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研究成果の概要 

構造異性化に伴うタンパク質の変化を NMRで可視化するため、基質タンパク質の精製を行った。GSTタ

グ付きで大腸菌に発現させ、抽出液をグルタチオンアガロースビーズに結合後、プロテアーゼ処理によ

り単離を試みたが、凝集が見られたためタグを変更して再精製を行った。 

プロリン異性化酵素活性の in vitroアッセイでは、フェニルアラニンとペプチジル-pNAを含むプロリ

ン配列のペプチドを用いた。異性化によって構造が変化するとキモトリプシンがフェニルアラニンを

切断し、pNAが遊離する。この pNA由来の吸光度変化速度を測定することで活性を評価する系を確立し

た。さらに、近傍のリン酸化やアセチル化修飾が異性化効率に与える影響を調べるため、複数の化学修

飾を加えたペプチドを用いて検討した。また、関心のある異性化部位以外のプロリン配列についても特

異性を評価した。 

ChIP-seq解析に向けた条件検討も実施した。市販の FKBP抗体では ChIPが困難であったため、FKBP遺

伝子座に HA タグを挿入したノックイン細胞株を樹立したが、発現量の低下と軽度の増殖影響が確認さ

れた。そこで、片方のアリルのみに HA タグを導入したヘテロ型細胞株を新たに作製し、今後の ChIP-

seq解析に使用する予定である。 
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