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Annual Research Highlights 
 

(1) “Posttranslational chemical installation of azoles 

into translated peptides” 

 

Azoles, five-membered heterocycles found in the 

backbones of many peptidic natural products, can enhance 

the structural rigidity and lipophilicity of peptides and 

contribute to potent binding to the targets as well as 

improved membrane permeability. Despite the fact that 

recent advances in engineering of in vitro translation 

systems have allowed for ribosomal incorporation of 

diverse and exotic building blocks, direct incorporation of 

an azole ring(s) into the peptide backbone by translation 

remains a major challenge. 

In the present study, we have reported a method of 

ribosomal synthesis of azole-containing peptides involving 

specific ribosomal incorporation of a bromovinylglycine 

derivative (BrvG) into the nascent peptide chain and its 

chemoselective conversion to a unique azole structure (Fig. 

1). In this method, ribosomally expressed peptides 

containing BrvG are subjected to tetrabutylammonium 

fluoride (TBAF)-induced dehydrobromination conditions, 

where the BrvG residue can be specifically converted to 

the corresponding backbone oxazole moiety. This method 

enables us to install exotic azole groups, oxazole and 

thiazole, at designated positions in the peptide chain with 

both linear and macrocyclic scaffolds and thereby expand 

the repertoire of building blocks in the mRNA-templated 

synthesis of designer peptides. 

 
Fig. 1 Schematic illustration of the chemical 

posttranslational modification for in vitro ribosomal 

synthesis of azole-containing peptides. 
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(2) “Consecutive ribosomal incorporation of α-

aminoxy/α-hydrazino acids into nascent peptide chains” 

 

α-Aminoxy acid and α-hydrazino acid are β-amino-acid 

analogs, where the β-carbon is substituted with oxygen and 

nitrogen, respectively. These molecules induce pseudo γ-

turn of peptides via formation of an 8-membered-ring 

hydrogen bond between the adjacent amino acids (Fig. 2a). 

In addition, α-aminoxy acid induces lone pair repulsion 

between heteroatoms to reinforce hydrogen bonding. α-

Hydrazino acid forms a bifurcated hydrogen bond via a 

lone electron pair at the α-nitrogen. Therefore, α-aminoxy 

and α-hydrazino acids are able to fold peptides into unique 

structures such as hairpins and helices, and are attractive 

building blocks of bioactive foldamer peptides. 

Since β-amino acids are poor substrates for ribosomal 

incorporation, consecutive incorporation of β-amino acids 

is extremely difficult. Similarly, consecutive/multiple 

incorporation of α-aminoxy/α-hydrazino acid is 

challenging and has never been demonstrated to date. 

However, we have recently developed an engineered 

tRNA, referred to as tRNAPro1E2, whose T-stem and D-arm 

were designed so as to efficiently recruit translation factors, 

EF-Tu and EF-P, respectively. Use of tRNAPro1E2 resulted 

in a remarkable enhancement of consecutive incorporation 

of β-amino acids. Since α-aminoxy/α-hydrazino acids are 

β-amino-acid analogs, here we expected that their 

ribosomal incorporation can also be enhanced by using 

tRNAPro1E2. Consequently, we demonstrated for the first 

time ribosomal synthesis of various model peptides, 

including macrocyclic peptide scaffolds, bearing 

multiple/consecutive α-aminoxy/α-hydrazino acids with 

both L/D-configurations (Fig. 2b). 

 
Fig. 2 Ribosomal incorporation of α-aminoxy/α-hydrazino 

acids into peptides. (a) Pseudo γ-turn of peptides induced 

by α-aminoxy/α-hydrazino acids. (b) Examples of α-

aminoxy/α-hydrazino acids that are introduced into model 

peptides. 
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生物有機化学研究室 

 
研究ハイライト 
 

(1)翻訳後化学的修飾によるアゾール含有ペプチド

の翻訳合成 
 

 多くのペプチド性天然物の骨格に見られる 5 員環

の複素環であるアゾール環構造は、ペプチドの立体

配座の安定性や親油性を高め、標的への強力な結合

や膜透過性の向上に寄与している。近年の翻訳合成

系の改変技術の進歩により、多様な非タンパク質性

残基を含んだペプチドをリボソームで生産できるよ

うになってきたが、アゾール環を翻訳によってペプ

チド骨格に直接組み込むことは依然として困難であ

った。 

 本研究では、ブロモビニルグリシン誘導体（BrvG）

を改変翻訳系でペプチド鎖に特異的に組み込んだ後

に選択的な化学修飾を行うことで、アゾール含有ペ

プチドを翻訳合成する方法論を確立した（図 1）。本

手法では、リボソームで合成した BrvG を含有ペプチ

ドをテトラブチルアンモニウムフルオリド（TBAF）

で処理することでデヒドロブロモ化を引き起こすこ

とで、BrvG 残基を対応する主鎖オキサゾール骨格へ

と特異的に変換する。類似の方法により、オキサゾー

ルだけでなく含硫黄チアゾール環の合成にも成功し

た。これにより、主鎖アゾール環を、直鎖および大環

状化ペプチド鎖の指定位置に導入することで、人工

設計した配列のアゾールペプチドをmRNA鋳型依存

的な生産を実現した。 

 
図 1 アゾール含有ペプチドの in vitro リボソーム合

成のための化学的翻訳後修飾の模式図。 
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(2)リボソーム翻訳によるα-アミノキシ酸およびα

-ヒドラジノ酸のペプチド鎖への連続導入 
 

α-アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸は β-アミノ

酸のアナログであり、β-炭素が酸素原子及び窒素原

子に置換された構造を持つ。これらの化合物をペプ

チド鎖中に導入すると分子内で 8 員環水素結合を形

成し、シュード γ-ターン構造を誘起する（図 2a）。

さらに、α-アミノキシ酸では孤立電子対の反発によ

りこの水素結合が安定化され、α-ヒドラジノ酸では

α-窒素が分岐水素結合形成に関与することで構造が

安定化される。以上のことから、これらの分子はペプ

チドを強固に折り畳む効果を示すため、新規生理活

性フォルダマーペプチドの開発基盤として魅力的で

ある。 

一方で、リボソーム翻訳による β-アミノ酸の導入効

率は低く、ペプチド鎖中に連続導入することは従来

非常に困難であった。α-アミノキシ酸および α-ヒド

ラジノ酸についても同様であると考えられ、複数な

いし連続で翻訳導入された例はない。しかし、近年

我々は T-ステムと D-アームの構造を最適化した

tRNAPro1E2という人工 tRNA の開発に成功した。この

tRNA は 2 種の翻訳因子 EF-Tu および EF-P に対する

親和性を高めることにより、β-アミノ酸の導入効率

を飛躍的に向上させた。本研究では、tRNAPro1E2を α-

アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸の翻訳に適用す

ることにより、様々なモデルペプチドへの連続導入

に初めて成功した（図 2b）。 

 

 
 

図 2 α-アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸の翻訳導

入。 (a) α-アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸が誘

起するシュード γ-ターン構造。 (b) 翻訳導入された

α-アミノキシ酸および α-ヒドラジノ酸の例。 
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