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Annual Research Highlights (2) “Selection of natural product-like macrocyclic 
N-methyl-peptide inhibitors against a ubiquitin ligase 
using a ribosome-expressed de novo library” 

 
(
 
1) “Flexizymes for genetic code reprogramming”  

 
Genetic code reprogramming is a method for the 

reassignment of arbitrary codons from proteinogenic 
amino acids to non-proteinogenic ones, and thus specific 
sequences of non-standard peptides can be ribosomally 
expressed according to their mRNA templates. We have 
developed a protocol that facilitates the genetic code 
reprogramming using flexizymes integrated with a 
custom-made in-vitro translation apparatus, referred to as 
the flexible in-vitro translation (FIT) system. Flexizymes 
are flexible tRNA acylation ribozymes that enable the 
preparation of a diverse array of non-proteinogenic 
acyl-tRNAs. These acyl-tRNAs read vacant codons 
created in the FIT system, yielding the desired 
non-standard peptides with diverse exotic structures, such 
as N-methyl amino acids, D-amino acids and 
physiologically stable macrocyclic scaffolds. Facility of 
the protocol allows for a wide variety of applications in 
the synthesis of new classes of non-standard peptides 
with biological functions. 

We have developed a new method for synthesizing a de 
novo library of natural product-like macrocyclic 
N-methyl-peptides by ribosomal translation. N-terminus 
chloroacetyl-D-tryptophan (ClAcDW) and four 
N-methyl-amino acids (MeF, MeS, MeA, and MeG) were 
introduced into the peptide library by using a 
reprogrammed genetic code. Then, the chloroacetyl group 
of the ClAcDW intramolecularly reacted with the 
sulfhydryl group of the downstream Cys residue to give 
macrocyclic backbone via a nonreducible thioether bond. 
By coupling the macrocyclic N-methyl-peptide library 
with an in vitro display method, which is referred to as 
RaPID (random nonstandard peptides integrated 
discovery) system, we have successfully demonstrated the 
selection of anti-E6AP macrocyclic N-methyl-peptides, 
all of which have multiple N-methyl amino acids. We 
confirmed that one of the peptide strongly inhibits 
polyubiquitination of proteins such as p53. This work 
demonstrated the potentials of the RaPID system for the 
discovery of a novel class of biologically active 
nonstandard peptides. 
 

 
 
Fig. 2 Overview of the RaPID system for the selection of 
macrocyclic N-methyl-peptides against E6AP. 
 

 
Fig. 1 Ribosomal synthesis of cyclic N-alkyl peptide syntheses 
by the genetic code reprogramming. (a, b) Reprogrammed 
genetic code tables used for cyclic N-methyl peptide synthesis 
(a) and cyclic peptoid-peptide hybrid synthesis (b). (c) 
Sequences of mRNA template and linear peptide/peptoid 
translation products. The KK-Flag in parentheses indicates the 
RNA sequence encoding a KK-Flag peptide (KKDYKDDDDK). 
(d, e) Schematic structures of cyclic N-methyl-peptide (d) and 
cyclic peptoid-peptide hybrid (e) synthesized by FIT system via 
spontaneous posttranslational cyclization. (f, g) MALDI-TOF 
mass spectra of cyclic N-methyl-peptide (f) and cyclic 

eptoid-peptide hybrid (g). 

 
Fig. 3 Peptide sequences obtained from the in vitro selection. 
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研究ハイライト (2) リボソーム翻訳合成による擬天然物型大環状 N-

メチルペプチドライブラリーを用いた新規ユビキチ

ンライゲース阻害剤の探索 
 
(1) フレキシザイムを用いた遺伝暗号のリプログラ

ミング 
 
 当研究室では、リボソーム翻訳合成による擬天然

物型 N-メチル大環状ペプチドライブラリの合成法を

確立した。遺伝暗号リプログラミングによりペプチ

ド鎖の N 末端にクロロアセチル-D-トリプトファン

(ClAcDW)を、その下流に４種類の N-メチルアミノ酸

(MeF, MeS, MeA, MeG)を導入し、クロロアセチル基と下

流のシステインのスルフヒドリル基との間でチオエ

ーテル結合を形成することによって大環状骨格を形

成させることができる。さらに、この N−メチル大環

状ペプチドライブラリと in vitroディスプレイ法を組

み合わせた手法として RaPID (random nonstandard 
peptides integrated discovery)システムを開発し、これ

を用いてユビキチンライゲース E6AP を標的とした

阻害剤ペプチドの探索に成功した。得られたペプチ

ドは全て複数の N-メチルアミノ酸を含んでおり、そ

のうちの１つのペプチドについて非常に強い阻害活

性を有することが確認された。この成果により、

RaPID システムが新規生理活性ペプチドを探索する

手法として非常に有効であることを示した。 

 
 遺伝暗号のリプログラミング法は、翻訳反応にお

けるコドンとアミノ酸の対応関係を人工的に改変す

ることで、複数の非タンパク質性アミノ酸を含む特

殊ペプチドを自在に生合成する手法である。我々は

アミノアシル化を触媒する人工リボザイムであるフ

レキシザイムと、再構成型の無細胞翻訳系とを組み

合わせることで、簡便に遺伝暗号のリプログラミン

グを実施可能なフレキシブル翻訳系（FIT システム）

を確立した。この手法は天然物ライクな特殊骨格（N-
メチルアミノ酸・D-アミノ酸・大環状骨格など）を

有するペプチドを正確かつ迅速に合成することがで

きるため、生理活性を持った新規特殊ペプチドの探

索への応用が期待される。 

 

 
図２ RaPID システムによる E6AP 阻害剤大環状 N-メチル

ペプチドのセレクション 
 

 
図１ 遺伝暗号のリプログラミングによる環状 N-アルキ

ルペプチドの翻訳合成。(a, b) (a)環状 N-メチルペプチド及

び(b)環状ペプチド-ペプトイドハイブリッドの翻訳に用い

た改変遺伝暗号。(c) 用いた mRNA 配列及び翻訳産物の配

列 。 括 弧 の中 の 「 KK-Flag 」 は KK-Flag ペ プ チ ド

(KKDYKDDDDK)をコードする RNA 配列を意味する。 (d, 
e) FIT システムと翻訳後自発的環状化反応により合成した

(d)環状 N-メチルペプチド及び(e)環状ペプチド-ペプトイド

ハイブリッドの構造。 (f, g) 得られた(f)環状 N-メチルペプ

チド及び (g)環状ペプチド -ペプトイドハイブリッドの

MALDI-TOF マススペクトル。 

 
図３ in vitro セレクションによって得られたペプチドの配

列 
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