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緒　言

　N-アルキルアミノ酸はペプチドの分解酵素耐性だけでなく，細胞膜透過性も向上させる非常に有用な非天然アミノ
酸である．我々はこれまでに大腸菌由来の再構築型無細胞翻訳系（PURE システム）を用いて，様々な N-アルキルア
ミノ酸（N-メチルアミノ酸，N-アルキルグリシン，環状 N-アルキルアミノ酸など）の翻訳伸長におけるペプチド鎖へ
の導入を報告してきた 1-5)．また，翻訳後の選択的化学反応や酵素反応を用いることによって，直接は翻訳不可能な荷
電 N-アルキルアミノ酸を，翻訳ペプチドに導入することにも成功してきた 6)．更に，これらの N-アルキルアミノ酸翻
訳を用いて，新規の環状 N-アルキルペプチドリガンドを創製してきた 7)．しかしながら，N-アルキルアミノ酸でリボソ
ーム翻訳を開始させ N 末端に N-アルキルアミノ酸を持つペプチドを翻訳合成する例は未だ報告されていない．
　本研究で我々は，大腸菌由来の再構築型無細胞翻訳系（PURE システム）を用いて，細胞膜透過性を向上させる N-
アルキルアミノ酸により翻訳を開始させ，かつ，翻訳ペプチドを環状化させる新規の N-アルキルアミノ酸群を開発し
た（図 1）．また，更なる細胞膜透過性の向上に有効な，アミド結合を持たないカルボン酸により翻訳開始･環状化をさ
せる新規の芳香環含有カルボン酸群 (pClPh, mClPh, mClBn) を開発した（図 1）．更に，アミド結合を持たないカルボ
ン 酸 に よ り 翻 訳 開 始 お よ び 二 環 状 化  (bi-cyclization) を さ せ る 新 規 の 芳 香 環 含 有 カ ル ボ ン 酸 3,5-
bis(chloromethyl)benzoic acid (Cl2Ph) を開発した（図 1）．

方　法

　大腸菌由来の再構築型無細胞翻訳系（PURE システム）を用いて，様々な N-アルキルアミノ酸，および，アミド結
合を持たないカルボン酸によるペプチド翻訳開始とペプチド環状化を行い，放射性同位体標識や質量分析により評価し
た．

結　果

　無電荷･非芳香族の N-メチルアミノ酸 (MeGly, MeAla, MeSer, MeThr, MeVal, MeIle, MeLeu) の翻訳開始効率は中程度であ
った（図 2）．一方，芳香族の N-メチルアミノ酸 (MePhe, MeTyr, MeTrp) は，高効率で翻訳開始反応が進行した（図 2）．
しかし，荷電 N-メチルアミノ酸 (MeLys, MeArg, MeAsp, MeGlu) の翻訳開始は比較的低効率で行われた（図 2）．この結果
から，翻訳伸長が不可能であった N-メチルアミノ酸でも (MeVal, MeIle, MeLeu, MeLys, MeArg, MeAsp, MeGlu)，翻訳開始は
可能であることが判明した．同様の結果は，非タンパク質性側鎖を有する N-メチルアミノ酸でも観察された．MeFcl
は，MeNva と MeNle より高効率で翻訳開始が進行した（図 2）．例外は MePhg であったが，MePhg は翻訳伸長効率も非
常に低いことが同時に判明した．環状 N-アルキルアミノ酸 (Pro, Hyp, Aze) の翻訳開始は予想外に低効率であった（図
2）．ペプトイド用 N-アルキルグリシンによる翻訳開始効率については，EtGly は中程度であり，翻訳伸長不可能な BnGly
は高効率であった（図 2）．
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図 1． N-アルキルアミノ酸およびアミド基を含まないカルボン酸によるリボソーム翻訳開始とペプチド環状化．
　

図 2． N-アルキルアミノ酸およびアミド基を含まないカルボン酸の翻訳開始効率評価．
　

2



　同様に，翻訳伸長不可能な D-MePhe による翻訳開始は高効率であった（図 2）．また，N-アルキル β アミノ酸
(ßPro，MeBal) や N-アルキル γ アミノ酸 (MeAbu) も翻訳伸長は不可能であったが，翻訳開始は可能であった（図 2）．
　結論として，翻訳伸長不可能であったものも含めて，用いた N-アルキルアミノ酸全てで翻訳開始が可能であること
が判明し，特に芳香族 N-アルキルアミノ酸による翻訳開始が高効率であることが判明した．
　細胞膜透過性の向上のためには，アミド結合を持たないカルボン酸基質による翻訳開始が更に望ましい．従って，ま
ずクロロ酢酸 (ClAc) による翻訳開始を試みたが，その効率は非常に低いものであった（図 2）．芳香族 N-アルキルアミ
ノ酸による翻訳開始が高効率であったため，次に，芳香環のクロロベンジル基を有するカルボン酸 (pClPh, mClPh,
mClBn) による翻訳開始を試みた．その結果，アミド結合を持たない，芳香環含有カルボン酸 (pClPh, mClPh, mClBn)
であれば高効率に翻訳開始が可能であることが判明した（図 2）．
　更に，アミド結合を持たないカルボン酸により翻訳開始･二環状化 (bi-cyclization) をさせる新規の芳香環含有カルボ
ン酸 3,5-bis(chloromethyl)benzoic acid (Cl2Ph) を合成し，翻訳開始と二環状化を試みた．その結果，Cl2Ph により翻訳
が開始され，二環状化も可能であることが判明した（図 2）．Cl2Ph による二環状ペプチド無細胞翻訳の優位性を実証す
るために，この二環状化法を，多種類の N-アルキルアミノ酸による翻訳伸長法と組み合わせた（図 3）．高度 N-アルキ
ル化二環状ペプチドの内部構成 N-アルキルアミノ酸として，azetidine-2-carboxylic acid (Aze) と N-methyl-
phenylalanine (MePhe) を用いた（図 3 b, c）．更に N-メチルシステイン (MeCys) を Cl2Ph との二環状化に用いた（図 3 b,
c）．MALDI-TOF-MS 分析の結果，ポリ N-アルキル二環状ペプチドが PURE システム内で翻訳合成されていることが
判明した（図 3 d, e）．
　最後に，翻訳開始低効率の ClAc と翻訳開始高効率の Cl2Ph による mRNA ディスプレイ効率の解析を行った（図 4
a, b）．その結果，ClAc による mRNA ディスプレイは低効率であったが，Cl2Ph による mRNA ディスプレイ効率は，
天然基質の fMet と並ぶ高効率なものであることが判明した（図 4c）．

図 3． ポリ N-アルキル二環状ペプチドの翻訳合成．
　

3



図 4． アミド基を含まないカルボン酸により翻訳開始されたペプチドの mRNA ディスプレイ効率．
　

考　察

　以上により，PURE システムを用いることによって，様々な N-アルキルアミノ酸で翻訳開始が可能であることが判
明し，特に芳香族 N-アルキルアミノ酸による翻訳開始が高効率であることが判明した．また，アミド結合を持たない
カルボン酸により翻訳開始･環状化をさせる新規の芳香環含有カルボン酸群 (pClPh, mClPh, mClBn) の開発に成功し
た．更に，アミド結合を持たないカルボン酸により翻訳開始･二環状化 (bi-cyclization) をさせる新規の芳香環含有カル
ボン酸 3,5-bis(chloromethyl)benzoic acid (Cl2Ph) を開発し，ポリ N-アルキル二環状ペプチドの翻訳合成にも成功した．
　今後，本研究で開発した翻訳開始基質により新規のペプチドリガンドが開発され，生きた細胞内に存在する内在タン
パク質の解析研究やプロテオミクス研究への応用が期待される 8-10)．
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