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Ⅰ 研究 の成果(1000字 程度)

(図表も含めて分 か りやす く記入のこと)

蛋 白質は通常、N末 端とC末 端を持つ1本 のポ リペプチ ド鎖 と して生体 内で合成される。

その両末端を人工的に連結 した環状 トポ ロジー を持つ環状化蛋 白質 は熱力学的安定性や リ

ガ ン ドへの親和性の向上が見 られ、蛋 白質環状化は新たな蛋 白質改変技術 として注 目を集

めている。 しか しなが ら現 時点では蛋 白質 を環状化す るにはプロテイ ンスプライシ ングを

用 いざるを得ず、巨大な蛋 白質 を翻訳後、効率よく合成するための一般性の高 い手法 は開

発 されていない。そ こで本研究では酵 素を利用 した蛋 白質環状化法を提唱 し、 またバイオ

マテ リアルな どの創製へ向けた改変蛋 白質の新しい設

計指針を提供できると考えて いる。

本研究ではSortaseAと いうペプチ ド転移酵素に着

目し、この酵素を用いた蛋 白質のHead-to-Tail環 状化

法を開発 した。Sortaseは 認識配列LPXTGのTとG

の間を切断 し、そ こへGG末 端 を持つ別の蛋白質/ペプ

チ ドを連結す る反応 を触媒する。 このSortaseを 用い

た蛋 白質環状化戦略をFig.1に 示す。 まず 目的蛋白質

のN末 端 にペンタグリシン、C末 端 にLPETG配 列 を

付加 して発現 ・調製す る。次にSortaseを 用いて分子

内でGG末 端 とLPETG配 列を連結す ることで、両末

端がペプチ ド結合で連結 された環状蛋 白質が得 られ る

と考 えられ る。

モデル蛋 白質 としてEGFP及 びDHFRを 用い、そ

れぞれN末 端にペンタグリシン、C末 端にLPETGG

配列 を付 加 した改 変蛋 白質 を調 製 した 。 これ らに

Sortaseを 加えると蛋 白質のバ ン ドが低分子量側 に

移動 した(Fig.2)。 これは環状化 によ り見かけの分

子量が小さくなったためと考え られ る。続 いて質量

分析を行 ったところ、N末 端 とC末 端が連結 された

質量 に相 当す る断片のピー クが得 られ た。以上より、

酵素 を用 いて蛋 白質を環状化する技術の開発に成功

した。また、環状化DHFRの 熱安定性をCDス ペク トルで評価 した ところ、変性温度Tm

を10℃ 向上させ ることができ、蛋 白質の環状化はその機能向上に極めて有効であることが

示された(Fig.3)
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