
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

超小型人工ペプチダーゼドメインの創成

Development of artificial peptidase domains

７０５７０６０４研究者番号：

後藤　佑樹（Goto, Yuki）

東京大学・理学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４６５５１４６

平成 年 月 日現在２６   ６ １３

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）：新しい基質認識能や触媒特性を持つプロテアーゼを創成できれば、新しい分析手法や新規疾
病治療法の開発に繋がるが、新規人工プロテアーゼドメインのde novoな作成に成功した事例はこれまでにない。本研
究計画では、純科学的・工学的、両方の観点から高い意義を持つ、自己切断型の新規人工ペプチダーゼ（プロテアーゼ
）の創成を目指した。
申請者が以前に開発した翻訳開始反応のリプログラミング法を用いて、1兆種類を超える多様性の短鎖ランダムペプチ
ドライブラリーを合成した。目的のペプチド切断活性を有する活性種を選択する試験管内分子進化実験により、最終的
に22種類の超小型人工ペプチダーゼ候補の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Although artificial proteases with novel substrate specificities and unique cataly
tic properties would have potential utility in useful analytical methods and new therapeutic approaches, d
e novo creation of artificial protease domain has never achieved. This program aims at development of arti
ficial small peptidase domains, which catalyzes self-cleavage of an amide bond. 
By using the translation initiation reprogramming method, a short (20-40 aa length) random peptide library
 with a 1013 diversity was prepared. In vitro selection experiments of active species from the resulting p
eptide library has provided 22 novel peptide sequences that could exhibit the desired self-cleavage activi
ty.
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１．研究開始当初の背景 
 新しい基質認識能や触媒特性を持つプロ
テアーゼを創成できれば、新しい分析手法や、
新規疾病治療法の開発に繋がる。このため、
既存のプロテアーゼに変異導入し、機能改変
を行う試みがこれまで積極的に行われてき
た。しかしながら、実際にプロテアーゼの基
質認識配列の変更に成功したケースは数例
に限られており、また成功したものでも、元
のプロテアーゼの基質認識に似た配列を切
断するに留まっているものが多い。これらの
知見からは、既存のプロテアーゼの改変によ
り、全く新しい特性の酵素を創り出すことが
困難な試みであることが示唆される。 
 一方で、既存の酵素を手本とせず、一から
新規プロテアーゼドメインを作り出す試み
として、触媒抗体によるペプチダーゼ活性の
獲得を目指した研究も行われてきた。しかし
ながら、エステルを加水分解する新規触媒ド
メインの作成例はあるものの、アミド結合を
切断するものは未だ報告されていない。これ
は、極めて高い安定性を持つアミド結合（中
性・常温における半減期が数百年オーダー）
の加水分解が、いかに難しい反応であるかを
物語っている。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、純科学的・工学的、両方
の観点から高い意義を持つ、自己切断型の新
規人工ペプチダーゼ（プロテアーゼ）の創成
を目指した。具体的には、(1)触媒活性に必要
なドメインが、20-40 残基程度と超小型であ
る、(2)触媒ドメインの N 末端側で正確に切
断が起き、切断産物の末端構造が均一である、
(3)特定の外部刺激により、その切断活性の
ON/OFFを制御できる、といった特徴を持つ
超小型ペプチダーゼドメインの創成に取り
組んだ。この人工ペプチダーゼは、（図１）。
この研究は、①新規プロテアーゼ触媒ドメイ
ンを人工的に創り出す、②20-40 残基長とい
う非常に短いペプチドドメインが極めて安
定なアミド結合を切断する、という二点にお
いて、純科学的な視点から大きな意義を持つ。 
 
３．研究の方法 
 背景の項で述べた通り、ポリペプチド鎖を
形成するアミド結合は非常に安定であり、こ
れを小さなサイズのペプチドドメインによ
って、加水分解が進行する程度までカルボニ
ル基を活性化するのは、困難が予想される。
そこで本計画では、潜在的に切れやすいペプ
チド配列を利用することで、この障害を回避
しようと考えた。具体的には、Cys-Pro-エス
テルの連続配列が、Cys上での窒素原子から
硫黄原子へのアシルシフトを伴って、生理条
件下で自発的に切断される現象に注目した。
通常 N⇔Sアシルシフトの平衡はアミド結合
形成側に偏っているが、Cys-Pro-エステルの
場合、N⇒S アシルシフトにより生成したア
ミノ基が、Pro の後に続くエステル結合を攻

撃してジケトピペラジンを形成できるため、
自発的にアシル転移反応が進行し、チオエス
テルが形成される。この知見を基に、本研究
計画ではペプチドの切断サイトにCys-Pro配
列を配置する工夫を行う。これにより、超小
型ペプチダーゼが Cys-Pro-アミド中のアミ
ドカルボニルをほんの少し活性化するだけ
で、分子内のアミド交換反応が進行し、ジケ
トピペラジンチオエステルの形成を伴って
ペプチド鎖が切断されるのではないかと期
待した。 
 さらに本研究では、高い多様性を誇るラン
ダムペプチドライブラリーから目的の活性
種のみを試験管内人工進化によって単離す
るアプローチを取った。これは、スクーリン
グに頼った従来の手法とは大きく一線を画
す。この方法では、1013種類以上の独立した
ペプチダーゼ候補の合成と評価を数週間の
実験で行うことができ、既存の手法とは比べ
ものにならない数の配列を網羅的に試すこ
とが可能である。 
 
４．研究成果 
・酸性条件下で活性が ON になる超小型ペプ
チダーゼの探索系の確立 
 配列中に Cys-Pro をコードする UGU-CCG、
及びそれに引き続くランダム配列領域
(NNK)20を、C 末端に Flag ペプチドをコード
した配列を含むランダム mRNA ライブラリー
を用意し、ペプチダーゼ探索系の最適化を行
った。この mRNA ライブラリーをピューロマ
イシン含有 DNA リンカーと連結した後、試験
管内翻訳系を利用し、ペプチドライブラリー
を翻訳合成する。この時、ビオチン化された
開始残基で翻訳開始反応をリプログラミン
グすることで、ペプチド産物の N末端をビオ
チンラベルでき、また mRNA に付加されたピ
ューロマイシンの働きにより、翻訳産物はそ
の配列情報をコードした mRNA 分子でタグ付
けできる。合成されたペプチドライブラリー
を、アビジンビーズにより精製後、pH5.0 の
緩衝液を加える。この操作により、もし目的
のペプチド種が存在すれば酵素活性が ON に
なり、ペプチド切断反応が進行することが期
待される。切断により生じた mRNA でタグ付
けされた C末端側断片は、Flag 抗体固定化レ
ジンで上清より回収する。その後、回収した
配列を PCR による増幅、試験管内転写反応に
より、再び mRNA ライブラリーに変換する。
ここで得られる mRNA ライブラリーは、スタ
ート時と比で、よりペプチダーゼ活性の高い
配列をコードした集団へと変化している。こ
の一連のサイクルを繰り返すことで、高い自
己切断活性を持つペプチド配列をコードし
た cDNA が、最終的に濃縮される。本成果で
は、モデル mRNA を用いた小スケールの実験
により、上記多段階の生化学反応が試験管内
で問題なく進行することを確認した。また、
回収したペプチドの絶対量をリアルタイム
PCR により決定し、各サイクルにおける活性



種の割合をモニタリングする方法論も確立
した 
 
・酸性条件下で活性が ON になる超小型ペプ
チダーゼ候補配列の同定 
 
前項で述べたサイクルを繰り返し行い、目的
の超小型ペプチダーゼの人工進化実験を行
った。各サイクルにおいて、Flag 抗体固定化
レジンで回収された mRNA の量をリアルタイ
ム PCR 法により定量し、切断後に回収された
ペプチド断片の割合を計算した（［回収され
た mRNA 量］÷［翻訳に用いた全 mRNA 量］）。
その結果、図 1 に示した通り、8 サイクル目
から回収率の上昇が見られ、10 サイクル目に
は 0.14％に達した。この回収率の上昇は、本
研究でデザインした人工進化のスキームが
設計した通りに機能し、初期のランダムペプ
チドライブラリーが、酸性条件下で自己切断
活性を示す極小ペプチダーゼ候補の集団へ
と変換されたことを示す。 
 10 サイクル後の cDNA ライブラリーをクロ
ーニングし、その配列解析を行ったところ、
別々の配列を有する、22 種類の極小ペプチダ
ーゼ候補を同定することに成功した（紙面の
都合上、全ての配列は示さない）。その中に
は、図 2 に示した通り、「Pro-Arg-Leu-Ile- 
(Ser/Thr)-Leu」という相同配列を有する複
数の配列が存在した。異なるクローンにおい
発見されたこの相同配列は、自己切断活性に
重要な役割を果たしていることが期待され
る。 
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図 1 人工進化の各過程における活性種の回

収率 

 
図 2 獲得された極小ペプチダーゼ候補配列
の一例。ライブラリーの設計による共通配列
をオレンジ色で、ランダム領域を水色で示し
た。赤線部は有意な相同配列を示す。 
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