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研究成果の概要（和文）：環状不凍糖ペプチドは天然型の直鎖状不凍糖ペプチドが有する活性型配座を取れないことか
ら異なる不凍化機構の存在が予想されていたが、従来の合成法では高純度の標品を得ることが困難であった。本研究で
はフッ素化アルコールの水素結合能に着目したを新規ペプチド環化法の開発に成功し、この環状不凍糖ペプチドの高純
度標品の迅速調整に成功し、さらに従来のペプチド環化に多用されてきた方法ではC-末端アミノ酸のラセミ化が生じる
ことにより生成物の複雑化が生じていることを解明した。さらに、糖鎖不可前後の環状ペプチド骨格の結晶構造および
溶液中の構造を解明し、１対の逆並行βシート型構造の配列が糖付加により変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cyclic anti-freeze glydopeptide (AFGP) found by our group has different conformati
on from linear AFGP found from polar fish. To elucidate the structural feature of the cyclic AFGP, we deve
loped novel cyclization method for peptide and glycopeptide by use of hydrogen-bonding property of fluorin
ated alcohols. Pure cyclic AFGP was obtained by the new method in high yield from solution of correspondin
g corresponding linear precursor. Interestingly, common cyclization method using DPPA induce C-terminal ep
imerization. NMR and X-ray crystallographic experiments for cyclic AFGP and corresponding cyclic peptide s
keleton revealed anti-parallel beta-sheet structure of the both compound, and glycan modification induce a
 replacement of amino acid position in the structure. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
AFGP ：極地の魚は不凍糖タンパク質
(Antifreeze glycoprotein: AFGP)を産生するこ
とにより体液の凍結から免れていることを
DeVriesらが1971年に報告して以来、不凍(糖)
タンパク質の構造活性相関に関する研究が
各地で精力的に行われており、魚類からは
AFGPに加え、4種のAFPが見出されている。
AFGP は通常のモル凝固点降下に従わない凝
固点降下活性を示し、その不凍活性の発現機
構は氷晶のプリズム面へ特異的吸着であり、
その結果バイピラミッド型氷晶を与えるこ
とが知られている。AFGP はトリペプチドに
2 糖が結合した糖ペプチドユニットの繰り返
し構造(MW 2600-33000)を有しており、これ
までの申請者らのグループによる合成化学
的な研究によりその繰り返し数の増大に伴
い不凍活性が向上すること、活性に必要な化
学構造、活性体は PPII helix と呼ばれるペプ
チド配座を有することなどが確認された
(Tachibana et al. Angew. Chem., Int. Ed., 2004, 
43, 856)。一方、AFGP の氷晶結合部位は未だ
複数の異なる説が提案されているのみであ
り、分子レベルで不凍機構の解明法が求めら
れている。 
 
環状 AFGP：一方、申請者らは AFGP の化学
合成においてその環状体が生成しているこ
とを見出し、環状 AFGP の混合物が不凍活性
を有することを確認した。そこで、その混合
物から 6～12 アミノ酸まで 3 サイズの環状体
をごく微量（１mg 以下）ずつ分離しそれぞ
れの不凍活性等を調べたところ、天然型に共
通の PPII helix 配座をとらないこと、天然体
とは逆に最も小さな環状体が特異的に強力
な不凍活性を示すことを見出した。(Chem. 
Commun., 2009, 1641) この環状 AFGP は分子
量 1217.2 の C2 対称分子であり比較的堅い構
造を有することが予想されることから、その
構造変換と機能解析サイクルの迅速化や、結
晶水を含んだ結晶構造の解析や NMR 解析な
どによる不凍活性の精密分子機構解明が期
待される。さらに、電荷を有さない世界初の
不凍タンパク質であることから、広い pH 領
域および塩濃度で安定して使用可能な生体
向け不凍剤となることが期待される。従って、
環状 AFGP の量的確保が困難であり、誘導体
合成等の調製が容易な効率的合成法の開発
が必要である。 

 
２．研究の目的 
環状 AFGP の選択的かつ高収率な固相合成法
を構築するとともに、誘導体合成と解析を行
うことにより、不凍活性の分子機構解明に挑
戦する。 
 
３．研究の方法 
環状 AFGP(n = 2)のサイズ選択的かつ効率的
な合成法の構築 
溶媒－ペプチド間の水素結合ネットワーク

構築の利用により、ペプチドの溶解性と環化
効率を高度に両立した液相ペプチド環化法
を開発する。 
 
環状 AFGP の立体配座解析： NOESY, 
DQFCOSY, TOCSY, ROESY 法などを用い、水
溶液中における配座解析を行う。AMBER9 に
て予測した構造より、環状 AFGP も直鎖状の
AFGP と同様に親水性部位と疎水性部位が明
確に分かれた構造を有していることが予想
される。（下図参照）この両親媒性による分
子集合体の形成が予想されるが、直鎖状
AFGP においても分子集合体の形成およびそ
の分子間相互作用に関する情報は皆無であ
る。この問題を解明するため、同位体置換体
と非置換体を共存させて原子間相互作用を
NMR 解析することにより分子間相互作用と
分子内相互作用を識別し、水溶液中における
環状 AFGP の集合状態の解析に挑戦する。ま
た、その配座の温度応答性、上述の構造活性
相関や環境活性相関と連動した配座解析に
より不凍活性に必要な配座を同定する。さら
に、環状 AFGP およびその骨格環状ペプチド
の結晶構造解析にも挑戦する。 

 
NMR 法で得た直鎖状 AFGP(n=3)の配座 

 
AMBER9 で予測した環状 AFGP の配座 
 
４．研究成果 
環状 AFGP(n = 2)のサイズ選択的かつ効率的
な合成法の構築 
 まず、環状 AFGP 合成ルートの最適化につ
いて検討した。まず、電磁波照射下、コア１
型または Tn 型糖鎖を有する AFGP２回繰り返
し単位（６アミノ酸、ATAATA または TAATAA）
を固相合成した。この糖ペプチドの環化条件
の探索を行い、2,2,2-トリフルオロエタノー
ルとジクロロメタンの混合系（TFE-DCM）で
ジイソプロピルカルボジイミドと 1-ヒドロ
キシ-7-アザベンゾトリアゾールを組み合わ
せた縮合系（DIC-HOAt）を用いることにより
従来の DPPA を用いた環化系よりも単純な生



成物ピークパターンが得られた。また、１H－
NMR スペクトルも単純な 3 アミノ酸 2 糖型の
ものが得られた。本研究開始前に DPPA を用
いたサンプルから取得したサンプルは単一
分子量を示すMALDIスペクトルが得られてい
たが、１H－NMR スペクトルは非常に複雑であ
った。そこで、１H－NMR スペクトルが複雑化
した理由がエピマーとの混合ピークであっ
たためであると予想し、従来の DPPA を用い
た合成法で得られた生成物の分離法をGPCか
ら逆相 HPLC に変更し、新規合成法で取得し
たサンプルを用いてその分離条件を最適化
した。その結果、従来の DPPA を用いた縮合
系では C末端のエピメリ化が生じ、標的とな
った 2回繰り返し環状化合物がほぼ 1対１の
エピマーとの混合物であったことが判明し
た。さらに、水素結合で分子間反応を抑制可
能な新規法と比較し、DPPA を用いた環化法で
は環化のサイズ選択性も低いため、多様なサ
イズの環化体とそのエピマーのセットが生
成し、目的環状糖ペプチドの収量および精製
効率を著しく低下させていることが判明し
た。一方、TFE-DCM 中で DIC-HOAt を用いた縮
合系は糖ペプチドの 0.1 mM 溶液中では目的
糖ペプチドをサイズ選択的に与え、さらに、
エピメリ化が検出感度以下に抑制できるこ
とが確認された。さらに、事前に C末端に D-
アラニンを配置した糖ペプチドを調製し、こ
れを同じ条件で環化させることにより目的
環状糖ペプチドのエピマーを選択的に調製
することに成功した。DPPA を用いた反応系で
エピマーが生じていることはこの合成エピ
マーと DPPA で合成した副生成物の１H－NMR
スペクトルを比較することにより実証した。 
 
環状 AFGP の立体配座解析 
 続いて、この環状糖ペプチドの新規合成法
を用いてNMR解析研究に十分な量のサンプル
を調製し、各種 NMR 解析を組み合わせること
によりその完全帰属を行った。また、環状ペ
プチド骨格の結晶化に挑戦した結果、質の良
い結晶を得ることに成功し、その結晶構造解
析を行った。結晶構造解析の結果、環状ペプ
チドはスレオニンを中間に持つ３ペプチド
同士の逆並行βシート様構造を有している
ことが示された。一方、糖鎖を持つ環状 AFGP
からは結晶構造解析可能な結晶を取得する
ことが困難であった。そこで、NOESY により
求められた距離情報と分子動力学計算を用
いて環状 AFGP の配座解析を行った。また、
環状 AFGP は C2 対称構造を有するため、正確
な構造計算には同位体導入などによるNMR情
報の非対称化が必要ではないかと予測して
いたが、同位体修飾なしで十分に構造計算可
能な距離情報を取得することに成功した。こ
のNMR解析の結果から得られた構造は結晶構
造と異なり、アラニンを中間に持つ非常に安
定な逆並行βシート様構造を有しているこ
とが確認された。このペプチド部位の構造は
研究開始前に AMBER9 計算で予測した構造と

ほぼ一致していた。しかし、糖鎖のうち特に
ガラクトース残基の配座が AMBER9 による予
測から大きく変化していることが確認され
た。その結果、アミノ酸側鎖メチル基による
疎水性部位と糖残基による申請部位が明確
に分離しており、ペプチド残基の配座は異な
るものの、直鎖状 AFGP と類似した両親媒性
構造を有していることが確認された。 

 

 NMR 法で得た環状 AFGP(n=2)の配座 
 
 さらに、DPPA による環化の際に生じていた
環状 AFGP エピマーに関しても NMR による完
全帰属および配座解析を行った。この化合物
は既に C2 対称性が崩れており、全アミノ酸
残基を分離して解析可能であった。得られた
構造と先に取得した環状 AFGP の構造を比較
したところ、エピマー体では環状ペプチド骨
格の自由度が増しており、特に糖鎖が結合し
たスレオニン残基が大きく揺らいでいる。ま
た、逆並行βシート様構造の中央のアラニン
の片側が D アミノ酸に置換されているため、
逆並行βシート様構造にねじれが生じてい
た。また、スレオニン残基の揺らぎに伴い糖
残基も大きく揺らいでおり、環状 AFGP では
接近していた非還元末端のガラクトース残
基が離れ、環状ペプチドの環の外側に突き出
したような構造が得られた。すなわち、直鎖
状 AFGP で確認されたような明確な親水性部
位と疎水性部位の分離が行われていなかっ
た。 

 
環状 AFGP(n=2)エピマーの配座 

以上、環状 AFGP の合成において 2,2,2-トリ
フルオロエタノールとジクロロメタンの混
合系（TFE-DCM）でジイソプロピルカルボジ
イミドと 1-ヒドロキシ-7-アザベンゾトリア
ゾールを組み合わせた縮合系（DIC-HOAt）を
用いることにより、DPPA 縮合で 50％程度生
じていたエピマー化を HPLC 分析の検出限界
以下に抑えると共に、2 量化も痕跡量となる
効率的環化法の開発に成功した。本方法は特
別なアミノ酸残基や保護基、縮合剤などを必



要としないことから、新しいペプチド環化法
として普及することが期待される。得られた
環状 AFGP から NMR によりその立体配座解析
を行った結果、糖残基による親水性部位とペ
プチドによる疎水性部位が明確に分かれた
配座を有していることが確認された。また、
エピマーではペプチド間の自由度が増すこ
とにより糖残基の配座が崩れることが示さ
れた。 
 さらに、フッ素化アルコールを用いた新規
ペプチド環化法の一般性について検証した。
検証対象として Integrin αVβ3 アンタゴニ
ストである環状 RGD ペプチド、抗マラリア活
性が報告されている mahafacyclin B、腫瘍細
胞 障 害 性 が 報 告 さ れ て い る
cherimolacyclopeptide E、をそれぞれ選択
した。環状ペプチドはいずれも合成例があり、
D-アミノ酸を含有する環状RGDペプチドは溶
解性が高く環化しやすく、一方 mahafacyclin 
B は 難 溶 性 で 環 化 し に く く 、
cherimolacyclopeptide E はその中間の性質
を示した。 
不凍環状糖ペプチドの構築において 10 mM と
いう本来環化に適さない高濃度で良好な環
化反応が観察されたことからこれらのペプ
チドも 10 mM で環化を行うこととし、縮合剤
にジイソプロピルカルボジイミド、添加剤に
HOAt を使用し、DMF 中またはフッ素化アルコ
ールを含む各種アルコールとジクロロメタ
ン(DCM)の等量混合液中での環化特性を評価
した。その結果、もともと反応性の高い環状
RGD ペプチドではいずれの溶媒条件でも高収
率で環化物が得られた。一方、mahafacyclin 
Bの合成においては環状AFGPと同様にフッ素
化アルコールを用いた系以外では懸濁液と
なり、環化収率が著しく低下した（３～１
５％）が、2,2,2-トリフルオロエタノール
(TFE)―DCM溶液中では環化率94%(HPLC)で生
成物を与えた。これまでの報告例では 0.1mM 
DMF 溶液中で環化率 10%(単離)、0.03mM DMF
中で環化率 30%（HPLC）でありその単離には
高沸点のDMFの留去と分液操作が必要であっ
た。一方、申請者が見出した方法では低沸点
の 10 mM 溶液中で 94%という環化率を得るこ
とに成功しており、これまで効率が悪かった
環状ペプチドの合成効率を飛躍的に改良で
きることを示すことに成功した。 
cherimolacyclopeptide E はこれまで固相上
での環化法により総収率 10%（単離）での調
製が報告されている。このペプチドの環化を
試みたところ、いずれの溶媒系にも溶解し、
DMF 中では 23%の環化率であったがフッ素化
アルコールおよびアルコール中では 47～76%
といずれも良好な環化効率を示し、TFE-DCM
系が最高収率を示した。また、大変興味深い
ことに、フッ素化アルコールに限らず、アル
コールのpKaが小さくなるに応じて二量体型
副生成が少なくなり、エステル型副生成物が
増加し、TFE-DCM 系で環化効率が極大化した。 
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