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研究成果の概要（和文）：大腸菌由来の再構成型無細胞翻訳系（PUREシステム）にプロリンの重合を促進するElongati
on factor P（EF-P）を加えることにより、mRNAディスプレイ型多環Nアルキルペプチドライブラリー内の各環状Nアル
キルアミノ酸の翻訳効率を評価することに成功した。
また、翻訳後の生体直交性化学反応あるいは酵素反応により、荷電Nアルキルアミノ酸の翻訳ペプチドへの効率的な構
築に成功した。
PUREシステムにmRNAディスプレイ法を組み合わせることにより、生きたヒト細胞に発現するタンパク質（VEGFR2）を標
的とする大環状Nアルキルペプチドの試験管内分子進化に成功した。

研究成果の概要（英文）：By the addition of elongation factor P (EF-P) to an E. coli reconstituted 
cell-free translation system, PURE system (Protein-synthesis Using Recombinant Elements systen), we 
successfully evaluated translation efficiency of cyclic N-alkyl amino acids in a library of 
mRNA-displayed highly N-alkylated polycyclic peptidomimetics.
By using bio-orthognal chemical reaction or enzymatic reaction, we developed a novel method to 
incorporate electorically-charged N-alkyl amino acids to ribosomally synthesized peptides.
By combining the PURE system with an mRNA display method, we successfully in vitro-evolved cyclized 
N-alkyl peptides targeted to VEGFR2 expressed in living human cells.

研究分野： ケミカルバイオロジー・生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
	 これまでに研究代表者は、大腸菌由来の再
構成型無細胞翻訳系（PUREシステム）を駆
使することによって、Nメチルペプチド骨格
（Kawakami et al., Chem. Biol., 15, 32, 
2008）、ペプトイド骨格（Kawakami et al., J. 
Am. Chem. Soc., 130, 16861, 2008）、そして、
大環状骨格（Kawakami et al., Nat. Chem. 
Biol., 5, 888, 2009）の翻訳産物への構築に成
功してきた。 
 
２．研究の目的 
	 そこで本研究では、PUREシステムに高速
試験管内分子進化法である mRNA ディスプ
レイ法を組み合わせることによって、生きた
ヒト細胞に発現するタンパク質を標的とす
る大環状 N アルキルペプチド化合物の創製
を試みた。 
 
３．研究の方法 
	 PUREシステムを用いて、化学合成した環
状 N アルキルアミノ酸の基質特異性を評価
し、荷電 Nアルキルアミノ酸の翻訳産物への
構築を試みた。また mRNA ディスプレイ法
と組み合わせることによって、大環状 Nアル
キルペプチドの高多様性ライブラリーを翻
訳合成し、ガンに関連する血管内皮細胞増殖
因子受容体２（VEGFR2）を標的とする大環
状 N アルキルペプチド化合物の分子進化を
行なった。	 
	 
４．研究成果	 
（１）環状 Nアルキルアミノ酸の活性エステ
ル体を化学合成後、tRNAに連結して PURE
システムに加え、放射性同位体標識を用いた
翻訳ペプチド合成量の定量的評価を行なっ
た結果、高効率で導入可能な環状 Nアルキル
アミノ酸を同定することに成功した。また質
量分析による分子量同定により、目的の環状
Nアルキルアミノ酸が導入されていることも
確認した。更に質量分析により連続導入が可
能な環状 N アルキルアミノ酸の同定にも成
功した。また PUREシステムの構成要素を改
変することによって、様々な構造を持つ環状
N アルキルアミノ酸を含む多環 N アルキル
ペプチドの翻訳合成を達成した。更に PURE
システムに、プロリンの重合効率を向上させ
る新規翻訳伸長因子 Elongation Factor P
（EF-P）を加えることによって、mRNA デ
ィスプレイ型の多環 N アルキルペプチドラ
イブラリーを翻訳合成し、次世代シーケンサ
ーを用いた大量配列解析により、ライブラリ
ー内の各環状 N アルキルアミノ酸の翻訳効
率を評価することにも成功した。 
 
（２）正荷電 Nアルキルアミノ酸のアミノ基
をアジド基に変換した活性エステル体を化
学合成し、PUREシステムに加え、放射性同
位体標識を用いた翻訳ペプチド合成量の定
量的評価を行なった結果、アジド含有 Nアル

キルアミノ酸の高効率な翻訳導入を観察す
ることができた。同様に、負荷電 Nアルキル
アミノ酸のカルボン酸をメチルエステルあ
るいはベンジルエステルに変換した活性エ
ステル体を化学合成し、PUREシステムに加
え、放射性同位体標識を用いた翻訳ペプチド
合成量の定量的評価を行なった結果、エステ
ル含有 N アルキルアミノ酸の高効率な翻訳
導入を観察することができた。また質量分析
による分子量同定により、目的の Nアルキル
アミノ酸が導入されていることも確認した。
更に、水溶性ホスフィンを用いた生体直交性
化学反応、あるいは、カルボキシエステラー
ゼを用いた酵素反応を作用させることによ
り、正荷電アミノ基含有 Nアルキルアミノ酸、
および、負荷電カルボン酸含有 Nアルキルア
ミノ酸の翻訳ペプチドへの導入に成功した。
また質量分析により、これらの荷電 Nアルキ
ルアミノ酸は連続導入が可能であることも
明らかにした。更に mRNA ディスプレイ法
と組み合わせることにより、荷電 Nアルキル
アミノ酸を持つ mRNA ディスプレイ型ペプ
チドの翻訳合成にも成功した。 
	 	 
（３）PURE システムと mRNA ディスプレ
イ法を用い、ヒト細胞ライセートのドットブ
ロッティング解析および培養ヒト細胞の
DNA ラベリング解析により、生きたヒト細
胞に発現する VEGFR2 を阻害する大環状 N
アルキルペプチドの分子進化に成功した。ま
た分子進化により、高活性 VEGFR2 阻害ペ
プチドが多数の環状 N アルキルアミノ酸を
有することも明らかにした（図１および２）。
更にヒト細胞ライセートからの免疫沈降・ウ
ェスタンブロッティング解析により、
VEGFR2 を標的とする大環状 N アルキルペ
プチドがタンパク質・タンパク質間相互作用
を阻害していることも明らかにした。	 

 

図１	 VEGFR2 を阻害する N-クロロアセチル
-L-ファニルアラニン環状化ペプチドの配列	 
	 



 

 

 
図２	 VEGFR2 を阻害する N-クロロアセトア
ミドベンゾイル-L-フェニルアラニン環状化
ペプチドの配列	 
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