
(57)【要約】
【課題】ブロモヒドロキシクマリン誘導体等の光脱離性保護基で保護したリン酸化アミノ
酸等の修飾化アミノ酸をタンパク質の指定した位置へ導入する方法、該導入に用いる tRNA
の提供。
【解決手段】光照射により脱離可能なブロモクマリンを有する保護基を付加した修飾化ア
ミノ酸を含むアミノアシル tRNA。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 光 照 射 に よ り 脱 離 可 能 な ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 含
む ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNA。
【 請 求 項 ２ 】
　 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 修 飾 が 翻 訳 後 修 飾 に よ り 生 じ る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ア ミ ノ ア
シ ル 化 tRNA。
【 請 求 項 ３ 】
　 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 ま た は メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ア
ミ ノ ア シ ル 化 tRNA。
【 請 求 項 ４ 】
　 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン お よ び メ チ
ル 化 リ ジ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ア ミ ノ ア シ
ル 化 tRNA。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ
た tRNAを 用 い て 、 該 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 特 定 部 位 へ 導 入 す る こ と を 含 む 保 護 基 付 加 修
飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 導 入 が 、 ４ 塩 基 コ ド ン 法 、 終 止 コ ド ン 法 お
よ び 人 工 コ ド ン 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 保 護 基
付 加 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 合 成 さ れ た 保 護 基 付 加 修 飾 化 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ
た tRNAを 用 い て 、 該 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 特 定 部 位 へ 導 入 し 、 そ の 後 光 照 射 に よ り 保 護
基 を 脱 離 さ せ る こ と を 含 む 、 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 導 入 が 、 ４ 塩 基 コ ド ン 法 、 終 止 コ ド ン 法 お
よ び 人 工 コ ド ン 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 修 飾 化
タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 合 成 さ れ た 修 飾 化 タ ン パ ク 質 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 光 照 射 に よ り 脱 離 可 能 な ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 の 保 護 基 を 付 加 し
た 、 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 等 の 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 生 合 成 過 程 で タ ン パ ク 質 に 導 入
し 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 な ど の 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 生 じ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を
得 る た め に は 、 生 体 試 料 か ら の 抽 出 、 化 学 合 成 、 あ る い は 生 合 成 し た タ ン パ ク 質 を 酵 素 に
よ り 修 飾 す る こ と が 行 わ れ て い た 。 し か し 、 生 体 試 料 中 に は 微 量 し か 修 飾 化 タ ン パ ク 質 が
存 在 せ ず 、 ま た 単 一 の 修 飾 化 タ ン パ ク 質 の み を 精 製 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。 ま た 、 化 学
合 成 で は 単 一 の 修 飾 化 タ ン パ ク 質 の 合 成 が 可 能 で は あ る が 、 合 成 で き る タ ン パ ク 質 の 分 子
量 に は 限 界 が あ り 、 分 子 量 が 約 １ 万 以 上 の 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る こ と は 困 難 で あ っ
た 。 さ ら に 、 生 合 成 し た タ ン パ ク 質 を 酵 素 に よ り 修 飾 す る 方 法 で は 、 利 用 で き る 酵 素 が 限
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ら れ て い る た め に 、 任 意 の 指 定 し た 部 位 を 修 飾 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 終 止 コ ド ン を 用 い た 非 天 然 ア ミ ノ 酸 導 入 法 を 利 用 し て 、 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 な ど の
修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 指 定 し た 部 位 へ 導 入 す る 技 術 が 既 に 開 発 さ れ て い る （ 非 特
許 文 献 １ 参 照 ） 。 し か し 、 こ の 場 合 、 脱 リ ン 酸 化 酵 素 な ど に よ っ て リ ン 酸 基 が 容 易 に 脱 離
し て し ま い 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 が 取 得 で き な く な る と い う 問 題 が あ っ た 。 ま た 、 光 脱 離
性 保 護 基 と し て ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 で 保 護 さ れ た リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る 手 法 も 報 告 さ
れ て い る が （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 、 ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 を 用 い た 場 合 の 光 脱 保 護 に は 長 時 間
の 光 照 射 が 必 要 で あ り 、 迅 速 な リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の 取 得 は 困 難 で あ っ た 。 最 近 、 ニ ト ロ
ベ ン ジ ル 基 の 代 わ り に ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 を 光 脱 離 性 保 護 基 と し て 付 加 し た
リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド が 合 成 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） が 、 化 学 合 成 法
に よ る た め に 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 を 合 成 す る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Structurally Modified Firefly Luciferase. Effects of Amino Acid 
Substitution at Position 286, Arslan, T.; Mamaev, S. V.; Mamaeva, N. V.; Hecht, 
S. M., J. Am. Chem. Soc., 119, 10877-10887 (1997).
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Caged Phosphoproteins, Rothman, D. M.; Petersson, E. J.; Vazquez
, M. E.; Brandt, G. S.; Dougherty, D. A.; Imperiali, B., J. Am. Chem. Soc., 127,
 846-847 (2005).
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ケ ー ジ ド リ ン 酸 化 ペ プ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た 生 細 胞 内 PI3キ ナ ー ゼ の 光
活 性 化 、 程 煥 、 築 地 真 也 、 川 上 隆 史 、 長 棟 輝 行 、 古 田 寿 昭 、 第 28回 日 本 分 子 生 物 学 会 年 会
予 稿 集 p304、 発 表 番 号 3P-1209、 2005年 12月 9日 .
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 等 の 光 脱 離 性 保 護 基 で 保 護 し た リ ン 酸 化 ア
ミ ノ 酸 等 の 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 指 定 し た 位 置 へ 導 入 す る 方 法 お よ び 該 導 入 に 用
い る tRNAの 提 供 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 光 照 射 に よ っ て 速 や か に 脱 離 す る 光 脱 離 性 保 護 基 で あ る ブ ロ モ ヒ ド ロ キ
シ ク マ リ ン 誘 導 体 を リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 の リ ン 酸 基 の 保 護 基 と し て 付 加 し た 、 そ れ を tRNAに
ア ミ ノ ア シ ル 化 し た 後 に ４ 塩 基 コ ド ン 法 等 の 人 工 コ ド ン 法 に よ り 、 タ ン パ ク 質 へ 導 入 す る
こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 の 大 小 に か か わ ら ず 、 指 定 し た 任 意 の 部 位 へ リ ン 酸 化 ア
ミ ノ 酸 を 導 入 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 保 護 基 が 付 加 さ れ た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し た タ ン パ ク 質 は 、 保 護 基 が 付 加 さ
れ て い る こ と で 、 脱 リ ン 酸 化 酵 素 な ど に よ る リ ン 酸 基 の 脱 離 は 生 じ ず 、 ま た ブ ロ モ ヒ ド ロ
キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 を 保 護 基 と し て 用 い る こ と で 、 迅 速 な 光 脱 保 護 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
[１ ]  光 照 射 に よ り 脱 離 可 能 な ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸
を 含 む ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNA。
[２ ]  修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 修 飾 が 翻 訳 後 修 飾 に よ り 生 じ る も の で あ る 、 [１ ]の ア ミ ノ ア シ ル
化 tRNA。
[３ ]  修 飾 化 ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 ま た は メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 で あ る 、 [１ ]の ア ミ ノ
ア シ ル 化 tRNA。
[４ ]  修 飾 化 ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン お よ び
メ チ ル 化 リ ジ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 [１ ]～ [３ ]の い ず れ か の ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNA
。
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[５ ]  [１ ]～ [４ ]の い ず れ か の 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た tRNAを
用 い て 、 該 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 特 定 部 位 へ 導 入 す る こ と を 含 む 保 護 基 付 加 修 飾 化 タ ン
パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
[６ ]  保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 導 入 が 、 ４ 塩 基 コ ド ン 法 、 終 止 コ ド ン
法 お よ び 人 工 コ ド ン 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行 わ れ る 、 [５ ]の 保 護 基 付 加
修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
[７ ]  [５ ]ま た は [６ ]の 方 法 に よ り 合 成 さ れ た 保 護 基 付 加 修 飾 化 タ ン パ ク 質 。
[８ ]  [１ ]～ [４ ]の い ず れ か の 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ た tRNAを
用 い て 、 該 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 の 特 定 部 位 へ 導 入 し 、 そ の 後 光 照 射 に よ り 保 護 基 を 脱 離
さ せ る こ と を 含 む 、 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
[９ ]  保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 導 入 が 、 ４ 塩 基 コ ド ン 法 、 終 止 コ ド ン
法 お よ び 人 工 コ ド ン 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行 わ れ る 、 [８ ]の 修 飾 化 タ ン
パ ク 質 を 合 成 す る 方 法 。
[１ ０ ]  [８ ]ま た は [９ ]の 方 法 に よ り 合 成 さ れ た 修 飾 化 タ ン パ ク 質 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 作 製 さ れ る 保 護 基 が 付 加 さ れ た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し た タ ン パ
ク 質 は 、 保 護 基 が 付 加 さ れ て い る こ と で 、 脱 リ ン 酸 化 酵 素 な ど に よ る リ ン 酸 基 の 脱 離 は 生
じ ず 、 ま た ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 を 保 護 基 と し て 用 い る こ と で 、 迅 速 な 光 脱 保
護 が 可 能 に な る 。 本 発 明 の 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 修 飾 化 タ ン パ ク 質 の 機 能 解 析 研 究
や 、 そ れ に 対 す る 診 断 薬 や 治 療 薬 の 開 発 等 が 可 能 に な る 。 例 え ば 、 ガ ン 抑 制 因 子 で あ る p5
3タ ン パ ク 質 は 、 生 体 内 に お い て リ ン 酸 化 な ど の 修 飾 を 受 け て そ の 機 能 が 複 雑 に 制 御 さ れ
て い る が 、 本 技 術 に よ り そ の よ う な 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る こ と は 、 そ の 機 能 の 解 明
や 特 定 の 修 飾 状 態 に あ る p53タ ン パ ク 質 の 機 能 を 制 御 し て ガ ン を 抑 制 す る 薬 剤 の 開 発 等 に
有 効 で あ る 。 さ ら に 、 ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 は 紫 外 線 励 起 ま た は 赤 外 線 二 光 子
励 起 に よ っ て 、 光 照 射 部 分 の み で 脱 保 護 が 可 能 で あ る た め に 、 細 胞 ま た は 生 体 組 織 の う ち
、 光 照 射 部 分 で の み 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 生 成 さ せ て 、 そ の 部 分 で の 修 飾 化 タ ン パ ク 質 の 機
能 を 観 察 す る こ と に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 リ ン 酸 化 だ け に 限 定 さ れ ず 他 の 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 に も 応 用 可 能 で あ り 、
短 時 間 の 光 照 射 に よ り 指 定 し た 部 位 へ 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し た タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が
で き る 。 他 の 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 と し て 、 メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 、 グ リ コ シ ル 化 ア ミ ノ 酸 、 リ ボ シ
ル 化 ア ミ ノ 酸 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 短 時 間 の 光 照 射 に よ っ て 脱 離 可 能 な 保 護 基 （ 光 脱 離 性 保 護 基 ま た は 光 分 解 性 保
護 基 ） と し て 、 ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 誘 導 体 が 挙 げ ら れ 、 ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 誘 導
体 と し て ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導
体 と し て は 、 Bmc（ 6-Bromo-7-methoxycoumarin-4-ylmethyl） 、 Bhc（ 6-Bromo-7-hydoroxy
coumarin-4-ylmethyl)（ Proc.Natl,Acad,Sci.USA.96(4), 1193(1999))等 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 導 入 し よ う と す る 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 前 記 ブ ロ モ ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 誘 導 体 で 保 護 し 、 ケ
ー ジ ド 化 合 物 と す る 。 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 天 然 状 態 に お い て 、 翻
訳 後 の 修 飾 に よ り 生 じ る 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 、 メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 、
グ リ コ シ ル 化 ア ミ ノ 酸 、 リ ボ シ ル 化 ア ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 の 種 類 も 限 定 さ れ な
い が 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン お よ び リ ジ ン が 好 ま し く 、 特 に リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 、
リ ン 酸 化 セ リ ン 、 リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン お よ び メ チ ル 化 リ ジ ン が 好 適 に 用 い ら れ る 。 本 発 明
で 用 い る リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 は 、 市 販 の も の を 用 い て も よ い し 、 ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 を リ ン 酸 化
し 得 る 化 学 試 薬 を 用 い て 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 誘 導 体 の 付 加 に よ る 保 護 は 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 の
種 類 に よ り 、 適 宜 公 知 の 方 法 を 適 用 し て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ブ ロ モ ク マ リ ン を 有
す る 誘 導 体 を ジ ア ゾ 化 し （ Bhc-diazo等 ） 、 リ ン 酸 基 等 と エ ス テ ル 結 合 に よ り 結 合 さ せ れ
ば よ い 。 Bhc-diazoは 、 和 光 純 薬 工 業 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 （ 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 ） を 、 タ ン パ ク
質 に 導 入 す る た め に は 、 tRNAに ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ 、 ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNAを 作 成 す る 。 ア
ミ ノ ア シ ル 化 tRNAを 作 製 す る た め に は 、 ア ミ ノ 酸 に tRNAと 結 合 さ せ る た め に 必 要 な 特 定 の
基 を 結 合 さ せ て お く 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 に ジ ヌ ク レ オ チ ド （
pdCpA） を 結 合 さ せ て お け ば 、 3'末 端 の CAジ ヌ ク レ オ チ ド を 欠 落 さ せ た tRNA（ ｔ RNA(-CA)
） と 結 合 さ せ 、 人 工 ア ミ ノ ア シ ル 化 ｔ RNAを 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の
α ア ミ ノ 基 を Boc基 で 、 側 鎖 官 能 基 を Bocも し く は OtBocで 保 護 し 、 Boc-ア ミ ノ 酸 を シ ア ノ
メ チ ル エ ス テ ル 化 し た 後 、 pdCpAと 反 応 さ せ る か 、 縮 合 剤 カ ル ボ ニ ル イ ミ ダ ゾ ー ル （ CDI)
を 用 い て Bocア ミ ノ 酸 と pdCpAを 反 応 さ せ る 方 法 に よ り 、 ア ミ ノ ア シ ル pdCpAを 作 製 す る こ
と が で き る 。 tRNA(-CA)と の 連 結 は T4 RNAリ ガ ー ゼ を 用 い れ ば よ い 。 tRNAと し て は 、 例 え
ば 、 酵 母 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 用 tRNAの 有 す る 塩 基 配 列 を 有 す る tRNAを 用 い る こ と が で き る 。
人 工 ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNAの 作 製 は 、 WO2004/009709国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 等 の 記 載 に 従 っ
て 行 う こ と が で き る 。 該 tRNAは 、 酵 母 由 来 の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 応 し た tRNAの ア ン チ コ
ド ン を 改 変 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 導 入 は 、 自 然 界 で は ア ミ ノ 酸 が 割 り 当 て ら
れ て い な い コ ド ン に 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 割 り 当 て コ ド ン を 拡 張 す る 方 法 で
あ る ４ 塩 基 コ ド ン 法 、 終 止 コ ド ン 法 、 人 工 コ ド ン 法 の い ず れ の 方 法 も 用 い る こ と が で き る
。 こ の 中 で も ４ 塩 基 コ ド ン 法 が 好 ま し い 。 ４ 塩 基 コ ド ン 法 は 、 Hohsaka T., et al., J. A
m. Chem. Soc., 118, 9778-9779, 1996お よ び Hohsaka T., et al., J. Am. Chem. Soc., 
121, 34-40, 1999の 記 載 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 終 止 コ ド ン 法 は 、 Scienc
e,244,p.182.1989お よ び J.Am.Chem.Soc., 111,p.8013,1989、 人 工 塩 基 コ ド ン 法 は 、 Hirao
, I., et al., Nature Biotech., 20, 177-182, 2002の 記 載 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ４ 塩 基 コ ド ン 法 に お い て は 、 DNAま た は mRNAの 、 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導
入 し た い 部 位 に ４ 塩 基 コ ド ン を 組 み 込 み 、 tRNAの ア ン チ コ ド ン 部 位 を 対 応 す る ４ 塩 基 に 置
換 し 、 さ ら に 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ て お く 。 こ れ ら を 用 い て タ ン パ
ク 質 合 成 を 行 う と 、 ４ 塩 基 コ ド ン に 置 換 し た 部 分 で は リ ボ ソ ー ム の 中 で ４ 塩 基 の コ ド ン ・
ア ン チ コ ド ン ペ ア が 形 成 さ れ 、 tRNAに 結 合 さ せ た 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 は 伸 長
中 の ペ プ チ ド 鎖 に 組 み 込 ま れ る 。 一 方 、 そ の 他 の 部 分 は 通 常 通 り ３ 塩 基 ず つ 翻 訳 さ れ る の
で 、 最 終 的 に 得 ら れ る タ ン パ ク 質 に は ４ 塩 基 コ ド ン で 指 定 し た 部 分 に の み 保 護 基 を 付 加 し
た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 が 導 入 さ れ て い る こ と に な る 。 な お 、 ４ 塩 基 コ ド ン 法 に お い て は 、 ４ つ
の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン だ け で は な く 、 ５ 以 上 の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン も 用
い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ５ 、 ６ ま た は ７ つ の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン が 挙 げ ら れ
る 。 ５ 以 上 の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン を 用 い る 場 合 、 tRNAの ア ン チ コ ド ン 部 位 を 対 応
す る ５ 以 上 の 塩 基 に 置 換 す れ ば よ い 。 本 明 細 書 に お い て 、 ４ 塩 基 コ ド ン と い う 場 合 、 ４ つ
の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン を ５ 以 上 の 連 続 し た 塩 基 か ら な る コ ド ン に 変 更 し た も の も
含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の tRNAを 用 い た タ ン パ ク 質 へ の 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 導 入 は 、 保 護
基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し よ う と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 導 入 部 位
に 相 当 す る コ ド ン 位 置 に 上 記 の コ ド ン に 対 応 す る 配 列 を 導 入 し た DNAと 保 護 基 を 付 加 し た
修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ た 本 発 明 の ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNA、 す な わ ち 保 護 基 付 加 修 飾 化 ア
ミ ノ 酸 と tRNAの 連 結 体 を 用 い て 細 胞 内 ま た は 無 細 胞 翻 訳 系 で タ ン パ ク 質 を 合 成 す る こ と に
よ り 行 う こ と が で き る 。 得 ら れ る タ ン パ ク 質 を 保 護 基 付 加 修 飾 化 タ ン パ ク 質 、 ま た は ケ ー
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ジ ド タ ン パ ク 質 と い う こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 導 入 法 に お い て は 、 生 細 胞
を 用 い た 合 成 系 お よ び 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 を 利 用 す る こ と が で き る が 、 無 細 胞 タ ン パ
ク 質 合 成 系 を 利 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 生 細 胞 に よ る タ ン パ ク 質 合 成 系 に よ り 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し た タ ン
パ ク 質 を 得 る に は 、 ア ミ ノ ア シ ル 化 tRNA及 び mRNAを 細 胞 内 へ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に
よ り 注 入 す る 方 法 が 知 ら れ て お り （ Science, 268, p.439, 1995） 、 こ の 手 法 に よ り 生 細
胞 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 無 細 胞 翻 訳 系 に よ る 合 成 は 、 発 現 さ せ よ う と す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞
に 導 入 す る こ と な く 、 in vitroで 必 要 な 試 薬 と 混 合 し 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 行 う
こ と が で き る (Spirin, A.S. et al, (1988)"A continuous cell-free translation syste
m capable of production polypeptides in high yield" Science 242, 1162；  Kim, D.M
., et al., (1996)"A highly efficient cell-free protein synthesis system from E.c
oli" Eur.J.Biochem. 239, 881-886)。 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 は 、 mRNAの 有 す る 遺 伝 情
報 を 読 み 取 っ て リ ボ ソ ー ム 上 で タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 無 細 胞 翻 訳 系 の み を さ す 場 合 も あ る
し 、 DNAを テ ン プ レ ー ト と し て RNAを 合 成 す る 無 細 胞 転 写 系 と 前 記 無 細 胞 翻 訳 系 の 両 方 を 包
含 す る も の を さ す 場 合 も あ る 。 無 細 胞 翻 訳 系 に お い て は 、 生 物 抽 出 液 が 用 い ら れ る 。 生 物
抽 出 液 と は 、 そ れ が 大 腸 菌 抽 出 液 の 場 合 は 、 リ ボ ソ ー ム 、 20種 類 の ア ミ ノ ア シ ル tRNA合 成
酵 素 、 メ チ オ ニ ル -tRNAト ラ ン ス フ ォ ル ミ ラ ー ゼ 、 ３ 種 類 の 翻 訳 開 始 因 子 （ translation i
nitiation factor； IF1、 IF2、 IF3） 、 ３ 種 類 の 翻 訳 伸 長 因 子 （ translation elongation 
factor； EF-G、 EF-Tu、 EF-Ts） 、 ３ 種 類 の 翻 訳 終 結 因 子 （ translation termination fact
or； RF1、 RF2、 RF3） 、 リ ボ ソ ー ム リ サ イ ク リ ン グ 因 子 （ RRF） 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 等 の タ
ン パ ク 質 合 成 に 必 要 な 成 分 を 含 む 生 物 の 抽 出 液 を い う 。 こ こ に 挙 げ た 以 外 の タ ン パ ク 質 を
効 率 的 な 翻 訳 の た め に 添 加 し て も よ く 、 当 業 者 な ら ば よ り 効 率 的 な 添 加 の た め に 如 何 な る
タ ン パ ク 質 を 添 加 す れ ば よ い か 決 定 で き る 。 生 物 抽 出 液 は 、 大 腸 菌 由 来 の も の 、 コ ム ギ 胚
芽 由 来 の も の 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 由 来 の も の 、 動 物 細 胞 や 昆 虫 細 胞 由 来 の も の い ず れ を 用
い て も よ い 。 生 物 抽 出 液 は フ レ ン チ プ レ ス に よ る 破 砕 ま た は グ ラ ス ビ ー ズ を 用 い た 破 砕 等
に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 大 腸 菌 由 来 微 生 物 抽 出 液 と し て は S30エ ク ス ト ラ ク ト が あ り
、 例 え ば Prattら の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る （ Pratt, Transcription and Translatio
n - a practical approach, Henes, B. D. and Higgins, S. J. ed., IRL Press, Oxford
., 179-209 [1984]） 。 S30エ ク ス ト ラ ク ト は 、 リ ボ ソ ー ム 、 20種 類 の ア ミ ノ ア シ ル tRNA合
成 酵 素 、 メ チ オ ニ ル -tRNAト ラ ン ス フ ォ ル ミ ラ ー ゼ 、 ３ 種 類 の 翻 訳 開 始 因 子 （ translation
 initiation factor； IF1、 IF2、 IF3） 、 ３ 種 類 の 翻 訳 伸 長 因 子 （ translation elongatio
n factor； EF-G、 EF-Tu、 EF-Ts） 、 ３ 種 類 の 翻 訳 終 結 因 子 （ translation termination fa
ctor； RF1、 RF2、 RF3） 、 リ ボ ソ ー ム リ サ イ ク リ ン グ 因 子 （ RRF） 等 を 含 む 。 無 細 胞 タ ン パ
ク 質 合 成 系 は 、 上 記 生 物 抽 出 液 の 他 、 ATP再 生 系 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 発 現 さ せ よ う と す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は 発 現 さ せ よ う と す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る mRNA、 tRNA、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 RNAア ー ゼ 阻 害 剤 、 ATP、 GTP、 CTP、 UTP、 緩 衝
剤 、 ア ミ ノ 酸 、 塩 類 、 抗 菌 剤 等 を 含 ん で い て も よ く 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 は 適 宜 決 定 す れ ば よ
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ATP再 生 系 は 限 定 さ れ ず 、 公 知 の リ ン 酸 ド ナ ー お よ び キ ナ ー ゼ の 組 合 せ を 用 い る こ と が
で き る 。 こ の 組 合 せ と し て 例 え ば 、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 （ PEP） -ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー
ゼ （ PK） の 組 合 せ 、 ク レ ア チ ン リ ン 酸 （ CP） -ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ （ CK） の 組 合 せ 、 ア セ
チ ル リ ン 酸 （ AP） -ア セ テ ー ト キ ナ ー ゼ （ AK） の 組 合 せ 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 組 合 せ で A
TP再 生 系 を 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 に 加 え れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 に は 製 造 し よ う と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAも 必 要 で あ
る 。 該 mRNAは 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 に 核 酸 を 転 写 す る 系 、 す な わ ち 該 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る mRNAを 産 生 す る 系 を 包 含 さ せ て も よ い 。 こ の 場 合 は 、 DNAを 添 加 す る 。 ま た 、 別 途 m
RNAを 転 写 等 に よ り 合 成 し 、 得 ら れ た mRNAを 本 発 明 の 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 に 含 ま せ て
も よ い 。 mRNAの 産 生 は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー お よ び 該 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る 製 造
し よ う と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 含 む プ ラ ス ミ ド な ら び に 該 プ ロ モ ー タ ー に 作
用 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 達 成 で き る 。 こ こ で 、 用 い る プ ラ ス ミ ド は 限 定 さ れ ず 、 公
知 の も の が 用 い ら れ 、 公 知 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー や リ ボ ソ ー ム
結 合 部 位 等 を 導 入 し て 用 い る こ と が で き る 。 当 業 者 な ら ば 、 本 発 明 で 用 い る プ ラ ス ミ ド を
適 宜 選 択 し 、 ま た 自 ら 設 計 し て 構 築 す る こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー は 無 細 胞 タ ン パ ク 質
合 成 系 で 用 い る 生 物 が 有 す る 内 在 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て も よ い し 、 外 来 性 の プ ロ モ ー
タ ー を 用 い て も よ い 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 上 記 Trcプ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー や T
acプ ロ モ ー タ ー が 効 率 の 面 で 優 れ て お り 好 適 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 市 販 の 無 細 胞 発 現 キ ッ ト を 用 い て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ
ッ ト と し て 例 え ば 、 Rapid Translation System (RTS) (Roche)や Expressway In Vitro Pr
otein Synthesis System (Invitrogen)等 が あ る 。 こ の 際 、 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は 限 定 さ
れ な い が 、 そ れ ぞ れ の 無 細 胞 翻 訳 系 に 適 し た ベ ク タ ー が あ る の で そ れ を 使 用 す れ ば よ い 。
前 者 の キ ッ ト 用 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 pIVEX2.2bNdeが 挙 げ ら れ 、 後 者 の キ ッ ト 用 発 現 ベ ク
タ ー と し て 、 pEXP1や pEXP2が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 で ア ミ ノ ア シ ル 化 さ れ
た tRNAを 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 任 意 の 位 置 に 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸
を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ブ ロ モ ク マ リ ン を 有 す る 保 護 基 は 、 紫 外 光 を わ ず か の 時 間 照 射 す る こ と に よ り 、 例 え ば
365nmの 波 長 の 光 を 0.5秒 ～ 数 分 間 照 射 す る こ と に よ り 、 容 易 に 脱 離 す る こ と が で き る 。 図
３ に 光 照 射 に よ る 保 護 基 の 脱 離 機 構 を 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
Bmc-pTyr-pdCpAの 合 成 （ 図 ４ ）
　 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン （ pTyr、 シ グ マ 社 製 ） の DMSO溶 液 （ 91.2μ mol） に 、 Bmc-diazo 42μ m
olを 加 え 、 室 温 で 46時 間 反 応 さ せ た 。 HPLCに よ り 反 応 の 進 行 を 確 認 し た 後 、 メ タ ノ ー ル ２
mL、 水 ２ mLを 加 え た 。 撹 拌 し 、 15000rpmで ５ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し 、 遠 心 濃 縮 機 に よ
り 溶 媒 を 除 去 し た 。 逆 相 HPLC（ カ ラ ム ： ウ ォ ー タ ー ズ 社 製 XterraC18 4.6mm× 20mm、 溶 離
液 ： 0.38％ ギ 酸 と メ タ ノ ー ル の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト （ 0～ 100％ /10min） 、 流 速 ： 1.5mL/mi
n、 検 出 ： 260nmの 吸 光 度 ） に よ り 目 的 物 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 遠 心 濃 縮 機 に よ り
溶 媒 を 除 去 し Bmc-pTyrを 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Bmc-pTyr 1.1μ molに 対 し て 0.1M NaHCO 3 /dioxane =１ :１ を 150μ L加 え 、 氷 冷 下 で 撹 拌
し な が ら di-t-butyl dicarbonate（ (Boc) 2 O） の dioxane溶 液 （ 5.5μ mol） を 加 え 、 室 温 で
１ 時 間 反 応 さ せ た 。 HPLCに よ り 反 応 の 進 行 を 確 認 し た 後 、 HPLCに よ り 目 的 物 を 含 む フ ラ ク
シ ョ ン を 回 収 し 、 遠 心 濃 縮 機 に よ り 溶 媒 を 除 去 し て Boc-(Bmc-pTyr)を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Boc-(Bmc-pTyr) 0.58μ molに 対 し て ア セ ト ニ ト リ ル 60μ L、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 487μ Lを
加 え 、 氷 冷 下 で 撹 拌 し な が ら ク ロ ロ ア セ ト ニ ト リ ル 184μ Lを 滴 下 し 、 そ の ま ま の 状 態 で 20
時 間 反 応 さ せ た 。 酢 酸 エ チ ル を 用 い て 抽 出 し 、 ５ ％ 硫 酸 水 素 カ リ ウ ム で ３ 回 洗 浄 し た 後 、

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-319064 A 2007.12.13



遠 心 濃 縮 機 に よ り 溶 媒 を 除 去 し た 。 HPLCに よ り 目 的 物 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 遠 心
濃 縮 機 に よ り 溶 媒 を 除 去 し て Boc-(Bmc-pTyr)の シ ア ノ メ チ ル エ ス テ ル 体 （ Boc-(Bmc-pTyr)
-OCH 2 CN） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 pdCpAの DMF溶 液 （ 0.65μ mol） に 対 し て Boc-(Bmc-pTyr)-OCH2 CN 0.24μ molを 加 え 、 室 温
で 12時 間 反 応 さ せ た 。 HPLCに よ り 反 応 の 進 行 を 確 認 し た 後 、 反 応 液 に ジ エ チ ル エ ー テ ル １
mL加 え た 。 撹 拌 し 、 15000rpmで ５ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 取 り 除 い た 。 沈 殿 に ア セ ト ニ ト リ ル
20μ Lを 加 え て 溶 解 さ せ 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル １ mLを 加 え 、 撹 拌 し 、 15000rpmで ５ 分 間 遠 心
後 、 上 清 を 取 り 除 い た 。 沈 殿 に 再 び ア セ ト ニ ト リ ル 20μ Lを 加 え て 溶 解 さ せ 、 ジ エ チ ル エ
ー テ ル １ mLを 加 え 、 撹 拌 し 、 15000rpmで ５ 分 間 遠 心 後 、 上 清 を 取 り 除 い た 。 減 圧 乾 燥 し た
後 、 氷 冷 し な が ら ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 200μ Lを 加 え 、 軽 く 撹 拌 し て 溶 解 さ せ 、 10分 間 氷 上 に
置 い た 。 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 減 圧 除 去 し 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 1.4mLを 加 え て 撹 拌 後 、 遠 心
し 上 清 を 取 り 除 い た 。 ジ エ チ ル エ ー テ ル に よ る 洗 浄 を さ ら に ２ 回 行 な っ た 。 減 圧 乾 燥 し た
後 、 HPLCに よ り 目 的 物 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 遠 心 濃 縮 機 に よ り 溶 媒 を 除 去 し た 。
一 部 を 取 っ て 0.1M NaOHに よ り 加 水 分 解 を 行 な い 、 遊 離 し た pdCpAの 量 を HPLCに よ り 定 量 し
、 回 収 し た Bmc-pTyr-pdCpAの 濃 度 を 決 定 し た 。 2.2mMと な る よ う に DMSOに 溶 解 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
Bmc-pTyr-tRNAの 合 成 （ 図 ５ ）
　 ５ × Ligation Buffer(275mM Hepes-Na pH7.5, 75mM MgCl2 , 16.5mM DTT, ５ mM ATP) ４
μ L、 200μ M tRNA(-CA)（ 配 列 番 号 １ ） 2.5μ L、 Bmc-pTyr-pdCpAの DMSO溶 液  ２ μ L、 0.1％
 BSA 0.4μ L、 T4 RNA Ligase (25 units/μ L) 1.2μ L、 水  9.9μ Lを 混 合 し 、 ４ ℃ で ２ 時
間 反 応 さ せ た 。 ３ M AcOK pH4.5を 10μ L、 水 70μ Lを 加 え 、 等 量 の フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル
ム =１ /１ (0.3M AcOK pH4.5で 飽 和 さ せ た も の )を 加 え 撹 拌 し 、 遠 心 し た 。 上 層 を 回 収 し 、
等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 撹 拌 、 遠 心 し た 。 上 層 を 回 収 し 、 エ タ ノ ー ル 300μ Lを 加 え 、
軽 く 混 合 し 、 -20℃ で １ 時 間 置 い た 。 15000rpm 30min ４ ℃ で 遠 心 し た 後 、 上 清 を 除 き 、 -2
0℃ で 保 存 し て あ る 70％ エ タ ノ ー ル 200μ Lを 加 え 、 15000rpm ４ ℃ で ５ 秒 遠 心 し た 。 上 清 を
除 き 、 減 圧 乾 燥 し た 。 １ mM 酢 酸 カ リ ウ ム pH4.5 ２ μ Lに 溶 解 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ の 導 入
　 反 応 液 （ 10μ L） に 、 55 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 210 mM グ ル タ ミ ン 酸 カ リ ウ ム , 6.9 
mM 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム , 1.7 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル , 1.2 mM ATP, 0.28 mM GTP, 26 mMホ
ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 , １  mMス ペ ル ミ ジ ン , 1.9 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -8000, 35
 μ g/mL 葉 酸 , 12 mM 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム , 0.1 mM 20種 類 の ア ミ ノ 酸 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン mRNA（ N末 端 領 域 に CGGGが 挿 入 さ れ た も の （ 配 列 番 号 ２ ） ） 8μ g/μ Lを １ μ L、 大 腸 菌 抽
出 液 （ Promega社 製 ） を ２ μ L、 Bmc-pTyr-tRNA溶 液 を １ μ L混 合 し た 。 37℃ で １ 時 間 翻 訳 反
応 を 行 な っ た 。 翻 訳 反 応 液 １ μ Lに 、 水 ９ μ Lと ２ × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 10μ Lを 加 え 、 95
℃ ５ 分 間 加 熱 し た 。 こ の う ち の ５ μ Lを 15％ SDS-PAGEに 流 し 、 終 了 後 、 抗 T7tag抗 体 （ Nova
gen社 製 ） を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 な っ た （ 図 ６ ） 。 Bmc-pTyr-tRNAを 加 え て
翻 訳 反 応 を 行 な っ た 場 合 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お い て 野 生 型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と
同 じ 位 置 に バ ン ド が 見 ら れ る こ と か ら 、 Bmc-pTyrが ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ 導 入 さ れ た こ と
が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Bmc-pTyrを 導 入 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に お け る Bmc基 の 光 脱 離
　 Bmc-pTyrを 導 入 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 翻 訳 反 応 液 １ μ Lに UVク ロ ス リ ン カ ー （ U
VP社 製 ） を 用 い て 光 照 射 （ 365nm、 ３ 分 間 ） し た 後 、 水 ９ μ Lと ２ × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 10
μ Lを 加 え 、 95℃ ５ 分 間 加 熱 し た 。 こ の う ち の ５ μ Lを 15％ SDS-PAGEに 流 し 、 終 了 後 、 抗 リ
ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 な っ た （ 図 ７ ） 。 光 照 射 を 行 な
っ た 場 合 は 明 確 な バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 光 照 射 を 行 わ な か っ た 場 合 は バ ン ド が 見 ら
れ な か っ た 。 こ れ は 光 照 射 に よ り 導 入 さ れ た Bmc-pTyrの Bmc基 が 脱 離 し て pTyr残 基 が 生 成
し た た め に 、 抗 リ ン 酸 化 抗 体 と 結 合 で き る よ う に な っ た た め で あ る と 言 え る 。
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 修 飾 化 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 成 長 や 分 化 に 大 き く 関 与 し て お り 、 そ の 異 常 は 病 気 の 原 因
と な る 場 合 も あ る 。 そ の た め に 、 修 飾 化 タ ン パ ク 質 は 基 礎 及 び 応 用 の 両 面 か ら 活 発 に 研 究
さ れ て い る 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 研 究 に 必 要 な 修 飾 化 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ れ に よ
り 、 病 気 の 原 因 の 解 明 や 、 修 飾 化 タ ン パ ク 質 に 作 用 す る 医 薬 品 開 発 を 可 能 に す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 図 １ 】 光 脱 離 性 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 構 造 を 示 す 図 で あ る （ １ ） 。
【 図 ２ 】 光 脱 離 性 保 護 基 を 付 加 し た 修 飾 化 ア ミ ノ 酸 の 構 造 を 示 す 図 で あ る （ ２ ） 。
【 図 ３ 】 光 照 射 に よ る 保 護 基 （ Bmc基 ） の 脱 離 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 Bmc-pTyr-pdCpAの 合 成 経 路 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 Bmc-pTyr-tRNAの 合 成 経 路 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 Bmc-pTyrを 導 入 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Bmc-pTyrを 導 入 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に お け る Bmc基 の 光 脱 離 を 示 す 図 で あ る
。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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