜ、真核生物ではシステイン残基のイソプ

レニル化が機能発現に必須な翻訳後修飾とし

て普遍的に使用されることになったのか、原

核生物では全く使用されていないのかという

疑問に対して、有機化学的な視点からの解答

を提示し、翻訳後修飾によるイソプレニル化

の進化についての全容を解明することを目指

す。 

 

３．研究の方法 

まず、イソプレニル基様の側鎖を有する修飾

トリプトファン残基を含むペプチドを化学合

成し、それをハプテンに抗原を作製し、抗体

を作製する。次に、細菌を中心とした様々な

微生物の培養を行い、それぞれの培養液に対

して、不溶性、不安定性を考慮した抽出、粗

精製を行い、各検定溶液を得る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. システイン残基とトリプトファン残基の翻訳後修飾によるイソプレニル化の比較 

さらに、トリアコンチルカラムとシアノプロ

ピルカラムに対する親和性の違いを利用した

LC-MS/MS 分析により、イソプレニルトリプ

トファン含有ペプチドを探索する。最後に、

作製した抗体による検出、および化学合成し



 た候補ペプチドとの比較により、イソプレニ

ルトリプトファン含有ペプチドであることを

証明する。 

 次に、分子生物学的手法により comQ の過剰

発現大腸菌を作製した。 得られた修飾酵素

ComQ の反応条件を検討し、この酵素が金属

Mg2+を必要とすることを見いだし、in vitro 

ComQ 酵素反応による ComX の イソプレニル化

活性を LC-MS を用いて評価する条件を確立し

た。最後に、他の生物種からイソプレニルト

リプトファン含有ペプチド候 補を選別し、分

子生物学的手法により comQX 候補の過剰発現

大腸菌を作製したが、両候補とも発現しなか

った。今後はベクターの種類 、配列などを検

討し、comQX 候補過剰発現大腸菌を作製し、

その後、構築した検出法を適用する予定であ

る。 

 

４．研究成果 

枯草菌の ComX フェロモン以外でトリプトフ

ァン残基のイソプレニル修飾が発見された例

はない。しかし、システイン残基のイソプレ 

ニル修飾の普遍性が明らかにされていること

などを踏まえるとトリプトファン残基のイソ

プレニル修飾も普遍的に存在する可能性が高 

いと予想された。そこで、本研究では ComX フ

ェロモンにおけるトリプトファン残基のイソ

プレニル修飾の普遍性を検証することを目的 

とした。  まず、イソプレニルトリプトファ

ンを含有したハプテンを合成した。これを基

にポリクローナル抗体を作製したものの抗体

価が低く 、実際に検出に使用することは困難

であると考えられた。そこで、RO-E-2 株由来

の ComXRO-E-2 フェロモンの修飾トリプトフ

ァン残基に おけるゲラニル基が生理活性に

必須であることを証明するために、有機合成

により各種イソプレニル変異 ComX フェロモ

ンを合成し、それぞれの生理活性の比較を行

った。その結果、ゲラニル基の 2 重結合を還

元するだけでほとんど活性を消失することを

見いだし、側鎖 のゲラニル基の化学構造は活

性発現に重要であることが判明した。 
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図 2. 翻訳後修飾によるイソプレニル化の進化 
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