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研究成果の概要（和文）：独自に開発した自発的分子内活性化ユニットを用いて，標識グループを部位選択的に蛋白質
に導入する方法の開発を目的とした．
まず，標的蛋白質に結合するリガンドが分離することなくチオエステルへ変換されるリガンド結合型自発的活性化ユニ
ットの設計と合成を行った．副甲状腺ホルモン（PTH）受容体を発現させたに細胞に対して，PTH部分ペプチドをリガン
ドし，この受容体の蛍光標識を試みた結果，蛍光顕微鏡観察によって受容体発現部位に蛍光を確認できた．しかし，最
終的には共有結合によって受容体が修飾できたかどうか確認できなかった．一方で，ここで設計した自発的活性化ユニ
ットを利用して蛋白質の化学合成に成功した．

研究成果の概要（英文）：We had found that a peptide containing a sequence, Cys-Pro ester (CPE), at the C 
terminus is spontaneously transformed into a peptide thioester, which can be used for the peptide 
ligation. In this research, we aimed to develop a method for the site-specific labeling of proteins.
At first, we made modification of the original CPE structure for the use of protein labeling, in which 
the ligand for protein binding was retained after thioester formation. Then, a peptide with partial 
sequence of parathyroid hormone (PTH) containing the modified CPE structure and a fluorescence group was 
synthesized. When the cell expressing a PTH receptor was treated with the peptide, synthesized, the 
fluorescence was observed at the same position with the receptor, and we were not able to confirm the 
covalent bonding between the fluorescence group and the receptor. On the other hand, we succeeded in the 
total chemical synthesis of proteins using the newly developed modified CPE structure.

研究分野：ペプチド合成
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質の選択的な標識法は蛋白質の機能や
挙動を調べるために重要な技術である．生細
胞においては蛍光蛋白質に代表されるよう
なプローブを導入して目的蛋白質を観察す
る手法が主流である．特定の蛋白質やペプチ
ド配列のタグを導入し，このタグを選択的に
修飾する方法も多く用いられている．あるい
はナンセンスサプレッションを利用する方
法などある．これらの手法はいずれも細胞中
での蛋白質の修飾法として有用であるが，目
的蛋白質（遺伝子）に対して遺伝子工学的に
修飾を施し，細胞に導入する必要がある． 
これに対して，目的蛋白質と選択的に相互作
用するリガンドなどを介して，修飾基を導入
する方法が注目されている [1]．これらの方
法では細胞に対して外部から遺伝子を導入
することなく，特定の化合物を加えることに
よって，生細胞や組織に含まれる蛋白質を標
識できる利点があり，簡便かつ部位選択的に
修飾基を導入することが可能となる．さらに，
より簡便で，選択性の高い方法が望まれてい
る． 
一方で研究代表者らは，蛋白質の化学合成法
の開発の中で，分子内自発的チオエステル形
成ユニットとして，Cys-Pro エステル (CPE) 
構造を見出している [2]． 
 
２．研究の目的 
本研究においては，研究代表者らが独自に開
発した自発的分子内活性化 CPE ユニットを
応用するアミド結合による蛋白質の部位選
択的標識基導入法の開発を目的とした．CPE
構造を含む分子は中性緩衝液中で自発的な
分子内反応により活性なチオエステルへ変
換される．この自発的活性化ユニットは活性
体前駆体に相当するものであり，それ自身は
活性体ではない．そのために標的分子に到達
するまでの非特異的な反応が軽減され，標的
分子とより選択的に反応すると期待した．こ
の骨格を蛋白質修飾に適した構造に改変し，
蛋白質を部位選択的に修飾する方法の開発
を目的とした． 
 
３．研究の方法 
（1）リガンド結合型自発的活性化ユニット
の開発 
オリジナルの CPE 構造を介してリガンドと
標識グループを結合させると，活性化の際に
リガンドと標識グループが分離してしまう．
そこで，リガンド結合型自発的活性化ユニッ
トを設計した． 
 
（2）PTH誘導体を用いる生細胞上 PTH受容
体の共有結合による蛍光標識 
副甲状腺ホルモン（PTH）受容体に対して PTH
部分ペプチドをリガンドとすることで，細胞
表面のこの受容体のリガンド結合部位の蛍
光標識を行った．PTH は 84 残基のペプチド
であるが，N末端部分ペプチド（34残基）で

十分な活性が得られることが知られている．
この部分ペプチドを用いてその受容体との
相互作用が詳細に検討され，PTH受容体 N末
端領域と PTH 部分ペプチドの共結晶構造が
報告されている [3]．この構造から，PTH ペ
プチド中の特定のGlu残基とPTH受容体の特
定の Lys残基が近接していることが示されて
いる．この PTHペプチドの Glu残基およびそ
の周辺のアミノ酸残基に改変型 CPE 構造を
導入したアミノ酸誘導体で置換し，受容体
Lys 残基のアミノ基へのアシル基転移による
蛍光標識を試みた． 
 
（3）改変型 CPE 構造を利用する蛋白質化学
合成 
改変型 CPE 構造は結果としてオリジナルの
CPE構造よりも活性であり，速やかにチオエ
ステルへ変換されることがわかった．そこで，
改変型 CPE 構造を用いる蛋白質合成を検討
した．ここでは翻訳後修飾により遺伝子の調
整が行われているヒストンH3およびH4の完
全化学合成および半合成を行った． 
 
４．研究成果 
（1）リガンド結合型自発的活性化ユニット
の開発 
CPE構造中の Pro残基をN-置換Gly残基に置
換し，エステル構造を N-置換基に導入するこ
とで活性化時にリガンドが分離しない構造
を設計し，合成した．結果としてこの改変型
CPE 構造においても分子内で自発的にチオ
エステルへ変換され，その際にリガンドが分
離しないことがわかった．さらに，この改変
型 CPE 構造ではオリジナルの CPE 構造より
も速やかにチオエステルに変換され，ライゲ
ーションによる蛋白質合成にも有用である
ことがわかった．また，反応速度向上は CPE
構造の後ろに 1残基のかさ高いアミノ酸残基
を導入することでも達成できた．  
 
（2）PTH誘導体を用いる生細胞上 PTH受容
体の共有結合による蛍光標識 
リガンド結合型自発的活性化ユニットを介
してアミノ酸側鎖に蛍光標識基を導入した．
このアミノ酸残基を導入した PTH(1-34) 誘
導体を固相合成により合成することができ
た．このペプチドと PTH受容体を発現させた
細胞との反応を行ったところ，共焦点蛍光顕
微鏡観察によって細胞表面に蛍光が観察さ
れ，これは PTH受容体の発現部位と一致した．
しかし，この蛍光標識グループがリガンドと
受容体の相互作用による非共有結合ではな
く，アミド結合による共有結合によって確実
に標識できたかどうかは，最終的に確認する
ことができなかった． 
 
（3）改変型 CPE 構造を利用する蛋白質化学
合成 
ヒストンはクロマチンの構成単位であるヌ
クレオソームのコアを形成する蛋白質であ



る．ヒストン H2A, H2B, H3, H4の 4種類各 2
分子からなる 8量体がコアを構成し，それに
DNA が巻き付くことでヌクレオソームを形
成する．遺伝子の発現などの機能の調整に対
して，ヒストンの翻訳後修飾は重要な役割を
果たしている．今回，CPE構造を改変するこ
とにより，チオエステルへの変換速度に向上
が見られたので，この構造を用いてヒストン
蛋白質の合成を行った． 
まず，9 番目の Lys 残基側鎖アミノ基にトリ
メチル基を導入したヒストン H3（135残基）
を 3つの合成ブロックに分けてそれぞれ固相
合成によって合成し，ライゲーション法によ
って順次結合させることによって，全長のヒ
ストン H3の全合成に成功した． 
また，ヒストン修飾の多くは N末端部位にあ
ることから，より簡便な合成法の開発を目的
として，組換えペプチドを C末端側合成ブロ
ックとして用いて，これと化学合成した N末
端合成修飾ペプチドとを結合する方法を開
発した．9 番目の Lys 残基側鎖アミノ基にト
リメチル基を導入したヒストン H3，および，
20番目のLys残基側鎖アミノ基にトリメチル
基を導入したヒストン H4（102残基）の合成
にそれぞれ成功した． 
 
本研究の一つの目的であった，独自開発した
自発的活性化ユニットを用いる生細胞中で
の選択的な蛋白質の修飾反応については，細
胞上で標的受容体蛋白質の局在部位におけ
る蛍光を確認することができた．しかし，最
終的に共有結合によるものかどうか確認す
ることができなかった．一方で，このリガン
ド結合型自発的活性化ユニットの開発過程
でより活性な自発的活性化ユニットを見出
すことができ，これを用いて部位特異的にペ
プチド同士を反応させることによって蛋白
質の化学合成を達成することができた． 
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