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ペプチドタグデザインによる
タンパク質 1分子レベルの電子顕微鏡解析

王子田 彰夫

⑴はじめに
タンパク質の特異的ラベル
化は，細胞など生体夾雑環境
における標的タンパク質の機
能解析や機能制御を可能にす
る。タンパク質にペプチドタ
グを導入して，これと特異的
に相互作用する分子プローブ
によりラベル化を行う，いわ
ゆる「ペプチドタグ法」は従来
から数多く開発されており，生細胞におけるタンパ
ク質の蛍光イメージングを中心とした解析応用が行
われてきた1。ペプチドタグ法では，標的タンパク質
に短いペプチドタグを導入する。従って，例えばタ
ンパク質の蛍光イメージングに用いられる GFPなど
の蛍光タンパク質と比較して標的タンパク質に対す
る機能阻害が少ないなどの利点を有する。我々はこ

れまでに，ペプチドタグを用いたタンパク質の特異
的ラベル化法として「リアクティブタグ法」の開発
を進めてきた2（図 1）。リアクティブタグ法は，反応
性のシステイン残基を含むアスパラギン酸リッチな
Asp タグあるいはヒスチジンリッチな His タグと特
異的に相互作用（𝐾𝑑 = 55 nM）する金属錯体プロー
ブ 1-4Zn(II)により標的タンパク質のラベル化を行う
手法である。これまでに我々は，リアクティブタグ
法を用いて細胞表層に発現させた膜タンパク質の蛍
光イメージングを報告してきた。しかしながら，こ
のような蛍光イメージングはリアクティブタグ法を
用いなくても，蛍光タンパク質や Haloタグ法などに
よっても問題なく達成できることが多い。化学ラベ
ル化であるリアクティブタグ法でしか達成できない
生体解析応用はないのか？ この問いに対する一つの
答えが，本小論で紹介するタンパク質一分子レベル
の電子顕微鏡解析である3。
電子顕微鏡は，タンパク質を一分子レベルで検出
できる他の解析法では達成できない極めて高い分解
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(a)リアクティブタグ法の概念図

(b)亜鉛錯体型プローブの構造とペプチドタグの配列

peptide-tag: CAAAAAADDDDGDDDD
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図 1 リアクティブタグ法について
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能を持つ。従来，電子顕微鏡によるタンパク質の局
在解析は，特異抗体を用いて標的タンパク質を金ナ
ノ粒子でラベル化する免疫電顕法により行われてき
た。しかしながら免疫電顕法では分子サイズの大き
な抗体（150 kDa）をラベルとして用いるため，標的
タンパク質と検出マーカーである金ナノ粒子の位置
のズレが生じてしまう。すなわち免疫電顕法は，タ
ンパク質の正確な位置情報を知ることができない問
題があることが以前から指摘されてきた。また，タ
ンパク質複合体を形成するタンパク質を同時に複数
の抗体でラベル化して検出することは立体障害のた
め困難である。すなわち免疫電顕法はタンパク質複
合体の一分子レベルの解析に応用することは難しい。
以上のような免疫電顕法の問題をサイズの小さなリ
アクティブタグ法は解決できるのではないか？ 生
理学研究所の重本 隆一先生（現在オーストリア IST
研究所教授）から提案された本アイデアに基づいて
我々は，リアクティブタグ法の電子顕微鏡イメージ

ング応用についての共同研究を開始した。

⑵新しいリアクティブタグ法の開発
当初に開発したリアクティブタグ法は，D4ペプチ
ドタグ（CAAAAAADDDDGDDDD）と α-クロロア
セタミド基を持つ亜鉛錯体プローブ 1-4Zn(II)の組み
合わせであった2（図 1）。このペアは細胞表層に発
現させた GPCRタンパク質の蛍光ラベル化に応用す
ることができたが，プローブの反応性が高過ぎるた
めに非特異反応を起こしやすい問題があった。この
ような非特異ラベルは，蛍光イメージングではバッ
クグランドシグナルとして取り扱うことも可能であ
るが，タンパク質一分子そのものを観察する電子顕
微鏡解析では偽陽性シグナルとして解析に大きな影
響を与えてしまう。この問題を解決するため我々は，
非特異反応性が低減された新しいリアクティブタグ
法の開発にまず取り組んだ。非特異反応は基本的に
プローブの反応性を低下させれば抑えることができ
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図 2 高反応性タグペプチドのデザインと機能評価
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る。しかし，それのみではペプチドタグとの反応が
進まずラベル化効率は下がってしまう。そこで我々
はペプチド配列デザインにより，タグの反応性を向
上させてラベル化効率を高めることとした。
α-へリックスの N末端にあるシステン残基は，へ
リックスの双極子モーメントの影響を受けて低い
pKa を持つため高反応性となる事が知られている。
この知見に基づいて我々は，i, i + 4 の位置にアスパ
ラギン酸を持つ peptide-aをデザインした（図 2）。ま
ず，peptide-a と亜鉛錯体 2-4Zn(II) との相互作用を
CDにて観察すると，α-ヘリックス特有の CDシグナ
ルが観察された。また，蛍光滴定より peptide-aと亜
鉛錯体 2-4Zn(II)の相互作用は解離定数（𝐾𝑑）にして
73 nMと非常に強いことが分かった。次に peptide-a
の N 末端にシステインを導入した peptide-b の pKa
値を求めた。この pKa 値の測定は，チオールと反応
して蛍光を発するモノクロロビマン（mCBI）との反
応初速度を異なる pH 条件下で評価を行い，得られ
た結果を Henderson-Hasserlbalch の式を用いて解析
することで行った。その結果，peptide-b の pKa 値
は 2-4Zn(II) との相互作用により 8.89 から 7.94 に
大きく低下することを明らかとした。さらに我々は
peptide-b の pKa 値を下げるペプチドデザインに基
づいて高反応性ペプチドタグの探索を行った。グル
タレドキシンファミリーのタンパク質は -Cys-Pro-
Xaa-Cys- の共通配列を持ち，その N 末端の Cys チ
オールの pKa 値は 3.8 と非常に低いことが知られ
ている。そこで類似配列 -Cys-Pro-Tyr-Ala-を組み込
み（peptide-c），さらに pKa 値を下げるため Cys に
隣接する部位にカチオン性側鎖を持つ Lys を導入し
た peptide-d をデザインところ，Cys 残基の pKa 値
を 2-4Zn(II) 存在下で 7.1 まで低下させることに成
功した。同条件において従来のペプチドタグである
peptide-e の pKa 値は 8.22 であった。また，多くの
デザインペプチドのmCBIとの反応速度 𝑘（s−1）は，
それらの持つシステイン残基 pKa 値と非常によく相
関しており，低い pKa値を持つ peptide-cの反応性は
peptide-bよりも 5倍以上高いことが分かった。この
結果は，我々の pKa 制御による高反応性ペプチドタ

グのデザイン戦略が正しいことを示している。
プローブとの反応性の向上のため配列のチューニ
ングをさらに行い，最終的に peptide-f（以下 helixD2
タグと呼ぶ）をペプチドタグとして選択して，これ
を導入した MBP タンパク質のラベル化を試験管内
で検討した。反応性の穏やかなマイケルアクセプ
ターを反応基として持つ蛍光性プローブ 3-4Zn(II)
を用いてタグ導入 MBP のラベル化を行ったところ
反応は迅速に進行した（半反応時間 𝑡1/2 = 0.28 hr）。
次に helixD2 タグを導入したブラジキニン受容体を
HEK293細胞に発現させ，細胞表層でラベル化を行っ
たところ受容体特異的なラベル化が進行することを
蛍光イメージングにより確認した（図 3）。また，細
胞表層での非特異反応を蛍光イメージングにより確
認したところ，マイケルアクセプター型の 3-4Zn(II)
は，従来の α-クロロアセタミド基を持つプローブよ
りも細胞膜タンパク質に対する非特異反応性が大き
く低減されている事を確認した。

⑶電子顕微鏡解析への応用
次に今回開発したリアクティブタグ法をタンパク
質の電子顕微鏡解析へと応用した3（図 4）。helixD2
タグを導入したブラジキニン受容体をビオチン型プ
ローブ 4-4Zn(II)を用いてラベル化を行った後に細胞
膜レプリカを作成した。得られた膜レプリカを 1.4
ナノメーターサイズの金ナノ粒子を持つストレプト
アビジンで処理後に，検出を容易とするために銀増
感を行い電子顕微鏡で観察した。その結果，細胞表
層側の E-faceに銀増感された金ナノ粒子が観察され
た。一方で細胞膜の内側にあたる P-faceレプリカに
はブラジキニン受容体に付加した EGFP を免疫染色
した 5ナノメーターサイズの金ナノ粒子が観察され
た。図 4に示す二枚の E-faceおよび P-faceのレプリ
カは，その膜形状から同じ細胞の裏と表の膜である
ことが判断できる。この事はリアクティブタグ法に
よりラベル化されたブラジキニン受容体を E-faceで
検出できていることを強く示唆する結果である。次
に我々は 1.4 ナノメーターの金ナノ粒子を直接導入
したプローブ 5-4Zn(II) を用いてタグ修飾ブラジキ

i ) 3-4Zn(II) ii) Cy5-Antagonist
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図 3 リアクティブタグ法を用いたブラジキニン受容体の蛍光イメージング
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ニン受容体のラベル化を行った。その結果，E-face
上にブラジキニン受容体のクラスターを検出するこ
とに成功した。興味あることに 5-4Zn(II) によるラ
ベル化によってクラスター領域に観察される金ナノ
粒子の密度は，Flag tag を介して免疫修飾した場合
よりも高い事が判明した。この事は，リアクティブ
タグ法のラベル化効率が免疫電験法と同等以上であ
ることを意味している。さらにラベル化した細胞の
ultrathin sectionを用いた電子顕微鏡観察からリアク
ティブタグ法は免疫電験法と比較して，より高い空
間分解能を持つことを明らかにすることができた。

⑷おわりに
以上のように本小論では，ペプチドデザインに基
づいたリアクティブタグ法の開発と，その電子顕微
鏡解析への応用について紹介を行った。本研究は化
学修飾法を用いてタンパク質の一分子可視化に成功
した初めての例となる。今回紹介した成果について
は，研究を初めてから論文発表までに 9 年以上の歳
月を必要とした。研究の途中では，自らのラボで電
子顕微鏡観察にトライしたこともあったが，良い成
果が得られないままに数年の期間を過ごした。最終
的には当研究室の田畑栄一博士に共同研究先の重本
研（オーストリア IST 研究所）に留学してもらい電
子顕微鏡解析に専念することで，今回の成果を得る
ことに成功した。結局は専門家の下でなくては良い
データは得られなかった訳であり，少し言い方は悪
いが「餅は餅屋」のことわざの意味を痛感した。一
方で本研究を通じて異分野間の共同研究の面白さを
十分にエンジョイすることができた。ケミカルバイ
オロジーを専門する筆者と脳神経科学を専門とする
重本教授とが連携を組むことで，それまでお互いに

想像できなかった学際研究がスタートし，時間をか
けて成果にたどり着けた事は研究者として非常に貴
重な体験ができたと感じています。今後は，今回の
成果をさらに発展させ，リアクティブタグ法を用い
たタンパク質複合体解析へと応用したいと考えてい
る。最後になりますが，この場を借りて，共同研究
者の重本隆一先生，そして本研究の中心人物である
田畑栄一博士に深く感謝申し上げます。
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北のアカデミア発創薬拠点として

野村 尚生

はじめに
北海道大学 大学院薬学研究
院 創薬科学研究教育センター
が発足してから 10年目を目前
とした本年に，編集委員の鎌
田瑠泉先生から執筆の機会を
いただきました野村と申しま
す。ペプチド学会の皆様にも
ぜひ我々のセンターの存在を
知っていただき，さらに創薬
シーズの発掘，支援をさせていただきたいとおもい，
本センターの概要説明，宣伝をさせていただきます。

創薬科学研究教育センターの概要
本センターは北海道大学 大学院薬学研究院に設
置されたアカデミア発の創薬を目的としたセンター
になります。平成 23 年より発足しており，創薬研
究に適した研究環境・機器の整備を進め始め，現在
では設置台数などの規模は小さいものの大手創薬
メーカーと遜色ない陣容を整えております。さら
に，北海道内外の創薬シーズ発掘，スクリーニング
方法の構築，非常に多くのアカデミア化合物ライ
ブラリーを構築している東京大学創薬機構（https:
//www.ddi.u-tokyo.ac.jp/）化合物ライブラリーの申
請支援，北海道大学の化合物を中心とした北大化合
物ライブラリーの構築と提供，各種アッセイ系スク
リーニング技術の高度化と機器使用支援を進める
ことで，北海道の創薬拠点として活動を進めてきま
した。
一般に創薬研究とは，以前は伝統治療薬の有効成
分の同定など，宝探しのようにして展開されてきま
したが，今日における創薬研究とは様々な疾病，感作
などから原因を割り出し，その理解から見出された
創薬ターゲットに対し有効な薬剤を発見・創出する
ことです。ステップとしては，創薬ターゲットに対
して化合物ライブラリーから有効なヒット化合物を
同定するスクリーニング，ヒット化合物の誘導体展
開および評価，薬物動態や毒性を確認する ADMET
評価，マウスなどのモデルを用いた動物試験，その
後，臨床試験にいたります。そのため創薬研究は，そ
の過程において，生化学などによる原因の解明，有
効な薬剤を評価する分析化学や物理化学，新規薬剤
への発展を目指した有機化学などを必要とする，総
合科学研究になります。専門性を有しながら幅広い
知識（まだまだ勉強中ではありますが）を必要とす
るため，本センターは現在，9名の専任教員および 1
名の製薬会社出身の技術員，技術補助員等 3 名から
なる研究体制を整えており，北海道発創薬にむけて
日々，研究および支援活動を進めております。

化合物ライブラリーについて
上述しましたように本センターでは薬学研究院を
中心に北海道大学に所属する複数の有機化学系研究
室から提供していただいた化合物を中心に北大化合
物ライブラリーを構築しております。この化合物ラ

イブラリーは非常に特色のあるライブラリーとなっ
ており，ペプチドはもちろん，核酸関連化合物や糖鎖
関連化合物，複数の天然物関連化合物を有したライ
ブラリーになっております。現在までの研究支援活
動において，本ライブラリーはヒット率が高いこと
が判明しており，有用なライブラリーであると我々
は考えております。さらに，北大ライブラリーには
既存薬ライブラリーも内包しており，現在，日本で
上市されているほぼ全ての薬剤（～3600種類）を整
備しております。この既存薬ライブラリーは，すで
にヒトでの安全性および薬物動態が確認されている
ため，新たな薬効を確認することで，創薬ステップ
をスキップすることができ，非常に低コストで臨床
レベルの実験に進むことができます。
さらに，本センターは現在，日本医療研究開発
機構「創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業」
（https://www.binds.jp/，以下 BINDS）および「次世
代治療・診断実現のための創薬基盤技術開発事業」に
採択されており，同事業に基づく連携として，北里
大学の大村天然物化合物ライブラリー，東京大学創
薬機構の化合物ライブラリーの窓口としての活動も
行なっており，多くの創薬研究に化合物分与支援を
行なっております。東大化合物ライブラリーは，20
万化合物を超える非常に強力なアカデミア化合物ラ
イブラリーとなっており，多くの創薬研究を支援し
ています。北海道からも，本センターを窓口として，
北大内外を問わず複数の研究に化合物分与を行なっ
ています。

化合物スクリーニング支援
化合物ライブラリーはあくまでも薬の素であり，
この中から薬効を持った化合物をスクリーニングす
る必要があります。本センターでは，化合物ライブ
ラリーの分与だけで終わらず，この化合物スクリー
ニングも支援しております。疾病の原因であるタン
パク質や，反応，モデル細胞系を用いて，化合物をス
クリーニングしますが，実際の実験系がどのように
なっているか？ アッセイに必要な時間や費用，再現
性などの確認を行います。さらに，標準偏差などか
らアッセイ系の評価を行い，精度良く化合物を評価
可能か診断します1。化合物ライブラリーは数千から
数万種類の化合物で構成されるため，特にアカデミ
アでは，費用に関して制約がある点から，例として
¥100/1assayの場合，1万化合物をスクリーニングし
ますと 100万円必要になり，実際に行えるか判断を
必要とします。多くの場合，有効な薬効を示す化合
物がライブラリー中に複数存在する場合もあります
ので，化合物ライブラリーの規模に応じたアッセイ
系構築ができているかが障壁となっております。ま
た，非常に複雑なアッセイ系の場合，時間がかかり
全化合物のスクリーニングが完了するまで，5 年か
かった例も我々の支援にはあります。このような長
期間のスクリーニングの場合，完了するまでの時間・
費用・人員調整といった点を事前に入念に計画する
ことで，有用なヒット化合物を得ることができます。
特に，アカデミアの場合，学生の入れ替わりなども
あり，再現よくスクリーニングを行うことができな
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い場合も見受けられ，系の再構築や習熟の時間など
必要となることもあります。しかし，これらのハイ
スループットスクリーニングに一見不向きなアッセ
イ系でもアカデミアでは地道にスクリーニングを実
施できるので，企業では難しい系に取り組むことの
できるメリットがあります。

標的タンパク質を用いたスクリーニング
私の専門はペプチド・タンパク質工学ですので，主
にターゲットタンパク質が確定している創薬研究の
支援を主に行なっております。タンパク質と化合物
の相互作用を解析する手法は数多く存在します。核
磁気共鳴法や等温滴定型熱量計などは非常に感度高
く相互作用を解析することができます。また，表面
プラズモン共鳴法や水晶振動子マイクロバランス法
では簡便に相互作用を解析可能です。しかし，これ
らの手法では数百種類の化合物程度であればなんと
か解析可能ではありますが，数千，数万種類の化合
物をスクリーニングするには莫大な労力，時間，費
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Temperature

Tm

凝集体

変性状態

折畳み構造

図 1 示差走査型蛍光定量法の概念図変性カーブか
ら変性中点温度を算出することができる。

用を要します。そのため，スループット性がよく，
感度も比較的高い手法が必要になります。我々のセ
ンターでは，標的分子がタンパク質の場合，示差走
査型蛍光定量法（Differential Scanning Fluorimetry；
DSF）を用いたスクリーニングを推奨しています2。
この手法は，タンパク質の熱安定性を解析する手法
であり，蛍光色素をタンパク質溶液と混合し各温度
での蛍光を測定します（図 1）。基本的にタンパク質
は表面が親水性ですので，蛍光色素はタンパク質が
フォールディングしている状態では結合することが
できません。タンパク質の熱安定性に応じて，疎水
性領域が表面に露出しますが，その領域と蛍光色素
が結合します。水中から疎水性に蛍光色素の環境が
変化しますので，蛍光強度は増大されます。最終的
にタンパク質は分子間で相互作用し，凝集体を形成
しますが，蛍光色素はその際に押し出されてしまい，
蛍光強度が減少します。この手法にさらにライブラ
リー化合物を添加しますと，もしも化合物がタンパ
ク質と相互作用した場合，タンパク質の熱安定性に
変化が生じ変性曲線も変化します。この変化量を指
標に結合の有無を解析します。専用の機器が必要か
と思われる方もいらっしゃるかもしれませんが，温
度制御が可能で，蛍光を測定する機器は意外と身近
に存在します。リアルタイム PCR 装置です。蛍光
色素は Sypro® Orange（Thermo Fisher）を使用して
います。リアルタイム PCR装置では，液量もかなり
抑えることができ，5 – 20 µLで測定が可能です。液
量を抑えることができると，化合物の添加量も減ら
すことができます。化合物のストックは 2 mM で分
与されるケースが多く，アッセイプレートに直接分
注する方法と，娘化合物プレートを作成する方法が
あります。液量が微量であると，化合物の量もさら
に微量になりますので，本センターでは複数の分注
機を用いてそれらに対処しています。DSFの場合で
すと，アッセイプレートに直接分注する場合が多く，
およそ 100 nL程度を分注したものを作成しています
（図 2；実際に分注する装置）。このアッセイプレー

図 2 微量分注装置Mosquito（A）と創薬支援自動化スクリーニング装置 HORNET-HTS（B）。（A）微量分注で
きる針が特徴で 50 nL から 1.2 mL までプレートに分注することができる。（B）サンプル調整からアッセイまで
を全自動処理可能です。プレートも 96 – 384ウェルまで対応。
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トに混合調製したタンパク質溶液を加え，測定を行
います。
タンパク質によっては，表面に蛍光試薬が相互作
用しやすいものや，NADや FADが補酵素として相
互作用しているものなどがあり，これらのタンパク
質は DSF に不向きなタンパク質となります。また，
多量体構造形成するタンパク質の場合，見かけの変
性温度と実際の構造の変性温度に差があり，結果の
解釈が難しい場合があります。一般的に，蛍光試薬
は低 pH の場合，蛍光強度が増大しますので差を優
位に測定するため，それぞれの pHにおける DSFを
条件検討として行うことで，比較的簡単にスクリー
ニング系構築の情報を得ることができますが，生体
内での機能発現に構造変化を必要とするタンパク質
などもありますので，実際に作用する pHに近づけ，
蛍光強度の変化量を明確に読み取れる条件を探す必
要があります。例として，実際にスクリーニングに
用いたモデルタンパク質を用いた各種 pH における
DSFの結果を示します（図 3）。
もし標的タンパク質で DSF が行えない場合，本
センターでは構造が決定されているタンパク質限定
になりますが，一度，in silico スクリーニングを行
い，数百化合物に絞った後，表面プラズモン共鳴解
析装置 Biacore T200 や等温滴定型カロリメトリー
Auto-iTC200 などの自動化結合解析装置を用いて実
際に化合物が標的タンパク質との結合能を解析しま
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pH7.6

pH6.8

pH8.0

pH7.2

図 3 モデルタンパク質による pH変化による蛍光
強度の変化蛍光強度の変化だけでなく，波形の形状
変化から構造変化が予測され，より native状態での
スクリーニングを行った。

す3。

スクリーニング後の支援
上述のように標的タンパク質がわかっている場合
の化合物スクリーニングや細胞系を用いたフェノタ
イプアッセイ（もちろんこちらのアッセイ系も詳細
は記載しませんが支援しています）を終えた後，幸
いにもヒット化合物を得ることができましたら，そ
の後はヒット化合物の評価を行います。これは有機
化学系研究者がさらに加わり，濃度依存性解析など
の生化学的データと照らし合わせ，合成展開を見据
えて，方向性を決定していきます。また，この際に
議論するデータですが，1 次スクリーニングと異な
る実験系で 2次スクリーニング評価がなされている
と，偽陽性を除く意味でも好ましいと考えています。
1次スクリーニングが DSFだった場合，化合物を絞
れていますので，より直接的に相互作用を解析可能
な実験系；表面プラズモン共鳴解析法や熱力学的解
析法を用いることができ，特に両手法からは熱力学
的パラメータであるエンタルピー変化量が計算され
るため，今後の合成展開可能な化合物の選択に大き
な情報をもたらします。
北大化合物ライブラリーを用いた場合，本センター
を介してヒット化合物を合成した有機化学系研究者
とも円滑に連携することができます。ヒット化合物
の類縁体の傾向から，誘導体展開の方向性，その合
成法も元々ヒット化合物を合成した研究者ですので，
比較的容易に合成を依頼することが可能です。
さらに，ヒット化合物の構造活性相関を進めるこ
とで，誘導体展開だけでなく，タンパク質科学的新
規発見などの副次的な結果を得ることもあり，核
磁気共鳴法や X 線結晶構造解析，加えてクライオ
電子顕微鏡解析も本センターでは取り組んでいま
す。Structure Based Drug Design4や Fragment-Based
Drug Design5,6を複数研究において支援しており，構
造生物学からも創薬研究へのアプローチを行なって
おります。
前臨床研究である動物実験も支援しており，薬効
評価のみならず，連携を行うことで ADMET評価も
取り組んでおり，膜透過性などの解析を行える環境
を構築しています。本センターでは，東京大学創薬
機構（BINDSケミカルシーズ・リード探索ユニット
（構造展開領域））と課題内連携を通して，できるだ

有機化学系実験室 生化学系実験室スクリーニング系実験室

図 4 各種実験室を整備 1フロアに有機化学系，生化学系，スクリーニング系実験室を完備！ 訪問研究者への貸
し出しスペースもそれぞれに整備しています。
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シード探索

化合物スクリーニング

前臨床

分注システム

有機合成；誘導体展開
チェリーピッキング
化合物プレート分注

薬物動態解析

アッセイ系構築

ライブラリー構築

ゲノミクス

フェノタイプアッセイ

インシリコスクリーニング

最適化・構造展開

物理化学解析

タンパク質構造解析 l 分注機器
HORNET-HTS
Mosuquito, HydroSpeed
C.Pick EDR-24LS  など
l 物理化学測定
円⼆⾊性J-820
Biacore T20
Auto-iTC200
VP Capilary DSC
RT-PCR CFX-96, -384
Zetasizer µV など
l フェノタイプアッセイ
Plate reader En Spire, 
High content image Operetta
FCM Gallios, 
Cell sorter SH800  など
l 有機合成関連
Microwave Initiator8
Semi-auto LC Isolera
UPLC/MS Xevo G2-Qtof など

図 5 創薬スキームと機器運用創薬科学研究教育センターで支援している装置，他にもまだまだあります！

けヒット化合物が決定した早い段階でこれらの評価
を行うことで，研究支援者のモチベーションを守る
だけでなく，今後の創薬研究の指針として活用して
います。
前臨床研究まで全ての試験で良い成績を残した化
合物を得た場合，臨床研究に進めますが，本センター
では，これを北海道大学病院臨床研究開発センター
と提携を組むことで，橋渡し研究支援を行なってお
ります。また，知財に関しては北海道大学産学・地
域協同推進機構と提携を組み，特許，製薬メーカー
への導出，ベンチャー企業設立の支援などを行なっ
ています。
以上から，本センターは北のアカデミア発創薬拠
点として，シーズ探索の初めから臨床研究，全ての創
薬ステップに応じて支援を行っております。創薬研
究では各ステップで使用する機器が複雑に入り組ん
でおり，1研究室でこれらを揃えて創薬研究を推進す
るのは非常に難しい現状です。そこで，本センター
ではこれらの機器を整備，支援運用することで多く
の研究者の方に創薬研究に取り組んでいただくこと
を目指しております（図 4）。上述している機器以外
にも質量分析装置やタンパク質調製用 FPLC といっ
た，有機化学系研究者，および生物化学系研究者，そ
れぞれが必要とする機器類をオープンファシリティ
化し運用しています（図 5）。詳細は本センター HP
などに利用料金（アカデミアは比較的少額での利用
可能です）など詳しく記載しておりますので，ご確
認の上，必要に応じて利用を検討していただけると
幸いです。創薬研究以外でも機器の利用は可能です
ので，もし必要とする機器が近隣にない場合，少し
遠いかもしれませんが，北海道での機器利用はいか
がでしょうか？ 北海道でお待ちしております！（追
記；新型コロナウイルスの問題のため，来道するの
が難しいかもしれません。機器利用に関しては試料
送付の上で，状況によってはこちらで測定可能な場
合もございますので，ご相談ください）

北海道大学大学院薬学研究院創薬科学研究教育センター
https://japanese-apricot.pharm.hokudai.ac.jp/
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Acyl Imidazole反応基を用いた

細胞内蛋白質のラベル化・プロテオーム解析

三木 卓幸

1）はじめに
東京工業大学生命理工学院
の三木卓幸と申します。この
度は，本ニュースレターへの
執筆の機会を頂き，大変光栄に
存じます。お声をかけて頂き
ました鎌田瑠泉先生に心より
感謝申し上げます。私は 2016
年に，京都大学・浜地格先生の
ご指導の下，博士号を取得し
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ました。その後，JSR 株式会社でポリマーの研究・
開発を 2年間行った後，2018年 4月から東京工業大
学・三原久和先生の下でペプチド工学をテーマに研
究活動を行っております。現在の研究テーマに関し
ては，未発表データがほとんどですので，ここでは
浜地研究室で行ってきたAcyl Imidazole（AI）反応基
を用いた，蛋白質ラベル化技術および，AI反応基を
応用した “コンディショナルプロテオミクス”の開発
に関して，最近の進展を含めて述べさせて頂きます。

2）LDAI化学による Pulse-chase解析1

細胞内では，極めて多様な蛋白質が混在し，これ
らが動的に相互作用をして複雑なシステムを構築し
ています。その為，蛋白質の機能や局在は，生きた
細胞の中で直接的に解析することが好ましく，“その
場解析” を可能にする技術が求められています。一
般的には，標的蛋白質に蛍光蛋白質を遺伝子工学的
に融合して観察する手法が広く用いられますが，蛍
光蛋白質の大きいサイズ（～27 kDa）や発現量の違
い等の影響から，そのアーティファクトも問題視さ
れています。より天然の状態に近い手法で蛋白質を
ラベル化する強力なツールとして，有機化学的ラベ
ル化法が挙げられます。これは，小分子ラベル化剤
を生細胞に添加することで，内在的に発現する蛋白
質を小分子プローブで修飾する方法です。
これまで，我々は，細胞内で標的の蛋白質を特異的
にラベル化する “リガンド指向性ラベル化法”を開発
してきました。その 1つに，“リガンド指向性アシル
イミダゾール（LDAI）化学”があります2。これは標
的蛋白質と結合するリガンドと蛍光色素等のプロー
ブ分子をアシルイミダゾール（AI）求電子剤反応基
で連結したラベル化剤を用います（図 1-a）。ラベル
化剤が標的蛋白質と相互作用し，AI基が蛋白質表面
上の求核性残基（アミノ酸側鎖のアミンや，水酸基）
に近接することで，アシル転移反応が生じます（図
1-b）。この過程で，イミダゾールを有するリガンド
部位が脱離し，それに伴いプローブ分子が蛋白質表
面に修飾されます。

筆者らは，この LDAI化学を用いて，細胞表層に存
在する膜蛋白質をラベル化し，その局在変化や蛋白
質寿命についての解析（Pulse-chase解析）を行いま
した。まず，細胞表層に発現する炭酸脱水酵素 CA12
を標的にして，CA12と親和性を有するベンゼンスル
ホンアミドリガンドをもった LDAI ラベル化剤を設
計・合成しました。このラベル化剤をA549細胞に添
加すると，3時間のインキュベーションで内在的に発
現する CA12 をラベル化できます。その後の細胞培
養におけるラベル化 CA12の減少を western blotting
で解析することで，CA12 の寿命が 𝑡1/2 = 9 hour で
あることが判明し，また蛍光イメージングの結果か
ら，同様なタイムスケールで CA12 が蛋白質分解を
司るリソソームに移行することが明らかとなりまし
た（図 1-c）。
更に，同様な蛋白質寿命や分解経路の解析を GPI
アンカー型蛋白質である葉酸受容体や，GPCR であ
るブラジキニン受容体，NMDA受容体サブユニット
である GluN1膜蛋白質に対しても適用でき，本手法
が膜蛋白質の汎用的なラベル化・解析ツールである
ことが判明しました。
この LDAI化学による Pulse-chase法は，蛋白質の
寿命解析（western blotting）とイメージングの双方
に適用可能であり強力な解析ツールです。近年でも，
LDAIラベル化法は様々な蛋白質にも適用され，薬剤
のスクリーニングなどの様々な応用例が報告されて
います3。

3）コンディショナルプロテオミクス4

蛋白質ラベル化法は，反応の特異性を下げて，特定
の条件にあった蛋白質 “群”を選択的にラベル化する
ことでプロテオーム解析法としても応用が可能です。
例えば，Benjamin F. Cravatt らが開発した Activity-
Based Protein Profiling（ABPP）は，特定の活性を有
する酵素群をラベル化でき，薬剤の off-target解析な
どに展開されています。また，Alice Ting らが開発
した proximity labeling法は，特定のオルガネラに存

図 1 リガンド指向性アシルイミダゾール化学による蛋白質寿命・分解経路解析。（a）LDAIラベル化剤の分子構
造，（b）LDAIラベル化反応スキーム，（c）LDAI Pulse-chase法による内在的に発現した炭酸脱水酵素 CA12の
寿命及び分解経路解析。
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在する蛋白質群等を網羅的にラベル化する技術とし
て近年注目を浴びています。
これに対して，我々は細胞内の局所環境に応じた
蛋白質群の網羅的ラベル化およびそのプロテオーム
を解析する “コンディショナルプロテオミクス”を開
発することにしました。
まず我々は Zn2+イオン環境に着目しました。Zn2+

は，細胞内外でシグナル伝達物質としての働きがあ
ることが示唆されています。例えば，酸化ストレス
の際には，細胞内サイトゾルの Zn2+ 濃度が一過的に
上昇し，その後，Zn2+ が特定のオルガネラに隔離さ
れます。しかし，動的に変化する Zn2+ シグナルに関
与する蛋白質群を網羅的に解析する技術は皆無であ
り，Zn2+ を隔離するオルガネラの正体も明らかでは
ありませんでした。そこで，我々は Zn2+ イオンに応
じて活性化するラベル化剤を用いて，高濃度 Zn2+ 空
間に存在する蛋白質群を選択的にラベル化し，解析
する方法を考案しました（図 2-a）。
まず，Zn2+ イオンに応じて活性化するラベル化剤
を開発する必要があります。我々は，前節で述べた
LDAI 化学と同じ Acyl Imidazole 基に注目をしまし
た。アシル転移反応の脱離基となるイミダゾールに
は共役アミンが存在するため，そのN原子に Zn2+が
配位するようにジピコリルアミン構造を連結した化
合物（AIZin）を設計しました（図 2-b）。ルイス酸性
の Zn2+ が配位することで，イミダゾール環の電子密
度の低下に伴った脱離能の向上により，蛋白質との
反応性が加速されると期待しました。実際，Zn2+ と
の錯体形成によって，反応初速度が 23倍程増加し，
Zn2+ をキレータ（TPEN）で除去すると反応性が著
しく低下することが判明しました。
細胞内透過性の優れた AIZin-2 を用いると，細胞
内で Zn2+ に応じて蛋白質を Fluorescein色素でラベ
ルできます。このAIZin-2を用いて，酸化ストレスに

おける Zn2+シグナルに対して “Zn2+コンディショナ
ルプロテオミクス” を実施しました。一酸化窒素ド
ナー（SNOC）によって酸化ストレスを与えた C6細
胞では，直後では一過的に Zn2+ 濃度がサイトゾルで
増加し，その数時間には，特定のオルガネラに Zn2+

が濃縮されることが Zn2+ 蛍光センサー FluoZin-3に
よる観察から明らかとなっています。
そこで，我々は，酸化ストレスを与えていない C6
細胞，あるいは酸化ストレスを与えて 15分及び，3
時間経った C6細胞に対して，AIZin-2を添加してラ
ベル化を行いました。その結果，酸化ストレスを与
えた条件では，多数の蛋白質がラベル化され，さら
にそのラベル化された蛋白質の種類は，酸化ストレ
ス後 15 分と 3 時間とで異なることが分かりました
（図 3-a）。これは，Zn2+ の細胞内の分布が，酸化ス
トレス後に変化し，それを反映して蛋白質群がラベ
ル化されていることを示唆します。
この 3条件でラベル化した蛋白質群を LC-MS/MS
を用いて定量プロテオーム解析しました。具体的に
は，ラベル化蛋白質群を anti-Fluorescein抗体を用い
た免疫沈降法によって回収し，trypsinを用いてペプ
チド断片に消化しました。サンプル間で，ラベル化
蛋白質の比較を行うために TMT安定同位体（刺激な
し：Light，SNOC刺激後 10 minサンプル：Medium，
180 min後サンプル：Heavy）で標識し，これらを等
量混合し， LC-MS/MS解析を行いました（図 3-b）。
その結果，331 個の蛋白質が検出され，その中で
酸化ストレス 3時間後のサンプルで強く検出された
31個の蛋白質に注目したところ，小胞や ERなどに
局在する蛋白質群が濃縮されていました。この多く
は，ERとゴルジ体の双方に局在することが知られる
蛋白質であったため，ER とゴルジ体を行き来する
COP-Iや COP-II，中間ベシクル（ERGIC，ER-Golgi
intermediate compartment）が，未知な Zn2+ を貯蔵

図 2 亜鉛イオン条件的ラベル化。（a）生細胞での亜鉛イオン条件的ラベル化の反応スキーム，（b）AIZinラベル
化剤の構造及び亜鉛イオンによる活性化。
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図 3 亜鉛イオン条件的プロテオーム解析。（a）NO 刺激前後の亜鉛イオン応答的な蛋白質ラベル化，（b）ラ
ベル化蛋白質の定量プロテオーム解析方法，（c）NO 刺激 10 分後と 180 分後でのラベル化蛋白質解析。𝑦 軸
（Log2 (Heavy/Medium)）の高い方が SNOC 180分後でより検出された蛋白質であり，値の序列で検出された蛋白
質を 1つずつ 𝑥 軸に沿ってプロットしている。SNOC 180分サンプルでより検出された、右側の青枠内の蛋白質
群（31個）を解析した。

するオルガネラの正体であると予想されました（図
3-c）。これを確かめるため，酸化ストレスを与えて 3
時間後の Zn2+ 分布と ERGICマーカーの局在を観察
すると，双方が極めてよく一致しました。
以上の検討から，SNOC による酸化ストレスに
よって，一時的にサイトゾル等の細胞全体で Zn2+ 濃
度が増加することが確認でき，その後に ERGICをメ
インとしたオルガネラに Zn2+が濃縮されることが判
明しました。
このコンディショナルプロテオミクスは，Zn2+ 環
境だけではく，最近では一酸化窒素（NO）環境に応
答したコンディショナルプロテオミクスに展開して
おり5，さらなる汎用的な手法へと展開しつつあり
ます。

4）おわりに
本研究は，京都大学大学院工学研究科合成・生物
化学専攻の浜地研究室で行った成果であり浜地格教
授，田村朋則講師，名古屋大学清中茂樹教授に厚く
御礼申し上げます。現在は，東京工業大学生命理工
学院の三原久和教授の下で，主に自己集合性ペプチ
ドを応用した研究を行なっております。簡単に申し
上げますと，従来開発されてきた de novo 設計の自
己集合性ペプチドをタグとして用い，細胞内で蛋白
質を集積化する試みを行なっています。
また，最後になりましたが，本稿執筆の機会を頂
き，ペプチドニュースレター編集委員の先生方に厚
く御礼申し上げます。

参考論文
1. Miki, T.; Fujishima, S.; Komatsu, K.; Kuwata, K.;

Kiyonaka, S; Hamachi, I. Chem Biol 2014, 21,
1013–1022.

2. Fujishima, S.; Yasui, R.; Miki, T.; Ojida A.;
Hamachi, I. J Am Chem Soc 2012, 134, 3961–
3964.

3. Yamaura, K.; Kiyonaka, S.; Numata, T.; Inoue, R.;
Hamachi, I. Nat Chem Biol 2016, 12, 822–830.

4. Miki, T.; Awa, M.; Nishikawa, Y.; Kiyonaka, S.;
Wakabayashi, M., Ishihama, Y.; Hamachi, I. Nat
Methods 2016, 13, 931–937.

5. Nishikawa, Y.; Miki, T.; Awa, M., Kuwata, K.;
Tamura, T.; Hamachi, I. ACS Chem Biol 2019, 14,
397–404.

©­«
みき たかゆき

東京工業大学生命理工学院
miki.t.ai@m.titech.ac.jp

ª®¬
短鎖エラスチン様ペプチド（ELP）の

環状化による温度応答性自己集合能の増強

巣山 慶太郎

1. はじめに
九州大学基幹教育院・生体
分子化学研究室の巣山慶太郎
と申します。このたびは本ニ
ュースレターへの寄稿の機会
をいただき，心より感謝申し
上げます。このような自らの
研究を紹介する機会を与えて
いただいき，大変ありがたく
存じます。はじめに簡単に自
己紹介をさせていただきます。現在，私はペプチド
に関する研究を行っていますが，学生時代に香月勗
先生のもとで有機化学を学んだ経験を活かし1,2，下
東康幸先生のもとで生物化学の研究を開め，近年に
おいては，特に，ペプチドの化学合成を基盤とした
研究を進めています。特に，最近は温度に応答して
可逆的な自己集合を示す「エラスチン様ペプチド」
（ELP）を合成し，その自己集合の分子メカニズムの
解明や ELPを基とする分子ツールの開発に関する研
究を行なっています。その過程で私は，短鎖の ELP
を環状化することで自己集合能が著しく向上するこ
とを見出し，これら環状 ELPの自己集合の分子機構
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について報告しました3。本稿ではその研究を中心に
関連する研究をご紹介したいと思います。

2. 弾性タンパク質・エラスチンとそれに由来する
ペプチド・ELPの特徴的な自己集合能
「エラスチン」は血管や皮下組織，腱などに含まれ
る弾性タンパク質で，エラスチンの生合成には，その
前駆体タンパク質・トロポエラスチンの特徴的な性
質である「コアセルベーション」が重要とされてい
ます。コアセルベーションは「温度を上げると凝集
し，下げると再び解離する」という可逆的な自己集
合特性で，これにはエラスチンの内部に存在する特
徴的なアミノ酸数残基の繰り返し配列（Val-Pro-Gly-
Val-Gly など）が関与していることが知られていま
す。また，この繰り返し配列を模倣したエラスチン
様ペプチド（Elastin-like peptide：ELP）も同様に自
己集合特性を示し，たとえば，200残基以上の鎖長を
有する (VPGVG)n 配列を持つ ELP がコアセルベー
ションを示すことが報告されていました4−7。ELPは
近年，タンパク質性の分子素材に対してその自己集

合能を付与することが可能であること8や生体適合性
が高いことから，薬物送達システムの担体や組換え
タンパク質の精製用タグ9,10への応用が期待されてい
ます。こうした中，我々の共同研究者であり，長年
エラスチンの研究をされてきた前田衣織先生（九州
工業大学准教授）は，VPGVG 繰り返し配列の最初
のバリン残基を芳香族アミノ酸（Phe，Trp）に置換
したペプチド・(FPGVG)n および (WPGVG)n が，15
– 25残基という極めて小さな分子量でコアセルベー
ションを示すことを見出しました11,12。これを契機
として，我々は，このような短鎖でコアセルベーショ
ンを示す ELPが分子素材として有用であるだけでな
く，短鎖 ELPのコアセルベーションの分子機構を検
証して自己集合に関与する構造要因を調べることに
より，エラスチンそのもののコアセルベーションの
分子機構を解明する一助となるのではないかと考え，
特に，この (FPGVG) 配列を有する短鎖 ELP のアナ
ログを用いた研究を行ってきました13−14。
一方，近年では温度応答性 ELPを基材とする有用
な分子素材の開発のため，多様なペプチドを設計す
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図 1 環状エラスチン様ペプチド cyclo[FPGVG]n の合成
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図 2 Cyclo[FPGVG]n の水溶液の温度変化に伴う濁度変化（実線は昇温時，破線は降温時の変化）。（A）
Cyclo[FPGVG]5（黒：4.0 mg/mL，灰色：1.0 mg/mL）および Ac– (FPGVG)5 –NH2（赤：4.0 mg/mL，マゼンタ：
1.0 mg/mL），（B）Cyclo[FPGVG]4（黒：4.0 mg/mL，灰色：1.0 mg/mL），（C）Cyclo[FPGVG]3（黒：4.0 mg/mL，
灰色：1.0 mg/mL），（D）Cyclo[FPGVG]2（4.0 mg/mL）および cyclo[FPGVG]1（4.0 mg/mL）。この 2種類のペ
プチドは 4.0 mg/mLの濃度では水に溶解しなかった。
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る研究が展開されています。それらの研究により，
高度に分岐した分枝状の構造を有する非直鎖型 ELP
は，対応する直鎖型 ELPとは大きく異なる物理的特
性（溶解度，粘度，およびタンパク質分解に対する耐
性）を示すことが明らかとなり15−17，このような非
直鎖型 ELPは温度応答性分子素材をデザインするた
めの新たなコンセプトを示す分子になりうると考え
られました。我々は新しい非直鎖型ペプチドとして，
ELP を環状化して分子のコンホメーションを制限す
ることにより，分子同士がスタックしやすくなり自
己集合能が増強するのではないかと考え，(FPGVG)
配列を有する環状 ELPを合成し，そのコアセルベー
ション特性を調べることにより，自己集合における
環状化の影響および立体構造の解析を実施すること
にしました。

3. エラスチンペプチドの
環状化によるコアセルベーション能の増強
まず，環状化ELPの原料となるH–(FPGVG)n –OH

（𝑛 = 1−5）を合成し，N末端アミノ基とC末端カルボ
ニル基を縮合させることにより，5種類の環状 ELP・
cyclo[FPGVG]n（𝑛 = 1 − 5）を合成しました（図 1）。
この反応では水溶性の縮合剤である DMT-MM を使
用して室温で反応を行うことにより，ペプチド鎖の
伸長を伴うことなく，目的の環状ペプチドが高収率
で得られました。続いて，合成した環状 ELP溶液の
温度変化に伴う濁度変化を追跡し，コアセルベーショ
ンに伴って溶液が濁度変化を示した温度（相転移温
度）を求めることで，それぞれのペプチドのコアセル
ベーション能を評価しました。その結果，(FPGVG)5
の直鎖型ペプチドは安定してコアセルベーションを
示すには 30 mg/mL の濃度，38 ◦C の温度を必要と

するのに対し，対応する環状 ELP・cyclo[FPGVG]5
は 4 mg/mLという低濃度でも 11 ◦C前後でコアセル
ベーションを示すことが判明しました（図 2）。ELP
の自己集合には分子間の疎水性相互作用が重要であ
ると考えられているので，cyclo[FPGVG]5 は環状化
によってイオン化される末端官能基を喪失し，疎水性
が高くなったことで自己集合能が向上したことが考
えられました。しかしながら，この環状ペプチドは
H–(FPGVG)5 –OH の両末端を保護した直鎖型 ELP
である Ac– (FPGVG)5 –NH2 より高い自己集合能を
示したことから（図 2，3），単純な疎水性の変化では
なく，環状化されたこと，それ自体が自己集合能の
向上に寄与していることが明らかとなりました。同
様に，より短鎖の環状化 ELPである cyclo[FPGVG]4
および cyclo[FPGVG]3 も同様にコアセルベーション
を示しましたが，鎖長が短くなるほど自己集合能は
低下しました。一方で，より短鎖の cyclo[FPGVG]2
および cyclo[FPGVG]1 はコアセルベーションを示さ
ず，加えて，配列の繰り返し回数が 3以上のアナログ
よりも水溶性が低下していることが明らかとなりま
した。したがって，これらの短鎖 ELP においては，
ある程度のペプチド鎖長を持つことが ELPの自己集
合能のみならず水溶性にも関与するのではないかと
考えられました。

4. 温度変化に伴う ELPの分子構造変化の解析
現在，ELP の自己集合の駆動力は温度変化に伴う
分子間の疎水性相互作用の変化であると考えられて
います18。したがって，自己集合の前後でその相互作
用変化の要因となる ELP分子の構造変化が起こって
いると推測されます。そこで，温度変化とペプチドの
立体構造の関係について調べるため，cyclo[FPGVG]5
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図 3 直鎖型 ELPと環状 ELPの相転移温度の比較
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および cyclo[FPGVG]1 の CDスペクトル測定を行い
ました（図 4）。その結果，cyclo[FPGVG]5のCDスペ
クトルは直鎖型 (FPGVG)5 のものと類似しており12，
スペクトルの形状から，低温においてはポリプロリ
ンⅡ（PPII）ヘリックス様の構造を有することが示唆
されました19。また，cyclo[FPGVG]5 の CD スペク
トルは温度に依存して可逆的な変化を示し，高温で
は PPIIのピークが減少すると同時にⅡ型 βターン構
造に特徴的な 205 nmのピークが出現しました20（図
3）。さらに，212 nm に等吸収点（isodichroic point）
が存在することから，ペプチドが二種類の状態をと
ることが示されました21。これらの結果から，環状
ELP が溶液中で PPII ヘリックス様の可溶構造から
β ターン構造の豊富な疎水的構造に遷移しているこ
とが示唆されました。一方で，cyclo[FPGVG]1 のス
ペクトルは PPIIヘリックス様構造，Ⅱ型 βターン構
造のいずれとも異なる形状を示し，さらに温度変化
に伴うスペクトル変化もほとんど見られませんでし
た。従って，cyclo[FPGVG]1 は環が小さく剛直であ
るためヘリックス様構造をとることができず，この
ため水溶性が低下したのではないかと考えられまし
た。この知見は，cyclo[FPGVG]5 等のコアセルベー
ションを示す環状短鎖 ELPが，低温において水に溶
解するための二次構造あるいは局所構造をとること
を示唆するものでした。

5. 環状 ELP・cyclo[FPGVG]5 の凝集体構造の解析
環状 ELP がコアセルベーションに伴って形成す
る凝集体について，粒径測定と光学顕微鏡による
観察を行いました。動的光散乱による粒径測定の結
果，cyclo[FPGVG]5 は相転移温度以下で 100 nm 程
度の微小な凝集体を形成しており，溶液の温度が相
転移温度に達すると微小な凝集体同士が集合して数
µm 程度のコアセルベートを形成することが判明し
ました（図 5）。また，光学顕微鏡による観察でも，
cyclo[FPGVG]5は 40 ◦Cで 3 µm程度の凝集体を形成
し，4 ◦C に冷却すると凝集体が解離するという可逆
的な変化が見られました（図 6）。さらに，水溶性の
色素を含む溶液中で 40 ◦Cに加熱すると，色素を内部
に包含した凝集体が観察され，この cyclo[FPGVG]5
の凝集体は 25 ◦Cで 24時間静置してもある程度安定
に存在し，そこから温度を下げると速やかに解離す
るという性質を示したことより，薬物送達システム
の担体をはじめとする温度応答性の分子素材として
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有用であることが示されました。

6. おわりに
本研究では，エラスチン様ペプチド (FPGVG)n を
環状化することによって，直鎖型ペプチドよりもコ
アセルベーション能が著しく向上するが，一方で，
鎖長が短いペプチドを環状化すると水溶性が低下す
ることを明らかにしました。また，CD スペクトル
測定による構造解析の結果，コアセルベーション能
が向上した cyclo[FPGVG]5 は低温では PPII 様のヘ
リックス構造，高温ではⅡ型 β ターン様構造豊富な
構造をとり，この温度変化に伴う分子構造の変化が
ペプチドの可溶・凝集の状態を制御していることが
示唆されました。さらに，cyclo[FPGVG]5 は内部に
水溶性化合物を包含した凝集体を形成することが可
能であり，この凝集体は 25 ◦Cで 24時間以上安定に
存在し，冷却すると速やかに解離することから，薬
物送達システムの担体をはじめとする分子素材に応
用できることが示唆されました。このように，本研
究ではコアセルベーションの分子機構の本質の探求
と，新規環状 ELPの素材として応用を検討するとい
う二つの視点から考察を行いました。このように理
学的・工学的な研究が相互に協調しながら進むこと
によって，エラスチンおよび ELPの研究はさらなる
発展を遂げることの可能な分野であると考えられま
す。ELP という興味深い分子の研究がより発展して
いくため，当研究室では引き続き主に理学的視点か
らさらなる研究を進めていきたいと考えています。
本研究は九州大学基幹教育院生体分子化学研究
室において実施されたものであり，ご指導いただ
いた野瀬健先生，前田衣織先生ならびに研究に関
わった学生諸氏に心から感謝申し上げます。最後に，
本研究を遂行するにあたり，科研費（JP26550068，
JP17K20066），株式会社 E&Cヘルスケア，株式会社
ECCの支援をいただきました。この場をお借りして
感謝申し上げます。
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日本ペプチド学会

第 26回ペプチドフォーラム開催報告

「機能性ペプチド材料の創製と評価」
日時：2019年 10月 5日㈯ 13:00～18:00
場所：鳥取大学工学部講堂
主催：日本ペプチド学会

共催：日本化学会
後援：高分子学会
オーガナイザー：松浦 和則（鳥取大学学術研究院

工学系部門）
参加者数：87名

松浦 和則

日本ペプチド学会第 26回ペ
プチドフォーラムは，来年度
に第 57回ペプチド討論会が開
催される鳥取において，プレ
シンポジウムも兼ねて「機能
性ペプチド材料の創製と評価」
と題して開催されました。近
年，ペプチド配列を精密設計
することで，期待通りの二次
構造・三次構造および集合構
造（四次構造）を創製することができるようになっ
ています。また，ランダムライブラリーからのセレ
クションにより，狙った機能を有するペプチド材料
の創製も盛んに行われています。
本フォーラムでは，ペプチドの高次構造を分子デ
ザインすることにより機能性ペプチド材料を創製・
評価する研究分野においてご活躍中の玉村啓和教授
（東京医科歯科大学），川野竜司准教授（東京農工大
学），稲葉央助教（鳥取大学），新井亮一准教授（信州
大学），高谷光准教授（京都大学），溝端知宏准教授
（鳥取大学）から，以下に示す講演タイトルで貴重な
ご講演を賜ることができました。ペプチドからなる
ナノ集合体・イオンチャネル・触媒・細胞機能調節材

写真 1 講演者の先生方（左上から，玉村先生，川
野先生，稲葉先生，新井先生，高谷先生，溝端先生）
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写真 2 講演中の会場内の様子

料の創製と評価について，講演者から大変興味深い
話題を提供して頂き，参加者からも活発な質疑討論
が行われました。当日は，大学教職員 23 名，（主に
鳥取大学の）学生 62名，企業関係者 2名の計 87名
の方に参加いただき，非常に盛況なフォーラムであ
りました。今回は，あえてペプチド学会に入ってお
られない先生方にも講演を依頼することで，ペプチ
ド学会の活動を広く知っていただく機会になったか
と思います。本フォーラムを通じて，材料化学や創
薬・医療への展開に関して討論したことで，「関連分
野の研究者同士の新たな交流」も生まれ，非常に有
意義な会であったと感じております。
本ペプチドフォーラムのご講演および座長を快諾
してくださった諸先生方，三原会長をはじめとする
全国各地から参加いただいた先生方や企業の方々，
会場係としてご協力いただいた松浦研の学生の皆さ
ん，そして開催にあたりご支援いただきました日本
ペプチド学会の皆様にこの場をお借りして心より厚
く御礼申し上げます。
最後に，今年の 11 月 9 ～ 11 日に第 57 回ペプチ
ド討論会が，鳥取市のとりぎん文化会館にて開催さ
れます。ちょうどカニが解禁される時期でもありま
すので，皆さまのご参加をお待ちしております。

講演者（敬称略）および演題（講演順）
1. 玉村 啓和（東京医科歯科大学）
「機能性素材・創薬を指向したペプチドミメティ
ック」

2. 川野 竜司（東京農工大学）
「脂質二分子膜デバイスを用いた膜ペプチド計
測」

3. 稲葉 央（鳥取大学）

「Tau由来ペプチド設計に基づく微小管内部空間
の機能開拓」

4. 新井 亮一（信州大学）
「タンパク質ナノブロックによる自己組織化ナノ
構造複合体の創製」

5. 高谷 光（京都大学）
「メタル化ペプチドを基盤とする人工酵素の創
製」

6. 溝端 知宏（鳥取大学）
「環境応答型分子シャペロンが見せる可逆線維化
反応とその応用」

©­­­«
まつうら かずのり
鳥取大学学術研究院

工学系部門応用化学講座
ma2ra-k@tottori-u.ac.jp

ª®®®¬
留学体験記（ダブル・ディグリー・プログラム）

中川 夏美

1. はじめに
私は，北海道大学 大学院総
合化学院生物化学コース生物
化学研究室にて坂口和靖先生
のご指導のもと，細胞内での
タンパク質機能の解明による
生命原理の理解に努め，4 月
より久留米大学医学部化学教
室の助教に着任いたしました。
博士後期課程において北海道
大学大学院総合化学院とモントリオール大学とのダ
ブル・ディグリー・プログラム生として，癌抑制タン
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パク質 p53 における四量体形成ドメインの翻訳後修
飾と進化について研究を行い，北海道大学とモント
リオール大学より学位を授与されることとなりまし
た。本留学体験記では，私が経験した「ダブル・ディ
グリー・プログラム」の制度について述べ，博士後期
課程 2年次に一年間（2018年 4月～2019年 3月），
カナダ・モントリオール大学の James G. Omichinski
先生の研究室に所属していた時の研究および日常生
活について報告します。

2. ダブル・ディグリー・プログラムについて
「ダブル・ディグリー・プログラム」は，学生が所
属する日本の大学と留学先の海外の大学との両大学
にて教育および研究指導を受けることにより，両大
学から学位を取得することができるプログラムです。
日本の大学に在籍しながら海外の大学にフルタイム
の正規生として留学できることが特長です。北海道
大学大学院総合化学院とモントリオール大学は，ダ
ブル・ディグリー・プログラムに関する協定を結ん
でいます。私は修士 1 年次にモントリオール大学の
Omichinski先生の研究室へ 2ヶ月間の研究留学をし
ており，それがきっかけでダブル・ディグリー・プ
ログラムに挑戦しました。一年間留学し研究を行う
上で，モントリオール大学の入学試験・入学料・授
業料は免除されました。また，一年間留学した上で，
在学期間を延長することなく修了できたことも大き
なメリットでした。留学中に受講し取得した単位は，
北海道大学に単位認定され，単位についても問題な
く修了要件を満たすことができました。現在，ダブ
ル・ディグリー・プログラム制度を導入する大学・部
局が増えつつあります。北海道大学大学院総合化学
院の新システムでは，私が一人目のダブル・ディグ
リー・プログラム生でしたので，不安はありつつも
ファーストペンギンとして挑戦してみようという気
持ちでおりました。先生方や事務の方のサポートの
おかげで，学位取得までやり遂げることができまし
た。次に挑戦する後輩たちが少しでも楽に取り組ん

図 1 コーネル大学のシンクロトロン施設にて

でもらえれば良いなと思っています。

3. 研究と学位取得について
私はこれまで，癌抑制タンパク質 p53 の四量体
形成ドメインの安定性制御を介した機能制御機構に
ついて明らかとすることを目的として研究を進めて
きました。p53 は，紫外線や放射線などの遺伝毒性
ストレスを含む多様な細胞ストレスに応答し，細胞
周期停止やアポトーシスを誘導することでゲノムの
完全性を維持するタンパク質であり，その機能発現
には四量体形成ドメインを介した四量体化が必須で
す。修士からは，脊椎動物における p53 四量体形成
ドメインの進化について研究を始め，魚類から哺乳
類までの p53 四量体形成ドメインの構造安定性解析
および転写活性に与える影響を解析してきました。
Omichinski先生は，タンパク質の構造解析における
プロフェッショナルであり，X 線結晶構造解析およ
び NMR によるタンパク質の立体構造解析を行い，
それに基づいてタンパク質–タンパク質相互作用を理
解するということを研究室で取り組んでいらっしゃ
います。そのためのタンパク質の大腸菌発現・精製
の方法や設備，相互作用解析のための等温滴定カロ
リメトリーなどの装置も整っています。そこで私は，
脊椎動物の p53 四量体構造を明らかとするため，四
量体形成ドメインペプチドの X線結晶構造解析を実
施しました。計画した生物種のうち，脊椎動物の進
化過程で最も重要なシーラカンスの p53 四量体構造
を明らかとすることができました。X 線結晶構造解
析のため，アメリカ・コーネル大学のシンクロトロ
ン施設を訪問し，自分が作製した結晶の X線回折を
測定させていただき，感激しました（図 1）。

2019年 1月には，モントリオール大学側の博士中
間報告会があり，坂口先生にモントリオールに来て
いただき，Omichinski 先生と副指導教員の Stephen
Michnick先生と discussionを行いました（図 2）。建
設的で前向きな discussionをしていただき，アドバイ
スをいただきました。その中で，educationというも
のを強く認識し，何を質問してどのように引き出す
と discussion が楽しく感じられるかを意識しようと
思った出来事でした。2019年 12月には，Omichinski
先生と Michnick 先生に北海道大学まで来ていただ

図 2 坂口先生（左）と Omichinski先生
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き，北海道大学，モントリオール大学および外部委
員の合計 7 名の審査員による学位論文の defense を
行いました（図 3）。公開論文説明会では，defenseと
同様に英語で発表しました。

4. 日常生活について
モントリオールは，フランス語圏であり，街の看
板から道路標識まで全てフランス語で書かれていま
す。モントリオール大学は，私立の名門校で，パリ
大学に次ぐ第 2 位のフランス語の大学です（図 4）。
学部の講義のほとんどはフランス語で行われますが，
研究室では私を含めフランス語を話さない留学生が
多く，Omichinski先生も英語圏のご出身だったこと
もあり，研究室内においては英語でのコミュニケー
ションで問題ありませんでした。大学院生向けの講
義は，受講する学生に合わせて先生が言語を決めて
いるそうで，私が受けた生体分子の構造解析に関す
る講義は英語でした。座学で学んだ後には，クライ
オ電子顕微鏡や小角 X 線散乱（SAXS）などモント
リオール大学にある最先端の装置を実際に使う講義
があり，大変勉強になりました。ただし，大学から
のメールや書類はほとんどがフランス語で書かれて
いたので，フランス語を話す学生にいつも助けても
らっていました。私は，一年間で簡単な自己紹介と
数字くらいなら分かるようになり，初対面の人がフ
ランス語で道を尋ねてきても対応（こちらは英語で）
できました。何を言っているかは分からなくても，
何を言いたいのかは分かるということを学びました。
実験室と学生たちの居室は，Omichinski先生と奥
様の Pascale Legault先生の研究室とで共有されてい
ます。研究室のメンバーの出身は，カナダ，フラン
ス，スペイン，ドイツ，インド，エジプト，モロッ
コと様々でした。先生夫妻を含めて，育児と研究を
両立させているメンバーも多く，研究の進め方や時
間の使い方など，とても参考になりました。1 年の
中で，夏のバカンスと冬のクリスマス休暇を本当に
楽しみにしている様子でした。バカンスは，各々自
分の好きな時期に 1～2週間休むので，秘書さんたち
もお休みがずれていて，大学全体の機能としてはス
トップしませんでした。クリスマスは，学科と研究

室でのクリスマスパーティーが早めに開催された後，
年始まで休みの期間がありました（図 5）。学科のク
リスマスパーティーは，前半にビュッフェスタイル
のお食事があり，後半はお酒を飲みながらのダンス
パーティーでした。先生方や学生の子供たちも会に
参加していました。研究室のパーティーは，学生が
お料理を一品ずつ持ち寄るスタイルでした。様々な
国籍のメンバーが集まっているので，お料理も様々
でとても楽しめました。休暇前に仕事を終わらせて，
休暇後はリフレッシュしてまた仕事を頑張れるとい
う切り替えがモチベーション維持に重要なのだと感
じました。

5. おわりに
ダブル・ディグリー・プログラムへの挑戦を応援し
てくださり，ご指導いただいた，坂口先生，Omichinski
先生に厚く御礼申し上げます。このプログラムに
よって得られた経験や気づきは，私の研究者として
の将来にとって大きなアドバンテージとなりました。
今後は，それらを学生たちに伝えるとともに，多く
の学生が留学のチャンスを手にすることを強く願っ
ています。
末筆ではございますが，今回の留学体験記を執筆
する機会をくださった鎌田瑠泉先生をはじめとする
PNJ 編集委員の先生方に感謝申し上げます。本留学
体験記がダブル・ディグリー・プログラムを知るきっ
かけ，あるいは一年間の留学に挑戦するきっかけと
なれば幸いです。

©­­­­­­«

なかがわ なつみ
北海道大学大学院総合化学院

生物化学コース生物化学研究室
（4月より久留米大学医学部化学教室）
nakagawa_natsumi@med.kurume-u.ac.jp
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図 3 defense後に審査員の先生方と
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図 4 モントリオール大学 Pavillon Roger-Gaudry

図 5 クリスマスパーティーにて

第 52回若手ペプチド
夏の勉強会開催中止のお知らせ

第 52回若手ペプチド夏の勉強会を，2020年 8月
10日㈪～12日㈬の日程で，福島県郡山市にて開催
する予定でしたが，昨今の新型コロナウイルス感染
症の拡散状況及びそれに係る行政の方針等を考慮し
まして，本会世話人及び若手ペプチド夏の勉強会幹
事会の協議において，誠に残念ながら中止すること
に決まりました。
次回は 2021年に，小松徹先生（東京大学），門之
園哲哉先生（東京工業大学），三木卓幸先生（東京工
業大学）のお世話のもと開催される予定です。

第 52回若手ペプチド夏の勉強会世話人
谷口 敦彦，田口 晃弘（東京薬科大学）

若手ペプチド夏の勉強会幹事会代表
高山 健太郎（京都薬科大学）

2020年度日本ペプチド学会
「奨励賞」候補者推薦募集

2020年度日本ペプチド学会「奨励賞」候補者を奨
励賞選考規程および内規に従って募集します。下記
の「推薦書の作成要領」に従って，会長宛の推薦書
類（推薦書および添付の主要論文 3 編からなる）を
作成し，日本ペプチド学会事務局まで郵送ください。
また，同時に，郵送書類の PDFファイルを電子メー
ルで送付してください。

書式（Microsoft Wordファイル）は以下の URLか
らダウンロードしてください。

https://www.peptide-soc.jp/file/form/award/shorei.doc

書類の送付先：
〒562–0015箕面市稲 4–1–2
日本ペプチド学会事務局
日本ペプチド学会 2020年度「奨励賞」候補者受付

PDFファイルの送付先：
日本ペプチド学会事務局
E-mail：jps@peptide-soc.jp
締切：

2020年 5月 31日（郵送分は消印有効）

申し込み後 1 週間経っても事務局から受け取りの
メールが届かない場合には，事務局宛に必ず確認の
メールをくださるようにお願いいたします。

推薦書の作成要領：
1. 所定の様式に従って，A4判用紙に作成のこと。
2. 1 頁目に，推薦者および被推薦者とも，日本ペ
プチド学会会員番号を明記すること。

3. 1 頁目に，被推薦者の生年月日および年齢を明
記し，奨励賞選考規程および内規に準じている
ことを明示すること。

4. 推薦者は 1頁目に氏名を記入し，捺印した書類
を郵送，送付すること。ただし，PDFファイル
では捺印無しのものを送付しても良い。

5.「推薦理由」は 2,000字程度で記載すること。
6. 対象の研究業績リストは，新しい年代のものか
ら順に番号を付して記し，主要論文 3編には番
号の前に◎印を付すこと。なお，主要論文 3編
のコピー（各 1部）を添付すること。電子メー
ルで送付の書類では，各論文の PDF ファイル
を同時に添付して送付すること。

7. ペプチド討論会での発表リストは，新しい年代
のものから順に番号を付して記し，本人が発表
のものには番号の前に○印を付すこと。

Akabori Memorial Award 2020
授賞候補者推薦募集（予告）

Akabori Memorial Award 2020 授賞候補者の推薦
募集について，2020年 4月頃（予定）に学会ウェブ
サイトにてお知らせいたします。募集締切は 6 月を
予定しています。
受賞者の方には，2020年 11月 9日～11日に鳥取
で開催される「第 57回ペプチド討論会」にて受賞講
演を行っていただきます。
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2020年度行事予定

2020年 4月 25日㈯
第 103回新旧合同理事会（ウェブ会議，メール審議）

2020年 8月 10日㈪～12日㈬
第 52回若手ペプチド夏の勉強会（中止）

2020年 11月 8日㈰
日本ペプチド学会市民フォーラム 2020
場 所：とりぎん文化会館（鳥取県鳥取市）
世話人：松浦 和則（鳥取大学）

2020年 11月 8日㈰
第 104回理事会・第 39回評議会合同会議

2020年 11月 9日㈪～ 11月 11日㈬
第 57回ペプチド討論会
場 所：とりぎん文化会館（鳥取県鳥取市）
世話人：松浦 和則（鳥取大学）

2020年 11月 10日㈫
2020年度日本ペプチド学会通常総会

2021年 1月（予定）
第 105回理事会

新編集委員

矢野 義明

本年より PNJ の編集委員を
担当させて頂きます，京都大
学の矢野と申します。ペプチ
ド学会の皆様にはいつもお世
話になり，常日頃から研究者
として多くの刺激を頂いてお
り感謝しております。編集委
員として，先生方にお願いす
る事が多々あると思いますが
何卒ご協力のほどよろしくお

願い申し上げます。

編集後記

ペプチドニュースレター No. 116号をお届けいた
します。本号では，ペプチド・タンパク質化学やアカ
デミア発創薬まで幅広い分野の先生方にご執筆をお
願いしました。また，第 26回ペプチドフォーラムの
開催報告，留学体験記をご寄稿いただきました。ど
うぞお楽しみください。本号でも読者アンケートを
実施いたします。ご協力のほどよろしくお願いいた
します。
新年度が始まりましたが，新型コロナウイルスへ
の対応で皆様は慌ただしい日々をお過ごしかと思い
ます。また，今年度の若手ペプチド夏の勉強会が非
常に残念ながら中止となるなど，大きな影響が出て

おります。この状況がいつまで続くのかはわかりま
せんが，一日でも早く通常の生活が送れるようにな
ることを願っています。

116号アンケートフォーム URL：
https://forms.gle/6Up6qQDES4LtgyG5A

（編集委員：鎌田 瑠泉）
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