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研究成果の概要（和文）：数兆種類という多様（diverse）な（ポリ）ペプチドタグライブラリーからの超高速
スクリーニングを可能にする無細胞系の分子進化により、タンパク質ラベリング用ポリペプチドタグを創製する
新システム（DIVERSEシステム：Directed In Vitro Evolution of Reactive peptide-tags via Sequential 
Enrichment）を開発し、非酵素的に共有結合でラベリングするペプチドタグのde novo創製を達成した。

研究成果の概要（英文）：We successfully developed a novel system (DIVERSE system, Directed In Vitro 
Evolution of Reactive peptide-tags via Sequential Enrichment) to create polypeptide tags for protein
 labeling achieved by cell-free evolution-based ultra high-throughput screening of highly diverse (>
10�) polypeptide tag libraries.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 遷移状態　PUREシステム　cDNAディスプレイ　in vitro virus　mRNAディスプレイ　生体直交性反応　C
u-free click chemistry　DIVERSEシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、ポリペプチドタグと低分子の反応などの生体分子関連化学反応を始めとする様々な化学反応の
創製や遷移状態制御の機構解明という学術的意義を有している。また、疾患原因タンパク質（疾患原因遺伝子）
の機能を阻害することに発展応用していくことも可能であり、疾病の治療を始めとする医療応用を通して人類の
福祉・健康に貢献していくという社会的意義も有している。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 （ポリ）ペプチドタグと低分子の反応などの生体分子関連化学反応の創製は、化学反応の遷
移状態制御の機構解明において非常に重要である。これまでに、低分子との反応を介して特定
タンパク質をラベルするための様々な（ポリ）ペプチドタグ（ソルターゼ基質ペプチドタグ、
トランスグルタミナーゼ基質ペプチドタグ等）が報告されているが、天然に既に存在するタン
パク質の改変や、低分子間の相互作用メカニズムに基づいたデザイン、ファージディスプレイ、
酵母ディスプレイ等の生細胞系分子進化のいずれかによって開発されてきている（Tsukiji and 
Nagamune, ChemBioChem 2009）。 
	 また、ポリペプチドと低分子との間の化学反応などの種々の生体分子に関連する化学反応の
開発は、化学反応において遷移状態を制御するメカニズムの解明に対して、非常に重要な構成
的アプローチである。過去に、ポリペプチドと低分子とを化学反応させるための、抗体（免疫グ
ロブリン分子）を始めとする種々の機能性タンパク質が開発されてきているが、その分子量の
巨大さから、分子レベルでの自在な人工改変は難しいと言う欠点が存在する。 
	 これまでに研究代表者は、人工改変した再構築型無細胞翻訳系（PURE システム）を用いる
ことによって、ペプトイド骨格を始めとする N アルキルペプチド骨格（Kawakami et al., J. Am. 
Chem. Soc. 2013）や非天然型環状骨格（Kawakami et al., Chem. Sci. 2013）を翻訳ペプチド
化合物ライブラリーに構築することに成功してきた。そして、分子進化工学的スクリーニング
法の一つである mRNA ディスプレイ法（in vitro virus 法）と組み合わせて、数兆種類の大規
模ライブラリーからのセレクション（スクリーニング）を行うことにより、抗体に匹敵する結
合力と特異性で、標的タンパク質に結合する環状 N アルキルペプチド化合物を発見し、創薬研
究へと応用してきた（Kawakami et al., ACS Chem. Biol. 2013）。 
 
２．研究の目的 
	 研究代表者は、上記スクリーニングシステムに、20000 種類を超える全ヒト cDNA クローン
のライブラリーを用いた大規模ヒトタンパク質発現技術（HUPEX）を組み合わせることによ
って、ヒトタンパク質を標的とする環状 N アルキルペプチド化合物の、より高速な同定システ
ムを確立している。また、本システムにヒト腕型ロボット技術を組み合わせることにより標的
タンパク質に結合する環状 N アルキルペプチド化合物群の創製を完全自動化し、プロテオミク
スによる解析に応用することにも成功している。更に、クリーンルーム内設置型の超高感度質
量分析システム DNLC-MS/MS を用いたプロテオミクスアプローチにより、同定した環状 N
アルキルペプチド化合物のタンパク質・タンパク質間相互作用の阻害部位の同定（分子プロフ
ァイリング）を可能にする技術の開発を行なっている。 
	 そこで本研究では、タンパク質ラベリング用ポリペプチドタグを創製する新システム
（DIVERSE システム：Directed In Vitro Evolution of Reactive peptide-tags via Sequential 
Enrichment）を開発し、非酵素的に共有結合でラベリングするペプチドタグの de novo 創製
を達成する。そして創製したペプチドタグを用いて、様々な蛍光プローブによるタンパク質ラ
ベリングや生細胞内タンパク質のバイオイメージングへの応用を実証する。また、Cu-free click 
chemistry を始めとする生体直交性化学反応（bio-orthogonal reaction）を利用して、遷移状
態を制御するための新たな人工分子の調製を推進する。 
 
３．研究の方法 
	 数兆種類という多様（diverse）な（ポリ）ペプチドタグライブラリーからの超高速スクリー
ニングを可能にする無細胞系の分子進化により、タンパク質ラベリング用ポリペプチドタグを
創製する DIVERSE システムを開発し、非酵素的に共有結合でラベリングするペプチドタグの
de novo 創製を達成する。そして、蛍光ゲル撮影装置や蛍光顕微鏡観察を用いて、創製したペ
プチドタグを介した、様々な蛍光プローブによるタンパク質ラベリングや生細胞内タンパク質
のバイオイメージングへの応用を実証する。 
	 また、Boc2O を用いて出発物質の Boc 保護、酸塩化物を経由してエステル化へと活性化、酸
による脱 Boc 化を行う。最後に生体直交性化学反応による目的化合物の同定は、NMR により
行う。 
	
４．研究成果	
	 数兆種類という多様（diverse）な（ポリ）ペプチドタグライブラリーからの超高速スクリー
ニングを可能にする無細胞系の分子進化により、タンパク質ラベリング用ポリペプチドタグを
創製する DIVERSE システムを開発し、非酵素的に共有結合でラベリングするペプチドタグの
de novo 創製を達成した。そして創製したペプチドタグを用いて、様々な蛍光プローブによる
タンパク質ラベリングや生細胞内タンパク質のバイオイメージングへの応用を実証した。 
	 DIVERSE システムは、新規ペプチドタグの de novo 創製に限らず、数十兆種類のポリペプ
チドタグライブラリーからの超高速スクリーニングを介した、既存ポリペプチドタグの配列最
適化等への応用も期待することができる。 
	 また、Cu-free click chemistry を始めとする生体直交性化学反応（bio-orthogonal reaction）
を利用して、遷移状態を制御するための新たな人工分子の調製を推進した結果、生体直交性官
能基の修飾体に対する前駆体の生成を確認することに成功した。そして、遷移状態を制御する



ための新たな有機化合物の反応の確認に成功した。 
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