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研究成果の概要（和文）：本研究目的は、短鎖ペプチドを大環状化することで構造的に束縛（constrained）し
た空間をもつペプチドライブラリーを翻訳合成し、様々な触媒機能をもつペプチド分子を探索することに挑戦す
るものである。本研究の結果、アシルトランスフェラーゼ活性を有する活性種の探索に成功した。発見した大環
状ペプチドは、特定アミノ酸残基の側鎖水酸基を選択的にエステル化した。さらにエステル化配列を天然物にみ
られる環状デプシペプチドのワンポッド合成法へと展開した。今回の成果は、大環状ペプチド骨格が短鎖ペプチ
ド触媒探索に有用であることを示すばかりでなく、「酵素の起源」に迫るための技術となり得ることを示唆する
ものである。

研究成果の概要（英文）：　　Protein enzymes catalyze many pivotal chemical reactions in the body. 
Despite the great advances of the filed of life science so far, however, how the evolution of 
enzymes was proceeded is still unknown. We hypothesized that the short peptides would have been main
 biocatalysts in the evolutional process to the “protein world”. The purpose of this research is 
to generate minimal peptide catalysts based on the macrocyclic scaffold. To address this, we 
generated the trillions of constrained macrocyclic peptides and selected out the peptides in which 
have the acyltransferase activity by means of a combination of the FIT system and the mRNA display 
technique. After the selection rounds, we discovered the acyltransferase active macrocyclic peptides
 and the further thorough investigation revealed that the linear short peptide has a self-acylation 
activity. We believe that this finding accelerates the development of a research for the “peptide 
world” before the “protein world”.

研究分野： 生物分子化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質酵素は、生体内の大半の触媒反応を担う生体分子である。しかしながら、現在までの生命科学分野の
発展をもってしても、どのように複雑な酵素が進化してきたか、その過程は未だ多くの謎に包まれている。それ
に対し、本研究の結果、分子量300ほどの極小のペプチドが生体内に存在するアシル化活性を有することを発見
できた。本知見は、「酵素の起源」に一石を投じるものであるといえる。またエステル結合を官能基選択的に創
り出すアシル化反応は生化学分野のみならず、有機化学分野を含めた幅広い分野で非常に稀であるため学術的価
値が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質酵素は、生体内の大半の触媒反応を担う生体分子である。その触媒部位は、いず
れの酵素をみても、触媒残基や標的分子への結合を担う残基が立体的に巧妙に配置されており、
どのように複雑な酵素が進化してきたか、その過程は未だ多くの謎に包まれている。既知の酵
素の中で最も短鎖といわれる 4-oxalocrotonate tautomerase ですら 62 残基の長さをもち、20
種類のアミノ酸からその組み合わせが生まれる確率の単純計算は、1080分の１という、まさに
気の遠くなりそうな稀さになる。一方、タンパク質が生まれる前に触媒機能を担ったとされる
RNA 触媒（リボザイム）は、RNA ワールドでその機能を進化させ、ついにはタンパク質合成
装置、いわゆる「原始翻訳系」を作り上げられたと考えられる。しかし、RNA 分子だけで構
成された原始翻訳系では、現在の翻訳系のように効率よく長鎖ペプチド（タンパク質）を合成
できなかったと考えられ、せいぜい２０残基程度の短鎖ペプチドの合成が可能だったと考える
のが妥当であろう。 
 これまでにも多くの優れたタンパク質化（科）学者、ペプチド化（科）学者がこの謎に迫ろ
うと実験を試みてきた。それらの多くの試みは、既知の２次構造モジュール（α-ヘリックスや
β-シート）を in silico あるいは in vitro で実験的に組み合わせることで、酵素機能を獲得する
ようデザインした、いわゆる de novo タンパク質であった。そして、ある程度の成功（低活性
触媒機能の観測）をおさめてきたのも事実だ。しかし、その長さは 50 残基を下回ることはな
く、原始翻訳系の伸長機能を考慮すると、未だ上述の進化の謎に迫れたとはいえない。 
 本研究計画は、短鎖ペプチドを大環状化することで、構造的に束縛（constrained）した空間
をもつペプチドライブラリーを翻訳合成し、様々な触媒機能を持つペプチド分子を探索するこ
とに挑む。究極的には大環状ペプチドの人工進化系を用いた「酵素起源」に迫るともいえる基
礎研究提案でもある。 
 
２．研究の目的 
 本研究目的は、短鎖ペプチドを大環状化することで構造的に束縛（constrained）した空間を
もつペプチドライブラリーを翻訳合成し、様々な触媒機能をもつペプチド分子を探索すること
に挑戦するものである。究極的には、大環状ペプチドの人工セレクション系を用いた「酵素起
源」の探索とも言える基礎研究提案でもある。具体的には、 
 ❶ ３次元空間を生み出す大環状ペプチド（１環〜３環）ライブラリーの構築 
 ❷ 触媒活性種のセレクション 
 ❸ 大環状ペプチド触媒の反応機構および構造の解明 
を達成目標に掲げた。 
 
３．研究の方法 
 研究の目的で掲げた❶〜❸を達成すべく、これまで当研究室で培ってきたリボサイムのセレ
クション、RaPID システムを用いたセレクション技術の全ノウハウを注ぎ込み、４つの異なる
活性をもつ大環状ペプチド探索を推進する。❶では、N 末端に配置した ClAc 基の特性を生か
し、選択的な１環、２環、３環の大環状ペプチドライブラリーの合成戦略を確立する。❷では、
(2a)レドックス触媒、(2b)キナーゼ、(2c)アシルトランスフェラーゼ、(4d)糖転移触媒、を具
体的な活性種探索の候補に掲げ本研究を遂行した。そこで、まずは自己修飾型(cis-acting)触
媒活性種の探索を並行して行い、できる限り全目標の達成に挑む。❸では、自己修飾型触媒ペ
プチドの機能と構造の解明を進め、その分子機構を理解すると同時に、cis から trans-acting、
すなわちターンオーバー型触媒へのエンジニアリングを展開する。 
 
４．研究成果 
年度に完全に目標を達成した（業績論文１３）。我々はこれまで N末端に配置したクロロアセチ
ル基と下流のシステインのアルキル化により１環状のペプチドライブラリーの構築を行ってき
た。このとき、クロロアセチル基は N末端より３残基目以降の下流の最も近傍に存在するシス
テインと自発的にアルキル化が起こり１環状化が完了する。一方で、我々は開始アミノ酸に隣
接する２残基目のシステインは環化不可であることに着目した(OBC,2012,5783)。そこでペプチ

図1 in vitro翻訳系により合成したペプチドに対する位置選択的な翻訳後修飾により、3環状ペプチドの合成法を開発した
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ドの１環状化後、ペプチド上で位置選択的なビスアルキル化を施すことで、３環状のペプチド
へ導く手法の開発に着手した。まず、４つのシステインをもつ鎖状ペプチドを翻訳合成し、位
置選択的な１環化反応を起こさせる。それから未反応の３つシステイン残基をトリスブロモメ
チルベンゼン(TBMB)を使ってトリアルキル化を行ったところ、３環状ペプチドが定量的に合成
できた（図１）。さらに詳細な検討を行なった結果、この３環化法は様々なアミノ酸配列、配列
長に適応できる有用な手法であることがわかった。本研究では短鎖の１環状ペプチドを触媒と
して用いるが、効率の良い触媒機能を獲得するために、より複雑な三次元構造を有する３環状
ペプチドライブラリーを触媒分子として応用することも可能となった。 
 
  ❷触媒活性種のセレクション 本研究では、生命活動（あるいは生命起源）に関与する重要
な３反応を自己触媒する分子を探索し、発見に挑んだ。 具体的には、レドックス触媒、キナー
ゼ触媒、アシルトランスフェラーゼ、糖転移触媒である。以下に順次記述する。 

 レドックス反応 レドックス（酸化還元）反応とはアルコール酸化や不飽和炭素の還元等、
生命活動に不可欠な物質を合成する反応であり、この反応を触媒する酵素は、NAD+/NADH 等に
代表される補酵素を酸化/還元剤としいて用いている。本実験では、基質であるベンジルアルコ
ールの NAD+依存的な酸化を触媒する環状ペプチドを探索した（図２）。ベンジルアルコールを
側鎖に修飾した N-クロロアセチル化開始アミノ酸を翻訳系に導入することで、ベンジルアルコ
ールを含有する環状ペプチドライブラリーを発生させた。次いで NAD+の存在下、ベンズアルデ
ヒドへの酸化を行い、酸化されたペプチドをヒドラジド-ビオチンでヒドラゾン化を介して活性
種選択的にビオチン標識を行なった。常法に則りアシル化反応後のビオチン化された活性種を
ストレプトアビジン磁気ビーズに吸着することにより活性種配列を単離、逆転写、PCR を経て
配列を増幅した。このプロセスを５〜７回繰り返すことで、高活性種の濃縮を試み、最終的に
濃縮された配列を mRNA（逆転写で cDNA）から読み取る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 まずは予備検討を行い、酸化体であるベンズアルデヒドを含有したペプチドライブラリーを
選択的に回収できる系を確立した。続いてベンジルアルコールを基質として実際に酸化触媒の
探索を行ったところ、活性種の濃縮と思われる結果が定量 PCR により確認されたため、配列解
析・およびクローンペプチドを用いた MSによる酸化反応の解析を行なった。詳細な解析の結果、
酸化反応は期待した NAD+と環状ペプチドの部分だけでなく、ペプチドにリンクしている DNA あ
るいは mRNA テンプレート依存的にベンジルアルコールの酸化を触媒していることが示唆され
た。これは核酸-ペプチドのハイブリッド触媒機能であることから（実際に翻訳に用いるリボソ
ームは核酸-ペプチドのハイブリッド触媒）、「酵素起源」に近づく重要な発見であるとは考えら
れるが、特定の核酸配列が必須なのかなど、触媒に重要な配列の解析には至っていない。今後
さらなる解析を進める予定である。 

 キナーゼ タンパク質あるいはペプチドのリン酸化は、生命活動の様々な局面で重要な役割
を果たしている。キナーゼはリン酸化を触媒する酵素であり、一般的には ATP をリン酸ドナー
として用い、標的ペプチドをリン酸化する。そこで本計画では、１環および複環ペプチドの C
末端側にリン酸化の基質となる基質ペプチドを配置し、ATP-γS をリン酸ドナーとして用いる
ことで、キナーゼ機能を持つ活性種を単離する。ペプチド基質としては、ヒストン H3 の N末テ
ール配列を最初のモデルとして選択し、環状ライブラリー配列部位の C末端下流に翻訳合成に
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図２ 環状ペプチドライブラリーからの自己レドックス触媒活性を有する最小酵素の探索戦略 

図３ 環状ペプチドライブラリーからの自己キナーゼ触媒活性を有する最小酵素の探索戦略 



より導入した（図 2B）。ATP の代わりに ATP-γSを用いることで、触媒機能を持つ活性種の働き
で、ヒストン H3 部位 7〜19 位(ARKSTGGKAPRKQ)のセリン・スレオニンが自己チオリン酸化され
るのを狙った。この分子内反応で起きたチオリン酸部位に選択的にヨードビオチン誘導体を用
いてビオチン化することで、活性種をストレプトアビジン磁気ビーズに吸着し濃縮を行なった。 

 まず１環状ペプチドライブラリーを用いて探索を行なったが、活性種の濃縮には至らなかっ
た。そこで、ルイス酸の検討（Mgあるいは Mg/Mn 混合物）、リン酸化ペプチドの補足法（抗リ
ン酸化抗体を用いた手法）、あるいは２環ペプチドライブラリーを触媒骨格として用いるなど、
活性種獲得のため精力的に取り組んだが、活性種を得ることができかなった（結果的に、抗体
の CDR に選択的に結合するペプチドなどユニークな種は獲得しているが、本件とは関係ないた
め継続していない）。  

 糖転移触媒 本研究では、糖基質をペプチド鎖に導入する技術開発が極めて重要であり、そ
の過程で新たな方法論を確立する必要があった。その結果、リンカーを介さず、システィン側
鎖に直接 S-グリコシル基を翻訳系内で導入する技術を開発でき、成果を研究誌に発表した（論
文業績 5）。糖転移酵素の探索は、探索に成功した他の活性種の機能解明実験を優先しため行な
っていない。 

 アシルトランスフェラーゼ タンパク質あるいはペプチドのアシル化（アセチル化も含む）
も、リン酸化と同様に生命活動における不可欠な生体内分子修飾である。アシルトランスフェ
ラーゼは、一般的にアシル CoA を補酵素として使い、アシル基を標的のアミノ酸側鎖にトラン
スファー（転移）し、標的に新しくアミド、あるいはエステル結合を作る。共基質としてビオ
チン-ベンジルチオエステル体を化学合成することでアシルドナーとして用い、自己アシル化す
る活性種を探索することにした。ペプチド基質としては、キナーゼ探索（図３）と同様にヒス
トン H3を選ぶことで、調製済みのライブラリーを流用した。アシルトランスフェラーゼ活性を
有する活性種は、ヒストン H3 部位 7-19 位(ARKSTGGKAPRKQ)にある任意のリジン残基、あるい
はセリン/スレオニン残基にトランスファーすることで自己修飾(cis-acting)し、ヒストンペプ
チドをビオチン化することを期待した。 
  １環の大環状ペプチドライブラリーを用いて探索を行ったところ、高い回収率でアシル化体
が得られるようになったため、７ラウンド後に回収した cDNA の配列を読むことで収束したペプ
チド配列を解析した。収束したペプチド配列をもつクローンを翻訳合成し、MALDI-TOF MS で触
媒機能について評価したところ、いくつかのペプチドで、ビオチン化（+226）に相当する分子
量の変化が確認できた。また環状ではなく、同配列を有する鎖状のペプチドでもアシル化反応
が進行し、アシル化ペプチドの MS/MS を行うと、セリン残基がビオチン化を受けていることが
示唆された。このように、我々は環状ペプチドライブラリーから、自己アシル転移活性を有す
るペプチドを見出すことに成功したことから、当初の研究計画通りにワークしたといえる。 
 
❸ 大環状ペプチド触媒の反応機構および構造の解明 活性種の探索に成功した自己アシル転
移ペプチドに関して詳細な反応機構の解明を行なったところ、酵素に比類する高い官能基・位
置選択性でセリンへのエステル化を触媒することが明らかとなった。 
 続いて、発見したアシル化モチーフのケミカルバイオロジー的な応用として、天然物にみら
れる環状デプシペプチドのワンポッド合成法へと展開した。環状デプシペプチドは非リボソー
ム系のタンパク質クラスターで構成されるため、生化学的な手法で変異体へのエンジニアリン
グ、あるいはライブラリー化が困難であることが知られている。一方、化学合成は多彩な環状
デプシペプチドを合成することが可能だが、ロースループットであるため合成に時間がかかり、
ライブラリー化、あるいはスクリーニングへの応用性に乏しい。そこで我々は、本自己エステ
ル化モチーフとチオエステル主鎖を有する鎖状ペプチドを基質として用いれば、翻訳系後自発
的に環状デプシペプチドが生成できるのではないかと考えた。最小モチーフとペプチド主鎖に
チオエステル（チオデプシペプチド）（業績２）を有するペプチドを翻訳系で発生させたところ、
翻訳開始から 30分で、望む環状デプシペプチドがほぼ定量的に合成できることを MALDI-TOD MS
で確認した。 
 まとめ 短鎖ペプチドを大環状化することで構造的に束縛（constrained）した空間をもつペ
プチドライブラリーを翻訳合成し、触媒機能をもつペプチド分子を探索することに挑戦した結
果、「自己アシルルトランスフェラーゼ活性」を有する環状ペプチドの発見に成功した。またそ
の最小モチーフを天然物様の環状デプシペプチドの迅速・簡便合成法への応用することに成功
した。本モチーフは、有機化学合成、in vitro タンパク質合成など幅広い分野に適合できるこ
とを確認しており、今後はエステル結合を官能基選択的、且つ位置選択的に創り出す稀有な配
列として別分野における新技術へと展開できると考える。本研究は、巨大なタンパク質が進化
により獲得した触媒機能を、人工進化的に極小のペプチドで再現させる非常に挑戦的なもので
ある。研究成果としてたった分子量 300 ほどの「極小のペプチド」が自己触媒活性を有すると
いう発見に至った。この結果は、本研究で用いた戦略が「酵素起源」の謎に迫るうえで有効な
手段の一つになることを示すのは自明である。 
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