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超並列ペプチド1分⼦アミノ酸配列決定法の開発

●研究の全体像
「超並列ペプチド1分⼦アミノ酸配列決定法」を開発することで、超⾼感度・網羅的なタンパク解析法の開発
を⽬指す。従来のタンパク質のアミノ酸配列決定では、タンパク質を酵素で限定加⽔分解して得られたペプチ
ドを、エドマン分解、もしくはタンデム質量分析計で分析している。しかし、これらの⼿法を⽤いて、ペプチドの1
分⼦アミノ酸配列決定は実現できていない。そこで村上グループでは、N末端アミノ酸として20種類の天然アミ
ノ酸と12種類の翻訳後修飾アミノ酸をもつ各ペプチドに特異的に結合する⼈⼯抗体群、全反射照明蛍光
顕微鏡、ガラス基板上でのエドマン分解を組み合わせ、ペプチドの1分⼦アミノ酸配列決定法の開発を⾏う
（図1）。本⽅法では、⽣体試料から得たタンパク質を、プロテアーゼで限定加⽔分解し、主鎖と側鎖のアミ
ノ基にエドマン分解試薬を反応させたあとに、ガラス基板上に共有結合を介して固定化する。次に、ペプチドの
N末端アミノ酸を、それぞれのアミノ酸に特異的に結合する⼈⼯抗体により同定する。さらに、エドマン分解によ
り1残基⽬を除いて、２残基⽬の主鎖のアミノ基にエドマン分解試薬を反応させる。このように逐次分解と抗
体によるN末端アミノ酸の検出を繰り返すことで、ペプチドの翻訳後修飾を含むアミノ酸配列を逐次的に1分
⼦で決定する。最後に、本申請で開発した、翻訳後修飾にも対応した超並列ペプチド1分⼦アミノ酸配列決
定法を⽤いて、細胞から得たタンパク質の翻訳後修飾パターンを解析する。本技術が完成すれば、多様なペ
プチドの翻訳後修飾を含むアミノ酸配列を1分⼦レベルで並列的に決定できる。そのため、DNA次世代シーク
エンサーのような⾰新をタンパク質レベルでおこす、ペプチド次世代シークエンサーが開発できると考えられる。

図1 ⼈⼯抗体を⽤いた超並列ペプチド⼀分⼦アミノ酸配列決定法

この研究によって何をどこまで明らかにしようとしているのか
本研究の鍵となるのは、エドマン分解試薬で修飾したペプチドN末端をアミノ酸特異的に認識して、ペプチドに
結合する⼈⼯抗体である。⼈⼯抗体とは、抗体様タンパク質であり、抗体に⽐べて安価に⽣産できる、構造が
単純で修飾が施しやすい、⾼速⼈⼯抗体創製法を⽤いることで動物への免疫を⾏うことなく迅速に結合分⼦
の創製が可能、などの優れた特徴を持つ。村上グループでは進化分⼦⼯学的⼿法を駆使した⾼速⼈⼯抗体
創製法を開発し、これまでにSARS-CoV-2中和抗体など様々な標的タンパク質に対して結合する⼈⼯抗体
の創製に成功している。そこで本研究ではまず、ペプチドのN末端にエドマン分解試薬を反応させた標的分⼦を
合成し、これを磁気ビーズに固定する。さらに、本磁気ビーズと、100兆種類からなる⼈⼯抗体ライブラリを混
合して、磁気ビーズを磁⽯で集めることで、ペプチドのN末端に特異的に結合する⼈⼯抗体を得る（図2）。
⽣物が産⽣するするタンパク質は、基本的に20種類の決まったアミノ酸からなっている。そこで同様の操作を、こ
れら20種類の天然アミノ酸をN末端に持つペプチドを標的として⽤いて⾏い、20種類の末端アミノ酸をそれぞ
れ認識することができる⼈⼯抗体を取得する（図3） 。
⼀⽅、⽣物により合成さる多くのタンパク質は、様々な修飾（翻訳後修飾）によりその機能が制御されてお
り、これら翻訳後修飾の研究が、⽣命を理解する上で不可⽋なものとなっている。そこで、本研究課題では、
20種類の天然アミノ酸の他に、翻訳後修飾を受けて合成されるいくつかの代表的な翻訳後修飾アミノ酸につ
いても、⼈⼯抗体を創製する（図4） 。
こうして⼈⼯抗体を創製した後に、これらを蛍光標識し、⼀分⼦を観察することができる全反射照明蛍光顕
微鏡を⽤いて、図1に⽰した「超並列ペプチド1分⼦アミノ酸配列決定法」の開発を⾏う。

ホームページ等 http://www.chembio.nagoya-u.ac.jp/labhp/bioanal2/

図4 ⼀分⼦ペプチド配列決定法で対応する翻訳後修飾アミノ酸

図2 ⾼速⼈⼯抗体創製法

図3 ⼀分⼦ペプチド配列決定法で対応する20種類の天然アミノ酸


