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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、化学的構造が高度に制御された生理活性システインリッチタンパク
質をペプチドライゲーション法を用いて迅速かつ 効率的に合成する方法論の開発およびそれらを用いらケミカ
ルバイオロジー研究への応用である。
本研究により、複数のペプチド断片の効率的に集積化により、化学合成タンパク質を得ることが可能となった。
さらに本方法を植物の生理活性システインリッチタンパク質の全合成研究へと応用し、花粉勧誘員因子CALL1タ
ンパク質の全合成について検討した。

研究成果の概要（英文）：We have developed efficient assembly of three peptide fragments by using 
peptide ligation reactions. Among many protein targets, we selected cysteine-rich proteins, which 
are difficult to produce with over-expression due to protein aggregation and important class of 
proteins in biology research. We studied total chemical synthesis of several cysteine rich proteins.
 And we are planning to apply them to biology research with collaboration with biologists.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード：  有機合成化学　タンパク質化学　ペプチド化学　ペプチドライゲーション　生理活性物質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
システインリッチタンパク質は、ジスルフィド結合による会合のため、組換えタンパク質の過剰発現などのバイ
オテクノロジーによる手法では合成が困難である。今回、化学合成によりシステインリッチタンパク質の効率的
な合成手法を確立することができた。これまで合成が困難であったため、システインリッチタンパク質の生体内
での役割には未知の部分が多い。今後は生命科学者との共同研究により、これらのタンパク質の機能解明に展開
する予定である。



 

 
KAHA

200  
 

 

 
 

 
 

 

SH SH SH SH SH NH2CONH2 OH

COOH NH

NH2HN

OHSH

GEIPPEQLRYVEFCDLWSADF–SGSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKKTfLURE1:

KAHA ligation

folding 
disulfide bond formation

synthetic TfLURE1 protein

O

OHN
H

Ph

O
N
H

O
H
N

OGEIPPEQLRYVEFCDLWSADH2N

CONH2 COOH

GSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKK

SH SH SH SH SH NH2CONH2 OH

NH2 NH2COOH OHOH
OH

O

O

N
H

Ph
H
N

N
H

O

OH

GEIPPEQLRYVEFCDLWSAD

COOH

H2N

NH

NH2HN

OH

CONH2 COOH

SH

GSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKK

NH2 NH2COOH OHOH
OH

O

2 eq.  
30 mM

1.0 eq.  
15 mM

(4:6) NMP:H2O 
0.1 M oxalic acid 
0.1 M TCEP 
50 °C, 16 h

12% isolated yield

TcLURE1:

Tf-TcLURE1:

Tc-TfLURE1:

GSCDELCKKKRGPNFVGDCDWYASTLWTRGDCVCSEKKKKGEIPPEQLRYVEFCDLWSAD
O

N
H

Ph
H
N

N
H

O

OH

H2N
OH

O

GQIPPEPLRYVEFCDLFSGD GSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKK
O

N
H

Ph
H
N

N
H

O

OH

H2N

OH

O

TfLURE1:

GSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKKGEIPPEQLRYVEFCDLWSAD
O

N
H

Ph
H
N

N
H

O

OH

H2N
OH

O

GQIPPEPLRYVEFCDLFSGD GSCDELCKKKRGPNFVGDCDWYASTLWTRGDCVCSEKKKK
O

N
H

Ph
H
N

N
H

O

OH

H2N

OH

O



 

O

OH

O

H2N

Native chemical ligationKAHA ligation

H
N

RO SR

O
HS

H2N

H
N

O OH

O

OH COOH

peptide fragment 1

CONH2SH

SHNH2

peptide fragment 3

NH

NH2HN

COOH

CONH2 NH2

peptide fragment 2

OHNH2
NH

N

HS

N
H

H
N

O

O

O

H
N

H2N

OH COOH

peptide fragment 1

CONH2SH

CONH2 NH2

peptide fragment 2

OHNH2
NH

N

OH

O

SHNH2

peptide fragment 3

NH

NH2HN

COOH

KAHA-NCL 迅速タンパク質合成

GEIPPEQLRYVEFCDLWSADFSGSCGDLCKKKWGPNFVGDCDWYASTLWTSGDCVCSEKKKKTfLURE1:

O

OH

O

H2N GEIPPEQLRYVEFCDLWSADF SR

O
H
N

RO SGSCGDLCKKKWGPNFVGD
OH

O

HS

H2N

H
N

O
DWYASTLWTSGDCVCSEKKKK

KAHA ligation 
(pH 2-4) Native Chemical ligation (pH 6-9)

HS

N
H

H
N

O

O

O

H
NH2N GEIPPEQLRYVEFCDLWSADF SGSCGDLCKKKWGPNFVGD

OH

O

DWYASTLWTSGDCVCSEKKKK

synthetic TfLURE1

b. 精製タンパク質のラベル化

精製タンパク質

ラベル化剤

高い
低い 高い

低い

ビルドアップ合成
- 均一な化学構造 
- 各分子の蛍光輝度と 
  生物活性が均一

a. 精密蛍光ラベル化タンパク質の合成
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