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研究の概要 
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、様々な触媒機能をも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」の探索とも言える基 

礎研究提案でもある。 

研 究 分 野：生体分子科学 

キ ー ワ ー ド：ペプチド、酵素、ケミカルバイオロジー 

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。その触媒活性部位
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、どのようにして複雑な酵素
が進化しきたか、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
るような稀さになる。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
合成することは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
獲得するようにデザインした、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、原始翻訳系の伸張能
力を考慮すると、未だ上述の進化の謎に迫れ
たとはいえない。 

２．研究の目的 
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、様々な触媒機能をもつペプチド分子を
RaPID システムを用いて探索することに挑
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」の探索とも言える基
礎研究提案でもある。具体的には、 
(1) 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 
(2) 触媒活性種のセレクション 
(3) 個々の大環状ペプチド触媒の反応機構及

び構造の解明 
の 3 つを達成目標に掲げる。 

３．研究の方法 
本研究計画は、(1)〜(3)の目標に沿って、

菅研でもつ環状ペプチドライブラリーを翻

訳合成する FIT システム、および様々な機能

をもつペプチド分子を探索することのでき

る RaPID システムを駆使し、目的の環状ペ

プチド触媒の同定を行う。 

４．これまでの成果 

(1) 3 次元空間を生み出す大環状ペプチド 

 2 環大環状ペプチドライブラリーの構築で

は、これまでに菅研究室で培ったチオエーテ
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ル 4 つのシスティン残基を単にペプチド配

列に配置した場合はランダムに環状化が起

き得るのに対し、この方法論では 2 環の環状

化パターンを完全に制御できる。したがって、

本計画ではこの方法論を周到した翻訳合成

により 2 環大環状ペプチドペプチドライブ

ラリーを構築し、RaPID システムへと適応

させることとした。 

 3 環大環状ペプチドに関しては、上記の 2
環大環状化の方法論をさらに発展させ、2 位

のシスティン残基の下流に 3 つのシスティ

ン残基を配置した（3<n<m<o：2 環大環状ペ

プチドの配列デザインからさらにo位のシス

ティン残基が新たに加わったデザインで、最

大長 30 残基を想定）。また、自発的なジスル

フィド結合による環状化に代わり、1,3,5-ト
リス(ブロモメチル)ベンゼン（TBMB）の投

入による 2 位システィン残基と m 位ならび

にo位のシスティン残基のトリプルチオエー

テル架橋を行い、3 次元的に極めて複雑な構

造を有する 3 環架橋型大環状ペプチドの構

築が可能となった。 

 本計画は、ほぼ当初の狙い通りに研究が進

み、すでに論文化して下記に発表した。 
(2) 触媒活性種のセレクション 

 本研究は、セレクション手法を用いるため、

ハイリスク・ハイリターンの研究であること

から、如何にそのリスクを低減するために綿

密計画を練り、準備をするかが重要な鍵とな

る。本研究では、申請時の計画に沿って、❶
レドックス触媒、❷キナーゼ、❸アシルト

ランスフェラーゼ、❹糖転移触媒の自己修飾

型（cis-acting）の大環状ペプチド触媒活性

種の探索を同時に進行させてこととした。以

下、全ての項目について試みているが、紙面

の制限から❸アシルトランスフェラーゼに

ついてのみ記述する。 

 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）は、生命活動における

不可欠な修飾である。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

ランスファーする。そこで本計画では、ビオ

チンチオエステル誘導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とした。ビオチン

チオエステル誘導体としては、当研究室で合

成実績のある ABT（amino-derived benzyl 
thioester）を用い、合成した。環状ペプチド

ライブラリーを用いて、活性種濃縮を試みた

結果、望みの活性種の単離に成功した。 

 
５．今後の計画 
 アシルトランスフェラーゼ活性をもつ環
状ペプチドが同定できたことは極めてエン
カレッジイングであり、この研究戦略が妥当
であることを示唆しており、今後も引き続き
他の触媒の同定に向け、検討を続ける。 
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