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蛋白質は生体機能の 中枢を担う重要な分子 で あり ､ またその 優れ た機能は産業の観点から も
大きな応用可能性を持つ ｡ そ の蛋白質を理解 ･ 利用する にあた り ､ 蛋白質 を自由自在に 改変
する技術､ 蛋白質工 学は非常に重要な分野 で ある ｡ しか しなが ら既往の技術だけで は限界が

あり望みどお りの 改変蛋白質 を得るこ とはなか なか困難で ある｡

そ こ で本論文で は酵素を用 い た蛋 白質改変技術 を提案 しそ の有効性を実証する と共 に , 新
しい 蛋白質改変技術の 創出を試みた ｡ 本研究の 戦略は以下の 通りで ある ｡ は じめ に蛋白質に

酵素の 基質とな る短 い ペ プチ ド ｢ タ グ｣ を導入 し目的蛋白質に酵素 の基質と して の特性 を付
加する ｡ 次に酵素を利用 して タ グ部分を特異的に改変する ｡ 本手法は目的蛋 白質 に影響 を与

える ことなく改変する ことが 可能で ある ｡

まず部位特異的蛋白質連結技術 の開発に焦点 を当て て研究を進めた ｡ 連結反応を触媒す る

酵素と して微生物由来 t r a n s gl u t a m i n a s e ( M T G ) に着目 した ｡ M T G は基質となる配列が未

解明で あっ たため ､ そ の配列 の探索を行っ た ｡ そ こで は S -

p e p tid e という配列が M T G の よ
い基質とな る こ とを見出し ､ こ の S

-

p e p tid e を付加 したモデル 蛋白質 E G F P は M T G により
二 量体 を生成する ことが判明した ｡ 次に S -

p e p tid e にお け る連結部位の 同定を行い ､ また ア

ミ ノ酸置換を施して ヘ テ ロ な 二 量体を選択的に得る タグへ と改良する こと に成功した ｡ 更に
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移動を用 い て 二 量体の 生成効率に対する ア ミ ノ酸置換の 影響を検討 し ,

カチオ ン性の アミノ酸が M T G の基質として適して い る こ とを明らか にした ｡ また ､ 蛋白質

相互 作用 を用 い て連結反応を抑制する こと に成功し ､ 連結反応を制御で き る可能性を示す こ

とが で きた ｡

次に本技術の 汎用性 を高め るた めにタグに焦点を当て た｡ 様々 な検討か ら N 末端 の グリ シ

ンが M T G の基質とな る こと及び蛋白質連結の ための タ グとして トリグリシ ン配列を見出し

た ｡ こ の配列 は これ まで 報告され て い る T G を用 い た蛋白質修飾の 中で最も短く ､ 簡便な配

列 とい える ｡ 更に この技術 を用 い て 蛋白質の N 末端 に特異的に 人工 ペ プチ ドをラベ リ ン グす

る こ とにも成功 し､ 蛋 白質 に小分子 を修する技術と して も利用 で きる 可能性を示す こ とが で

きた ｡

本手 法の大きな 問題点と して 目的蛋白質それ 自体が酵素 の基質 とな る場合 ､ タグ部分特異

的に改変する こ とは非常に難し い ｡ すなわ ち様々 な酵素 ､ バ リ エ ー

シ ョ ン を増や すこ とは本

手法 の 汎用性 を向上 させ るた めに 非常に重要で ある Q また , 酵素の 触媒する反応は非常に多

岐にわたる ｡ 異な る酵素を用 い る こ とで蛋白質連結 に限る こ となく新しい蛋 白質改変技術が

創出で きる 可能性 を持つ ｡ そ こ で本研究で は新たに ペ プチ ド転移酵素 S o r t a s e に着目した ｡

この S o rt a s e を用 い ､ 新 しい改変技術 として 蛋白質を環状化する手法の 開発を行っ た ｡ 戦略

として 目的蛋白質の 両末端に S o r t a s e の基質とな る配列 を付加する ｡
'~
次に S o r t a s e を加 えて

分子 内で 両 末端を ペ プチ ド結合 で連結し環状化蛋白質を得る ｡ モ デル蛋 白質 として 用 い た

E G F P ､ D H F R はいずれ も S o r t a s e を加える と環状化されて 泳動度が変化したo 更に 質量分

析か ら蛋白質の 両末端が連結された こ とが確認され ､ 酵素を用 い て 蛋白質を環状化する 技術

を確立する こ とに成功した ｡

本論文で は酵素を用 い た蛋白質改変技術とい う分野 を拡張 し ､ 蛋白質連結技術及 び蛋 白質

改変技術 を確立す る こ と に成功 した ｡ 技術面 に加 えて 酵素 の 基質特 異性に関す る新たな知 見 ､

また天然における環状化蛋白質生成機構 に 関する推察な ど学術的に も興味深 い 結果 を得 る こ

とが で きた ｡ 今後本技術を更に発展 させ ､ また他 の 蛋白質改変技術と組み合わ せ る こ と で望

み どお りに蛋 白質を改変で きる よう にな る と期待され る ｡




