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第 61回ペプチド討論会の開催にあたって
〜ようこそ名古屋へ〜

村上 裕

林 剛介

第 61 回ペプチド討論会
を，愛知県名古屋市にある
名古屋大学東山キャンパス
で，10月 29日㈫から 31日
㈭ にかけて開催します。名
古屋市は，東海道新幹線のす
べての列車が停車し，セント
レア空港からも近い，アクセ
スの良い地域です。歴史的
には，織田信長，豊臣秀吉，
徳川家康の三英傑が活躍し
た地で，名古屋城（2009 年
から約 150 億円，10 年をか
けて復元した御殿が有名），
万松寺（信長が抹香を信秀公
の位牌に投げつけた逸話で
知られる），徳川園（尾張徳
川家の庭園や宝物）など，多
くの史跡があります。
討論会の会場となる名古屋大学の豊田講堂は，名古
屋駅から乗り継ぎ（東山線 – 名城線）を含めて約 30
分とアクセスが便利な場所にあります。名古屋大学駅
を降りると，広がる緑の芝生の向こうに，堂々とした
豊田講堂が見えます。この建物は鉄筋コンクリートを
基調とした堅牢な構造と，中央が隆起した独特な屋根
のデザインが特徴で，日本のモダニズム建築の代表作
の一つです。2011 年にはその歴史的価値と優れたデ
ザインが認められ，国の登録有形文化財に指定されて
います。晴れた日には，緑の芝生，モダンな豊田講
堂，そして青い空が印象的な風景を作り出します。
口頭発表が行われる会場は 1,600 席を有し，多くの
参加者を収容できます。また，ホールには 200 件近
いポスター発表が可能なスペースがあり，口頭発表会
場，ポスター発表会場，企業ブースが近接しているた
め，スムーズな発表が可能です。さらに，大学生協が
近くにあり，昼食の心配もありません。懇親会は，新
しい大学生協の建物で，10月 30日に開催します。
海外からの招待講演者として，通常より多い 6名の
先生方をお招きしています：Prof. Junfeng Zhao（広
州医科大学，中国），Prof. Oliver Hantschel（フィ
リップ大学マールブルク，ドイツ），Prof. Shibo Jiang
（復旦大学，中国），Prof. EE Pui Lai Rachel（シン

ガポール国立大学，シンガポール），Prof. Soonsil
Hyun（忠北大学校，韓国），Prof.Hyun JinKim（仁
荷大学校，韓国）。いずれの先生方も非常にアクティ
ブに研究を進めており，学会や懇親会での積極的な交
流が期待されます。
また，日本ペプチド学会賞受賞講演では，前学会長

の坂口和靖先生（北海道大学）が「ペプチド科学を基
盤とした生命現象における多量体化および複合体形成
を介した機能制御機構の解明とその応用」について講
演されます。さらに，日本ペプチド学会奨励賞受賞講
演として，稲葉央先生（鳥取大学），河野健一先生（京
都大学）のご講演も予定されています。招待講演およ
び受賞講演を含め，口頭発表は約 50 件，ポスター発
表は 150件以上を予定しています。名古屋というアク
セスの良さから，多くのお申し込みをいただき，あり
がとうございます。時間の制約により，口頭発表にお
申し込みいただいた一部の方にポスター発表をお願い
しましたこと，ご理解とご協力に感謝申し上げます。
討論会終了後の 11月 2日㈯ 13:30〜16:30には，名

古屋大学工学部 1号館で日本ペプチド学会市民フォー
ラム 2024 も開催されます。アカデミックからは，本
学会会長の大高章先生，名古屋大学の本多裕之先生に
ご講演をお願いしております。本市民フォーラムに
も，ぜひご参加ください。
本討論会の開催にあたり，多くの企業・財団から出

展，協賛，ご寄附，要旨集広告やウェブページ・バ
ナー広告，ランチョンセミナーのお申し込みをいただ
きましたこと，厚くお礼申し上げます。また，討論会
の準備や運営，プログラム編成等にご尽力いただいた
実行委員の皆様，特に布施新一郎先生（名古屋大学），
山崎直人先生（名古屋大学），愛場雄一郎先生（名古
屋大学），清水一憲先生（名古屋大学），秋山裕和先生
（名古屋大学），大石俊輔先生（名古屋大学），玉村啓
和先生（東京科学大学）に，深く感謝申し上げます。
ペプチド学会事務局の宮嶋令子様ならびに森川和憲様
には，事務処理や折衝，討論会ホームページおよびオ
ンライン評価登録システムの構築に多大なご支援をい
ただきました。この場をお借りして，心よりお礼申し
上げます。
本討論会を共催いただく日本化学会，日本生化学

会，日本蛋白質科学会，日本薬学会，名古屋大学工学
部，名古屋大学未来社会創造機構ナノライフシステム
研究所，後援いただく日本ケミカルバイオロジー学
会，日本農芸化学会，有機合成化学協会様にも，深く
感謝申し上げます。
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第 61 回ペプチド討論会が，会員の皆様による活発
な情報交換や共同研究の推進，さらには国内外の交流
の機会となるよう，全力を尽くしてまいります。本討
論会が，ペプチド科学の一層の発展に寄与できること
を心より願っております。©«

むらかみ ひろし
名古屋大学大学院工学研究科

murah@chembio.nagoya-u.ac.jp

ª®¬©«
はやし ごうすけ

名古屋大学大学院工学研究科
hayashi@chembio.nagoya-u.ac.jp

ª®¬
セレノグルタチオンの抗ストレス作用

1.はじめに

岩岡 道夫

セレンは生体必須微量栄養
素であり，生体内では通常セレ
ノシステイン（Sec）として存
在し，様々な酵素の反応中心に
含まれている。Sec はシステ
イン（Cys）の硫黄原子がセレ
ン原子に置換した天然アミノ
酸であり，21 番目のタンパク
質構成アミノ酸として知られ
ている1。一方，グルタチオン
（GSH）は γ-Glu-Cys-Gly の分子構造をもつ 3 残基の
水溶性ペプチドであり，細胞内に豊富に存在し，フ
リーラジカルや過酸化物などの活性酸素種（ROS）を
分解する一方で，糖化ストレスの原因となるメチルグ
リオキサール（MG）を分解したり，有害な細胞内異
物と反応してこれを無毒化したりするなど，生体内の
レドックス恒常性の維持とストレス解消に重要な役割
を果たしている2,3。セレン原子は硫黄原子よりも高
い求核性と酸化還元反応性をもつので，GSH を構成
する Cys の代わりに Sec をもつセレノグルタチオン
（GSeH，1）は，GSHよりも高いレドックス活性や抗
ストレス作用を示すものと期待される。本稿では，
我々が最近明らかにした非天然トリペプチドである 1
のユニークな反応性4について紹介する。

2. GSeH (1)の発生法

GSeH (1) のセレノール基（–SeH）は溶存酸素に
よっても容易に酸化されるため，セレノグルタチオン
は通常ジセレニド体（GSeSeG，2）として単離され

図 1 セレノグルタチオンの構造と酸化還元反応

る。ジセレニド 2は安定な化合物で，室温で放置して
もすぐには分解されない。このことは，逆に 2を還元
して得られる GSeH (1) が高い反応性（還元性）をも
つことを示している（図 1）。セレノグルタチオンの
ユニークな反応性を引き出すには，ジセレニド 2を何
らかの方法で活性化してセレノールの状態へと変換す
る必要がある。
Hilvert らは以前，ジセレニド 2 はグルタチオンレ

ダクターゼ（GR）の存在下，NADPH で還元されて
セレノール 1 を生じることを報告した5（式 1）。2 は
グルタチオン酸化体（GSSG）と構造的にほぼ等価で
あるので，GR の基質となるのである。2 の GR に対
する基質親和性は GSSG の GR に対するそれの約 10
分の 1 であると報告されている5。実際に，我々がリ
ン酸緩衝生理食塩水中 37℃において 2（0.5mM）と
NADPH（1.5mM）と GR（10 units/mL）を 10分間
混合したところ，89％の変換率で 1が生成しているこ
とが，HPLC 分析から明らかになった（図 2）。一方，
本稿では省略するが，セレノール 1はジセレニド 2と
過剰量の GSH との反応によっても生成することが最
近明らかになった4（式 2）。これらの結果は，細胞内
において 2 は酵素反応（式 1）および非酵素反応（式
2）のいずれによっても活性化されて，1 が発生する
ことを示唆している。

GSeSeG (2) + NADPH + H+ GR−−−→ 2GSeH (1) + NADP+
式 1

GSeSeG (2) + 2GSH −−−→←−−− 2GSeH (1) + GSSG 式 2

3. GSeH (1)の抗酸化ストレス作用

グルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）は Sec を
活性中心にもつ抗酸化酵素で，生体内で発生した過
酸化水素（H2O2）やヒドロペルオキシド（ROOH）
を GSH を用いて無害な水やアルコールに分解する。
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図 2 酵素反応による GSeSeG (2) から GSeH (1) の生成。
上段は反応前，下段は反応後の HPLC チャート。反
応条件は本文中に記載。文献 4を参考に作成。
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我々は以前，無細胞系において GSeSeG (2) が高い
GPx 様の触媒活性を示すことを報告した6。式 1 の反
応によって生じた GSeH (1) は H2O2 と速やかに反応
してセレネン酸 GSeOH と H2O を生じる。GSeOH
は GSH と素早く反応してセレノスルフィド GSeSG
となる。GSeSG は安定な中間体であり，NMR で反
応を追跡した限りでは，これに過剰の GSH を加えて
も GSeH (1) に還元されることはなかった。しかし，
GSeSG は 2 と同じく GSSG と構造的に等価であり，
GRと NADPHの共存下では還元されて 1を再生する
ものと考えられる（式 3）。2 が高い GPx 様活性を示
したのは，安定な GSeSG 中間体が GR の作用によっ
て還元されるためであろう。我々は，合成した 2を用
いて一連の反応を 77SeNMRによって追跡し，反応中
間体のいくつかを観測することに成功した7（図 3）。

GSeSG + NADPH + H+ GR−−−→ GSeH (1) + GSH + NADP+
式 3

4. GSeH (1)の抗糖化ストレス作用

メチルグリオキサール（MG）は終末糖化産物
（AGEs）の前駆物質の一つであり，細胞に糖化スト
レスをもたらす要因物質である。グリオキサラーゼ
Ⅰ（GLO1）は GSH を用いて MG を分解する酵素で
ある8,9（図 4）。GSHはMGと反応してヘミチオアセ
タール中間体を生成し，その後 GLO1 の作用によっ
て S-ラクトイルグルタチオンへと異性化する。GR と
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図 3 GSeSeG (2) の GPx 様触媒サイクル。観測された中
間体の 77Se NMR スペクトルを図中に示した。文献
7を参考に作成。

図 4 メチルグリオキサール（MG）と GSHとの反応

図 5 メチルグリオキサール（MG）とMDBとの反応

NADPHを用いて GSeSeG (2)から発生させた GSeH
(1) に，当量の MG を加えて反応させ，反応溶液中
の未反応の MG の割合を測定した。未反応の MG は
1,2-ジアミノ-4,5-メチレンジオキシベンゼン二塩酸塩
（MDB）と反応させ，生成した MG-MDB 付加物を
393 nm での溶液の蛍光強度によって定量した10（図
5）。その結果，MG が 1 の存在下で急速に消費され
た（30分で約 50％）のに対し，GSHとMGの間の反
応は遅いことが分かった（図 6）。この反応では 1 と
MG との間の反応生成物を同定することはできなかっ
たが，GRおよび NADPHの存在下で GSeSeG (2)が
GLO1 様の抗糖化ストレス活性を示すことが確認で
きた。
以上の検討から，2 が GPx 様および GLO1 様のメ

カニズムを通じて抗ストレス作用をもつことが明らか
になった。したがって，2 は GPx および GLO1 の効
果的な酵素ミミックであり，細胞内の酸化ストレスお
よび糖化ストレスを抑制するためのプレ触媒として適
用できる可能性が示された。

5. GSeSeG (2)の HeLa細胞に対する抗ストレス作用

GSeSeG (2)の生体内における機能検証については，
Hilvert らが以前 2 を in vivo でのタンパク質フォー
ルディング試剤として応用した例がある11が，それ以
外の研究例は報告されていない。そこで，我々は生
きた細胞を用いて，2 の抗ストレス活性を評価する
ことにした。まずは，取り扱いやすい HeLa 細胞を
用いた実験系を構築した。HeLa 細胞を事前に 2 で
処理し，その後 H2O2（1mM）の添加により細胞を
酸化ストレスに晒した。2と H2O2 の濃度は，細胞生
存率が 50％前後に保たれるように事前に調整した。
前処理の間に，2 は細胞内に取り込まれ，NADPH と
GR（式 1），あるいは高濃度の GSH（式 2）によって
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図 6 GSeH (1)（または GSH）による抗糖化ストレス活性。
反応条件：リン酸緩衝生理食塩水中，0.5mM GSeH
(1)（または GSH）と 0.5mMMGを 37℃で 0〜48時
間反応。未反応 MG の割合は，反応液の一部を取り
出して MDB を加え，393 nm の蛍光強度を用いて定
量。文献 4を参考に作成。
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GSeH (1) に還元され，これが図 3 に示した抗酸化サ
イクルを通じてH2O2によって引き起こされる酸化ス
トレスを軽減すると予想した。観測された HeLa 細
胞の生存率を図 7に示す。
H2O2 を添加しないとき，細胞を 25 または 50µM
の 2 で処理しても細胞生存率は一定（約 100％）に
保たれた。このことは，2 が少なくとも濃度 50µM
までは無毒であることを示している。2 のこの特性
は，HeLa 細胞に対して強い毒性を示す亜セレン酸
（LD50 = 1.2µM）と比較して顕著な違いがあった12。
一方，H2O2 を添加すると，同じ濃度の GSHと GSSG
で前処理した細胞は生存率が大幅に減少し（それぞれ
44％と 33％），コントロールと比較しても細胞生存率
の改善は観察されなかった。GSH および GSSG はす
でに細胞質内に高濃度で存在しているため，これらの
結果は，1mM H2O2 によって引き起こされる酸化ス
トレスが強すぎて，通常の濃度レベルの GSH および
GSSG では緩和できないことを示している。対照的
に，2 で前処理した細胞は，細胞生存率が 80％以上
に改善した。2 の抗酸化能力をより定量的に評価する
ために，1.2mM H2O2 による酸化ストレスに対する
HeLa細胞の生存率を 2の濃度を変化させて測定した
ところ，0.5µM という低濃度の 2 によっても細胞の
生存率が 21％から 57％に向上することがわかった。
細胞膜を介した 2 の細胞内への取り込みのメカニズ
ムは不明だが，細胞生存率アッセイの結果は 2が細胞
内に侵入し抗酸化ストレス活性を発揮したことを明確
に示すものである。本稿では省略するが，H2O2 によ
る酸化ストレスと同様に，MG 添加による糖化ストレ
スに対しても 2が抗ストレス活性を示すことが，我々
の別の実験から示されている4。
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図 7 HeLa細胞を用いたH2O2 に対する細胞生存率アッセ
イの結果。細胞を GSH，GSSG，または GSeSeG (2)
で前処理した後に H2O2 によるストレスを与えた。
細胞生存率はキシレノールオレンジ処理することに
より求めた。CN：コントロール。文献 4 を参考に
作成。

6.おわりに

セレノグルタチオンがもつユニークな反応性の応用
として，以前にタンパク質の酸化的フォールディング
試薬としての応用5,7,13,14，ラジカルスカベンジャーと
しての利用15,16，有機水銀との反応の検討17，などが
報告されている。これらに加えて，本稿で述べたよう
に，我々は最近セレノグルタチオンが GPx 様および
GLO1 様の抗ストレス作用をもつことを明らかにし
た。細胞を用いた実験でもセレノグルタチオンが同様
の作用をもつことを明らかにした点は，重要な成果で
ある。GSeSeG (2)は安定で細胞毒性も低いことから，
2 を抗ストレス剤として臨床応用できる可能性があ
る。2 を薬剤として応用するまでには，2 の細胞内へ
の取り込みメカニズムの解明，細胞内での 2のリサイ
クルシステムを含む代謝産物の解析と同定など，様々
な課題に引き続き取り組む必要があろう。
最後に，本稿で述べた研究は，国内外の多くの研究

者との共同研究によって進められました。お世話に
なった方々にこの場を借りて深く感謝申し上げます。
特に，大阪大学蛋白質研究所の北條裕信教授と武居俊
樹助教には，研究の当初よりペプチド合成のノウハウ
を丁寧にご教授頂きました。GSeSeG (2) の効率的な
合成法は当研究室の卒業生である下平伸吾博士により
確立されました。無細胞系および細胞系での 2 の活
性評価は東海大学工学部の金森審子教授との共同研究
で進められました。さらに，実験に熱心に取り組んで
もらった研究室の学生諸君にも感謝申し上げます。
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δ-セレノリシンを介したユビキチン化反応

1.はじめに

和泉 雅之

高知大学理工学部の和泉雅
之と申します。このたびは，本
ペプチドニュースレターに寄
稿する機会をいただきありが
とうございます。お声かけい
ただいた大阪大学蛋白質研究
所の武居俊樹先生に心より御
礼申し上げます。
筆者がタンパク質化学合成
に携わることとなったきっか
けは，大阪大学大学院理学研究科の梶原康宏教授のも
とで ERATO伊藤グライコトリロジープロジェクトに
研究員として参加させていただいたことです。このプ
ロジェクトでは，小胞体内の糖タンパク質品質管理
機構において糖タンパク質のフォールディング状態
を見分けているフォールディングセンサー酵素 UDP-
glucose:glycoprotein glucosyltransferase（UGGT）
の基質認識に関する研究をおこないました。UGGT
はハイマンノース型M9糖鎖を有する糖タンパク質の
フォールディング状態を識別し，天然型にフォール
ディングしていない糖タンパク質にだけグルコースを
転移します。そして，このグルコースを含む G1M9
糖鎖を認識するシャペロンであるカルネキシン/カル
レティキュリンが天然型へのフォールディングを促進

します。この機構は，カルネキシンサイクルと呼ばれ
ています。筆者は，UGGTの基質として意図的にミス
フォールドされた糖タンパク質プローブの合成を行い
ました1。その後，大阪大学梶原研究室で講師，准教
授を務め，カルネキシンサイクルでは天然型にフォー
ルディングできなかったミスフォールド糖タンパク質
のユビキチン – プロテアソーム系での分解機構解明
のためのプローブとして，ユビキチン化糖タンパク質
の化学合成に取り組みました。2017 年に高知大学理
工学部化学生命理工学科教授として着任し，引き続き
ユビキチン化反応の開発をおこなっています。本稿で
はこの研究について紹介いたします。

2.ユビキチン化反応

ユビキチン（Ub）は，酵母からヒトまですべての
真核生物で高度に保存されているアミノ酸 76 残基か
らなる小さなタンパク質です。ユビキチン化とは，ユ
ビキチンの C 末端カルボキシ基が別のタンパク質中
のリシン側鎖アミノ基とイソペプチド結合を形成する
翻訳後修飾です。ユビキチンは 7つのリシン残基を有
しており，N 末端を含む 8 つのアミノ基を介した多
様なポリユビキチン鎖を形成することで，タンパク質
の分解，シグナル伝達，DNA 修復など多様な生理活
性を示します。それぞれのポリユビキチン鎖の機能を
調べるためのプローブとして，構造の明確なポリユビ
キチン鎖が化学合成されています。構造の明確なユビ
キチン化タンパク質プローブの合成には，大きく分け
て，1）補助基を介した連結反応，2）δ-または γ-メル
カプトリシンを介した連結反応，3）isoUb 連結反応
の 3つの戦略が使われています。これらの詳細につい
ては総説を参照してください2。本稿では，筆者の利
用した δ-メルカプトリシンを介した連結反応である
イソペプチドケミカルライゲーションについて説明し
ます。

3. δ-メルカプトリシンを介したユビキチン化反応

化学選択的なユビキチン化反応として，Brik らは
δ-メルカプトリシンを介したイソペプチドケミカルラ
イゲーション（ICL）法を開発しました3。ICL 法と
は，ユビキチン-α-チオエステルと δ-メルカプトリシ
ンがチオール – チオエステル交換反応と引き続く δ-S
→ ε-Nアシル転移反応により，ネイティブケミカルラ
イゲーション（NCL）法と同様の反応機構でイソペプ
チド結合を形成する合成法です（図 1，X = S）。彼ら
は，ICL 法を用いてポリユビキチン化 α-シヌクレイ
ン4やユビキチン化グリコシル化 H2B5などの精密化
学合成を報告しています。
我々は，この ICL 法を利用してユビキチン化糖タ

ンパク質プローブの合成を行いました6。糖タンパク
質には，合成報告のあるケモカイン CCL1を選択し7，
糖鎖には糖タンパク質の小胞体関連分解に関与する
M9糖鎖を選択しました。73残基の CCL1にはシステ
インが 6残基あり，糖ペプチドを含む 3つのペプチド
セグメント［CCL1(1–25)，CCL1(26–29N(M9)–32)，
CCL1(33–42mercaptoK–73)］に分割し，NCL で連
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結して合成することとしました。ICL 法では，
イソペプチド結合形成後に δ 位のメルカプト
基を脱硫化により水素に変換する必要があり
ます。そのため，CCL1 中のシステイン側鎖は
アセトアミドメチル（Acm）基で保護しまし
た。まず，NCL により CCL1(26–29N(M9)–32) と
CCL1(33–42mercaptoK–73)を連結して CCL1(26–73)
を合成し，次にユビキチン-α-チオエステルを ICL 法
により連結しました。その後，脱硫化と Acm 基の脱
保護をおこない，最後に NCL により CCL1(1–25) を
連結して目的とするユビキチン化 M9 糖鎖含有 CCL1
を得ました（図 2）。このように，ICL 法を用いて糖
鎖とユビキチンという二つの翻訳後修飾を受けた複雑
なプローブの合成に成功しましたが，δ-メルカプトリ
シンを介した ICL 法では脱硫化が必要であるため，
ジスルフィド結合を有する糖タンパク質などのユビキ
チン化プローブを合成するためにはそれぞれの糖タン
パク質に適した合成戦略を考える必要があり，一般的
なユビキチン化糖タンパク質の合成法とするには効率
的ではないと考えました。

4. δ-セレノリシンを介したイソペプチド結合形成
反応
上述のように，糖タンパク質などシステイン残基
を有するタンパク質のユビキチン化プローブの合成
に ICL 法を用いると，合成ルートが多段階で複雑に
なってしまいます。NCL-脱硫化を用いたタンパク質
化学合成において，連結部位にシステインの代わりに
セレノシステインを用いることで，もともと含まれて
いるシステイン残基の側鎖を遊離のままで化学選択的
に脱セレノ化できることが報告されています8。そこ
で，我々は ICL 法に δ-セレノリシンを利用すれば，
システイン側鎖を保護することなくイソペプチド結合
形成-脱セレノ化が可能であると考えました9（図 1，
X = Se）。

まず，δ-セレノリシンの新規合成法を確立しまし
た。Metanis らは γ-セレノリシンを介したイソペプ
チド形成反応を報告していますが，その中で L-グル
タミン酸を出発原料とする δ-セレノリシンの合成は
成功しなかったと報告しています10。我々は，ラセミ
体である市販の δ-ヒドロキシ-DL-リシンを出発原料と
し，求核置換反応により δ 位にセレンを導入したの
ち，側鎖の δ位のセレンと ε位のアミノ基をセレナゾ
リジンとして保護しました。そして，L-アミノアシ
ラーゼにより L 体だけの α 位の脱アセチル化をおこ
なうことで光学分割し，α位を Fmoc基で保護した δ-
セレノ-L-リシン誘導体を得ました（図 3）。
次に，δ-セレノリシンを介したイソペプチド結合形

成反応（セレノイソペプチドケミカルライゲーショ
ン：SeICL）を確立するため，K48連結型ジユビキチン
の合成を検討しました（図 4）。まず，Fmoc-δ-セレノ-
L-リシン誘導体を用いて，Fmoc固相合成により 48位
に δ-セレノリシンを有する Ub(45C–48selenoK–76)-
ヒドラジドと Ub(45C–76)-チオエステルを合成しまし
た。そして，Ub(45C–48selenoK–76)-ヒドラジドの
側鎖セレナゾリジンを脱保護した後，還元剤であるト
リス (2-カルボキシエチル) ホスフィン（TCEP）存在
下で pH6.5の 6Mグアニジン塩酸塩-リン酸緩衝液中
で Ub(C45–76)-チオエステルとの SeICL をおこない，
引き続き過剰量の TCEP を加えて脱セレノ化をおこ
なったところ，目的とする生成物は得られたものの，
酸化により δ-ヒドロキシリシンに変換された副生成
物，セレナゾリジンの脱保護で遊離したホルムアルデ
ヒドと TCEP がヒドラジドに付加したと考えられる
副生成物など，複雑な混合物を与えました（図 4A）。
副反応を考慮して種々条件検討をおこない，ホルムア
ルデヒドのスカベンジャーとしてメトキシアミンを添
加し，反応液を十分脱気することで，目的物であるイ
ソペプチド結合したジユビキチン (45–76) ペプチドを

図 1 δ-メルカプトリシン（X = S）および δ-セレノリシン（X = Se）を介したユビキチン化反応

図 2 ユビキチン化M9糖鎖含有 CCL1の合成ルート
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3 工程ワンポットで純度よく得ることに成功しました
（図 4B）。

5.おわりに

以上，我々はユビキチン化タンパク質プローブの合
成に有用な δ-セレノリシンを介したイソペプチド結
合形成反応を開発しました。まず，酵素による光学分
割を利用した Fmoc-δ-セレノ-L-リシン誘導体の合成
法を確立しました。続いて，δ-セレノリシンを介した
イソペプチド結合形成反応の反応条件を最適化しまし
た。この反応では，δ-メルカプトリシンを介した連結
反応と比べて，ワンポットでの脱セレノ化により一段
階で天然型のイソペプチド結合が合成できる利点があ
ります。一方，セレンを介した連結反応は，容易にジ
セレニドを形成する，脱セレノ化の際の酸化，など硫
黄を介した連結反応では見られないさまざまな副反応
があり，これらを予測した反応条件の最適化が重要に
なります。
最後になりましたが，本研究を始める機会をいただ
きました大阪大学大学院梶原康宏教授，一緒に実験を
進めてくれた大阪大学大学院荒木浩行氏，田中勇祐
氏，高知大学大学院秋山龍成氏に深く感謝いたしま

す。また，本研究は内藤記念科学振興財団研究助成，
科研費 JP17H02211，JP21K05311，JP21H05028の支
援を受けて実施されました。この場を借りて感謝申し
上げます。
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カイコ由来セリンプロテアーゼ “コクナーゼ”

の活性化機構の解明にむけて

1.セリンプロテアーゼの立体構造形成機構

阪田 菜奈

島本 茂

セリンプロテアーゼは，
消化，血液凝固，受精，免疫
機構の活性化，ペプチドホ
ルモンの活性化などの重要
な生理現象に関わっており，
最もよく研究されている酵
素群の一つである。セリン
プロテアーゼは，その活性中
心に Ser 残基を有するタン
パク質分解酵素であり，その
触媒活性に関しては非常に
多くの生化学的あるいは構
造科学的な知見が蓄積され
ている1。また，セリンプロ
テアーゼは，不活性型の前駆
体（チモーゲン）として産生
され，前駆体に含まれるプロ
領域が切断されることで活
性型になり，タンパク質を加
水分解できるようになる。このプロ領域は，産生され
たばかりの酵素が無暗に周りのタンパク質を分解する
ことを防ぐストッパーとして働いていることがわかっ
ている。
セリンプロテアーゼの機能は，実験的にも工業的に
も様々な利用価値がある。そのため，酵素を効率よく
大量生産することが求められているが，実際には，大
腸菌などで産生させて精製する過程で，そのほとんど
が凝集や分解で損なわれてしまい，機能を持った活性
型酵素を効率よく得ることは非常に困難である。正し
く機能するタンパク質を得るために，そのタンパク質
が産生された最初のひも状の状態（変性状態）から正
常な構造（天然構造）に至るまでの立体構造形成機構
の情報が有用である。しかし，現在に至るまでにトリ

プシンを代表とするセリンプロテアーゼについて，そ
の立体構造形成機構に関する情報はほとんど得られて
いない2。これらの要因として，1）トリプシンを代表
とするセリンプロテアーゼの活性が非常に強く，その
立体構造形成とそれに伴う活性化の過程で非特異的分
解が顕著に起こること3,4，2）セリンプロテアーゼの
分子量が中程度（30 kDa 付近）以上の大きさであり，
その立体構造形成機構を調べるための有用な手法がな
いことが挙げられる5。そこで，我々の研究室では，
カイコ由来セリンプロテアーゼ（コクナーゼ）に着目
することで，上記の課題解決に取り組んでいる。

2.カイコが持つ消化酵素 “コクナーゼ”

コクナーゼはカイコ（Bombyxmori）が産生するタ
ンパク質分解酵素である。カイコは，蛹の時に自身が
紡いで作った繭の中で外敵から身を守りながら育ち，
成虫になって羽化の際に繭に向かってコクナーゼを吐
き出すことで羽化を容易にすることができる。カイコ
繭は，フィブロインという繊維状タンパク質をセリシ
ンというタンパク質で接着することで形成されてい
る。カイコは，羽化の際にコクナーゼを繭に吐き出す
ことで，接着成分であるセリシンのみを特異的に分解
し，外界へ出ることができる。
近年，コクナーゼの遺伝子配列が報告され6，それ

により推測されたコクナーゼのアミノ酸配列は，12
残基のプロ領域と 226 残基の成熟体領域からなり，
トリプシンと比較的高い相同性を示すことが明らかと
なった7,8（図 1）。
そこで，我々は，より詳細なコクナーゼの機能解析

と活性化機構の解明のため，大腸菌系を用いた組換え
体の産生と精製方法を確立した9。その過程で，コク
ナーゼはトリプシンほどタンパク質分解活性が強過ぎ
ず，精製段階で継時的自己分解は起きるものの，トリ
プシンのように分解物が分離できないほどの非特異的
切断が起きないということに着目した9。そこから，
コクナーゼの分解物を単離し，質量分析を行うこと
で，コクナーゼの自己切断部位を特定し，自己分解抑
制型コクナーゼを作製することに成功した10。これに
より，立体構造形成時に自己分解を起こすというセリ
ンプロテアーゼ特有の問題点を解決することができ，
後述のようなコクナーゼの活性化機構や立体構造形成
の解析が可能になった。

3.プロ領域によるコクナーゼ活性化の制御

コクナーゼは，他のセリンプロテアーゼ同様，前駆
体タンパク質である不活性型のプロコクナーゼとして
分泌され，プロ領域が切断（プロセッシング）される
ことで活性型のコクナーゼになる。我々は，プロ領域
がコクナーゼの活性化に与える影響を調べるために，
プロコクナーゼ（proCCN）と，プロ領域を除いた成
熟体領域のみのコクナーゼ（CCN）の遺伝子組換え体
を作製した9。両者を用いた立体構造形成実験と CD
を用いた構造解析および活性測定から，以下の興味深
い結果を得た。
まず，プロコクナーゼ（proCCN）を in vitro で立
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体構造形成と同時にプロ領域の切断反応を進行させて
得られたコクナーゼ（CCN*と表記する）はカイコか
ら抽出した天然コクナーゼと同程度の活性を示した9。
しかし一方で，成熟体領域のみの配列を立体構造形成
させたコクナーゼ（CCN）の場合，非常に活性が弱い
かあるいは活性を示さなかった9。さらに，興味深い
ことに CCN*と CCN では，CD スペクトルがほぼ同
じであり，両者の二次構造含有率に大きな違いがない
ことがわかった。即ち，コクナーゼの成熟体領域のみ
だと立体構造形成時に（不活性型の）モルテングロ
ビュール状態に落ち着いてしまうが，プロ領域が存在
する場合は活性型の立体構造までの反応が促進される

ことを示唆している（図 2）。つまり，コクナーゼに
おいて，プロ領域は，単に活性を止めるためのストッ
パーとしての役割だけではなく，活性型の構造を形成
するために働く分子内シャペロンとして機能している
と考えられる。
以上の結果から，我々は，コクナーゼの活性化の謎

を解く鍵がプロ領域とそれが働く立体構造形成過程の
中にあると考えた。そこで，立体構造形成中のコク
ナーゼ中間体構造に対してプロ領域がどのように作用
してその活性化をコントロールしているのか，それを
観察するための方法を模索することにした。

図 1 ウシトリプシンの立体構造（PDB ID: 5T3H）とコクナーゼの予測構造。トリプシン（左）に関しては，X線結晶構造解析で立
体構造が決定されている。コクナーゼのアミノ酸配列は，ウシトリプシンと比べて 40％ほどの配列相同性を持つ。Alphafold2
で算出したコクナーゼ予測構造（右）を見ても分かるように，活性中心の Ser，His，Asp残基の立体配置も含め，トリプシン
と非常によく似た構造を取ると考えられる。しかし，N 末端側のプロ領域に関しては，どのように構造に関わっているか予想
できない。

図 2 コクナーゼの酵素活性化機構。成熟体領域のみのコクナーゼ（CCN）を in vitro で立体構造形成させると準安定構造であるモ
ルテングロビュール状態で留まってしまい，完全な活性型を持つ構造を取ることが困難である。一方で，プロ領域を含んだコ
クナーゼ前駆体（proCCN）では，プロ領域が活性型の立体構造形成を促進し，プロ領域を切断することで活性型コクナーゼ
（CCN*）になる。
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4.コクナーゼの立体構造形成を観察するために
―高分子タンパク質のフォールディング追跡用試薬の開発―
タンパク質の立体構造形成機構に関する研究には，
ジスルフィド結合（SS結合）含有タンパク質が多く用
いられている11。これは，立体構造形成過程で生じる
フォールディング中間体の SS 結合の架橋様式が，過
渡的な構造的特徴を明らかにするための指標になるた
めである12,13。しかし，フォールディング研究におけ
る現在の技術では，現実的に分子量 1万程度までのタ
ンパク質が限界であり，中程度以上の分子量（25 kDa
以上）をもつタンパク質を用いた立体構造形成機構の
研究には様々な問題がある5。主な問題点として，1）
立体構造形成の反応時間が極端に早いこと，2）中間
体に含まれる Cysの SH基を修飾したラベル化タンパ
ク質中間体の分離が困難であること，3）ラベル化反
応の際に SS 交換反応（副反応）が起き正しい SS 結
合を保った中間体を獲得できない可能性があること，
4）疎水性であるフォールディング中間体が沈殿しや
すいことなどが挙げられる。本研究対象であるプロ
コクナーゼ（proCCN）においても，逆相高速液体ク
ロマトグラフィー（RP-HPLC）や SDS-PAGE による
フォールディング中間体の分離が困難であり，立体構
造形成機構の研究への大きな障害となっていた。
立体構造形成反応機構の解析には，N-エチルマレ
イミドやモノヨード酢酸などが使用されており，これ
らは低分子量のタンパク質の立体構造形成機構の解析

図 3 maleimidohexanoyl-Arg5-Tyr-NH2 の構造

には利用できるが，比較的分子量の大きなタンパク質
には適応できない。そこで，我々は，上記の問題を
解決すべく，立体構造形成反応の中間体の捕獲試薬
として新規ラベル化試薬 maleimidohexanoyl-Arg5-
Tyr-NH2（Male-Arg5-Tyr-NH2）のデザイン・開発を
行った（図 3）。この試薬にあるmaleimidohexanoyl
基は，反応中間体に含まれる Cysを修飾する際に（マ
レイミド基への SH 付加反応），中性条件下で反応を
行うことが可能であり，問題となる非特異的な SS 交
換反応を極力抑えられる。更に，凝集抑制効果を持つ
Argを試薬に導入することで疎水性の高い中間体の凝
集体形成を抑えることにした14。なお，導入する Arg
の個数（5残基）は試薬分子量が約 1 kDaになるよう
にし，SDS-PAGEにおける各ラベル化中間体の効率よ
い分離を目的としてデザインしている。さらに，Tyr
残基を加えることで，親水性ペプチドを逆相 HPLC
で簡便に精製することを可能にした。また，これによ
り，HPLCでの検出感度も上昇し，のちの蛍光ラベル
化にも応用できるようにした。
モデルタンパク質として，既に立体構造形成機構の

詳細が明らかにされているウシ膵臓トリプシンインヒ
ビター（BPTI）を利用することで，図 4に示した手順
に従い，新規ラベル化試薬の能力を評価した。BPTI
を用い，その反応中間体との反応性を評価したとこ
ろ，危惧される非特異的 SS 交換反応を起こすことな
く，効率的に反応中間体を捕捉ラベル化できることが
分かった15。
続いて，本ラベル化試薬を用い，標的となるプロコ

クナーゼ（proCCN）のフォールディング中間体を調
べることにした。期待通り，proCCNのフォールディ
ング中間体の分離が大幅に改善されることがわかった
（図 5）。また，本実験で得られた proCCN のフォー
ルディング中間体の数は計算上の数よりも圧倒的に少

図 4 SS 含有タンパク質のフォールティング中間体検出の流れ。1）タンパク質を還元変性状態から立体構造形成反応させ，2）反応
過程で生じる中間体をラベル化試薬でラベルする。このとき，反応中間体にあるチオール基の数によって反応試薬の付加数が
異なる。3）ラベル化反応後の溶液を SDS-PAGE または HPLC に供することで，ラベル化された反応中間体が分離されるかを
観察する。
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なかったことから，proCCN の SS 結合形成は，立体
構造形成過程において，特定の中間体の形成を介し
て段階的に起こっていることが推測された15。今後，
フォールディング反応の条件を精査し，さらに中間体
の構造解析を行うことで，コクナーゼのプロ領域が立
体構造形成にどう影響するかを詳細に調べていく予定
である。

まとめと謝辞

トリプシンを代表とするセリンプロテアーゼでは，
これまでにその触媒活性機構に関しては数多くの知見
が蓄積されている一方で，効率よく活性型のプロテ
アーゼを取得するための立体構造形成機構に関する情
報は殆ど得られていない。我々は，今回，カイコ由来
のセリンプロテアーゼであるコクナーゼに着目するこ
とで，コクナーゼ前駆体タンパク質が持つプロ領域が
立体構造形成中に成熟体領域と相互作用することで活
性化を制御していることを明らかにした。さらに，コ
クナーゼの立体構造形成機構をより詳細に調べるため
に，新たな中間体の捕獲試薬 Male-Arg5-Tyr-NH2 を
開発し，中程度の分子量をもつタンパク質のフォール
ディング中間体の検出に有用であることを示した。今
後，本試薬により，コクナーゼだけではなく，これま
で困難であった中程度以上の分子量をもつタンパク質
の立体構造形成機構の解明が期待される。
以上の研究は，近畿大学理工学部生命科学科の日高

雄二教授をはじめ，研究室所属の学生の協力のもとで
行われました。ここに深く感謝いたします。また，本
研究の遂行に際し多大なご協力をいただきました㈱プ
リベンテックの宮澤光博先生に心より感謝申し上げ
ます。
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第 56回若手ペプチド夏の勉強会開催報告

稲葉 央

岩崎 崇

本年度の若手ペプチド夏
の勉強会は，2024 年 8 月 7
日から 9 日の 3 日間にわた
り，鳥取県の皆生温泉 三井
別館・米子市観光センター
で開催されました。本勉強
会は，稲葉央（鳥取大学学術
研究院工学系部門），岩崎崇
（鳥取大学農学部）が世話人
となり，鳥取大学の松浦研究
室・岩崎研究室の 12 名の学
生スタッフと企画・運営させ
ていただきました。本勉強
会は，コロナ禍の影響で過去
3回にわたり開催中止もしく
はオンライン開催となりま
したが，昨年度に対面形式
（非合宿形式）での開催に至
りました。本年度は，コロナ
禍前に行われていた合宿形式を 5年ぶりに復活し，旅
館を貸し切る形で開催いたしました。合宿形式を復活
させることで，参加者同士の直接的な交流，深い議
論，知識向上や情報収集に寄与できたようであれば世
話人一同嬉しく思います。
本勉強会は第 51 回（北海道）以来 5 年ぶりの合宿

形式でしたが，そのときと同程度の計 42 団体，142
名の学生・教員・研究者・企業人の方々にご参加いた
だき，盛況のうちに終えることができました（写真
1）。本会を開催するにあたり，日本ペプチド学会から
運営費の一部をご支援いただきました。さらに，日本
化学会中国四国支部，高分子学会中国四国支部，科研
費学術変革領域研究（A）「メゾヒエラルキーの物質
科学」にご共催いただき，中辻創智社，加藤記念バイ
オサイエンス振興財団，水谷糖質科学振興財団，サン
トリー生命科学財団から学会開催助成金を援助いただ
いた他，合計 12社の企業よりご協賛いただきました。
この場を借りて，関係者の皆様に厚く御礼申し上げ

写真 1 全体の集合写真
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ます。
本勉強会では，様々な研究分野で活躍する研究者

10名を講師としてお招きし，特別講演 4件，依頼講演
5 件，留学体験記 1 件をお願いしました。特に，参加
者への刺激を意図し，通常あまり日本ペプチド学会の
イベントにご参加されない先生方もお招きしました。
特別講演を行なっていただいた小出隆規先生（早稲田
大学）「ええ研究↔やばい研究↔あかん研究」，後藤佑
樹先生（京都大学）「人工翻訳＋骨格変換反応で擬天
然ペプチドをつくる」，澤田敏樹先生（東京工業大学）
「機械学習を利用した合目的的なペプチドの材料機能
創出」，松浦和則先生（鳥取大学）「自己集合ペプチド
と脂質の複合化で創るウイルスレプリカ」，依頼講演
を行なっていただいた愛場雄一郎先生（名古屋大学）
「ペプチド核酸（PNA）を用いた DNA とペプチドの
認識・制御」，大上雅史先生（東京工業大学）「AI に
よるペプチドデザイン」，佐藤浩平先生（関西学院大
学）「単純な繰り返し構造からなるペプチドの合成と
機能」，傳田将也先生（徳島大学）「S-保護 Cysスルホ
キシドを利用した Cys–Trp 間選択的バイオコンジュ
ゲーション法の開発」，矢崎亮先生（九州大学）「触媒
反応開発を基盤としたペプチド創薬研究」，留学体験
記のご講演を行なっていただいた新津藍先生（理化学
研究所）「膜ペプチド会合体を自在につくる」に深く
御礼申し上げます。いずれのご講演でも，最先端の研
究に加え若手研究者への熱いメッセージ（研究人生で
忘れられない実験など）を盛り込んでいただき，通常
の学会では得られない貴重なお話を伺うことができま
した。休憩時間にも招待講演者への質問や相談に並ぶ
学生が多く見られ，関心の高さがうかがえました。
招待講演に加え，学生を中心とした一般講演 15件，

写真 2 参加者のお子様

ポスター発表 61 件が行われ，いずれも白熱した議論
が見られました。本勉強会では 8/7と 8/8の 2日間に
かけてポスター発表を実施しましたが，特に学生同士
での議論や研究の相談などが多く見られ，交流が深
まっていく様子が確認されました。さらに，企業紹介
4 件および研究室紹介 23 件が実施され，大いに盛り
上がりました。
本勉強会では，学生参加者の意欲向上の一環とし

て，優秀な一般講演・ポスター発表を讃えて贈られる
「一般講演優秀賞」「ポスター発表優秀賞」，優れたア
イディアに挑戦した一般講演・ポスター発表を讃え
て贈られる「一般講演チャレンジング賞」「ポスター
発表チャレンジング賞」（旧ベストフェイルドアワー
ド），優れた質疑・討論を行なったオーディエンスに贈
られる「ベストディスカッション賞」，ユーモアのあ
る研究室紹介を行なったグループに贈られる「研究室
紹介優秀賞」の計 38 件の賞を進呈しました。受賞者
数が多いため，各賞の受賞者は本勉強会ホームページ
（https://sites.google.com/view/wakatepeptide56）
をご確認ください。学生参加者の皆様は，これらの賞
を励みとしてより研究に邁進していただければ幸い
です。
本勉強会の新しい試みとして，「お子様を含むご家

族での参加可」としました。講演会場にキッズスペー
スを準備し，お子様から目を離さずに講演を聴けるよ
うにしました（写真 2）。乳幼児の参加者が少なかっ
たことやお子様を見ていただくご家族の方のご協力も
あり，講演には大きな影響を与えませんでした。お子
様とご参加いただいた方々にはご好評いただきました
が，他の参加者のご意見や今後の課題などは参加者ア
ンケートを実施して評価し，次回以降の勉強会に繋げ
ていければと考えております。
久しぶりの合宿形式での開催にあたり，どこまで以

前のように参加者同士の交流が行われるか心配してい
ましたが，杞憂に終わりました。研究の話，人生相
談，たわいもない話などが盛り上がり，これぞ夏の勉
強会という場面を多く見ることができました。本勉強
会が若手研究者の交流を深める一助となり，この勉強
会で得たつながりを今後の研究活動に活かしていただ
ければ，世話人としてこれほど嬉しいことはありませ
ん。本勉強会は，ご参加いただいた各研究室や団体の
ご協力があってはじめて開催することができました。
本勉強会にご参加いただき，盛り上げていただいた全
ての参加者の皆様に心より感謝申し上げます。また，
開催を支えていただいた鳥取大学の松浦研究室・岩崎
研究室の学生スタッフの皆様に改めて御礼申し上げ
ます。
来年度の第 57 回若手ペプチド夏の勉強会は，徳島

大学の傳田将也先生と猪熊翼先生が世話人となり，
2025 年 8 月 3 日から 5 日の 3 日間にわたり，「三木
ホースランドパーク エオの森」で開催される予定で
す。今後も本勉強会が若手ペプチド研究者の交流の場
として活用され，皆様のご研究のさらなる発展に貢献
できれば幸いです。最後になりましたが，次回以降も
本勉強会への変わらぬご支援とご協力のほど，何卒宜
しくお願い申し上げます。
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日本ペプチド学会からのお知らせ

《2024年度行事予定》

2024年 10月 28日㈪
第 117回理事会・第 43回評議員会合同会議

2024年 10月 29日㈫〜 31日㈭
第 61回ペプチド討論会
場 所：名古屋大学豊田講堂
世話人：村上 裕，林 剛介（名古屋大）

2024年 10月 30日㈬
2024年度日本ペプチド学会通常総会

2024年 11月 2日㈯
市民フォーラム 2024
場 所：名古屋大学工学部 1号館

2025年 1月
第 118回理事会

2025年 1月
Peptide Newsletter Japan No. 135発行

編集後記

ペプチドニュースレター 134 号をお届け致します。
お忙しい中，ご執筆くださった先生方に感謝申し上げ
ます。今回のニュースレターでは，カルコゲン元素で
ある硫黄及びセレンの化学について研究を進めておら
れる 3名の先生方にご寄稿頂きました。私自身もセレ
ノシステインを含むペプチド・タンパク質の合成研究
を行っておりますが，その特徴的な物性に魅了されて
いる 1人です。皆様にも興味を持って頂けましたら幸
いです。
また，今回開催報告をご執筆頂きましたように，稲

葉先生，岩崎先生のお世話で第 56 回若手ペプチド夏
の勉強会が実施されました。両先生のご尽力により，
本年度から合宿形式での開催が再開されました。夏の
勉強会をよく知る先生方にとっては懐かしく，コロナ
禍での大学生活を経験した学生の皆さんにとっては，
新鮮かつ非常に充実した濃密な時間となったのではな
いかと思っております。改めて，幹事の先生方に感謝
申し上げます。
さて，本年の第 61 回ペプチド討論会は村上先生と

林先生のお世話のもと，名古屋大学で開催されます。
皆様と現地でお会いできることを楽しみにしており
ます。

134号アンケートフォーム URL：
https://forms.gle/FjYKWBu29WjeRGSZ6

（編集委員：武居 俊樹）
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