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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜上のくぼみであるカベオラの形成に重要な役割を果たすタンパク
質、カベオリンの機能、構造を解析する目的でその全合成研究を行った。アミノ酸200残基近いカベオリンを全
合成するため、全体を5つのペプチドセグメントに分割して固相法により合成し、それらを順次縮合することに
より全配列へと導くこととした。カベオリンは部分的に細胞膜に埋まっているため、セグメントのいくつかは疎
水性が高く溶解性が極めて低い。そこで、ペプチドの溶解性向上に効果のあるイソペプチド結合の導入によりそ
の問題を回避した。全配列を縮合後、パルミトイル基を結合し、脱保護を経て目的とするカベオリンを得ること
ができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the chemical synthesis of caveolin, which is an important 
protein for the formation of caveola, was performed. To accomplish the synthesis, the entire 
sequence was divided into 5, and each peptide segment was prepared by the solid-phase method. As 
caveolin is partly inserted in lipid bilayer, it retains highly hydrophobic character. Therefore, 
the O-acylisopeptide structure, which is efficient to increase the solubility of the peptide 
segment, was introduced to the C-terminal segments. As a result, all the segments could be 
synthesized and purified by high-performance liquid chromatography. The obtained segments were then 
condensed by our segment condensation method (The thioester method) and the polypeptide with the 
entire sequence of caveolin was obtained. The protecting groups at the side chain SH group of Cys 
residues were then removed and the palmitoyl groups were introduced. Finally, all the protecting 
groups were removed to obtain the desired caveolin.

研究分野：有機合成化学

キーワード： カベオリン　化学合成　特異的修飾　ライゲーション法　ペプチドチオエステル　固相合成法

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内では絶えず細胞内外で物質、情報がやり取りされている。細胞膜上での物質の取り込み方法の一つとし
て、カベオラと呼ばれるくぼみを利用する方法がある。カベオラの細胞質側には、カベオリンが集積している。
しかし、カベオリンが集積すればくぼみができるのか等、カベオラによる物質取り込みの詳細は不明である。カ
ベオリンの変異は、がん等種々の疾患への関与が示唆されており、カベオリンの詳細な機能解明が望まれてい
る。しかし、カベオリンは膜に存在するため、機能解析に必要な高純度の試料の調製が困難であった。本研究で
カベオリンの化学合成法が確立できたことから、今後カベオリンの機能研究に大きく貢献できるものと期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体内の各細胞は、絶えず細胞内外での物質、情報のやり取りを行い、生体全体の恒常性
を維持している。生体膜上におけるこのような細胞活動において最もダイナミックな過程
の一つは、エンドサイトーシスと呼ばれる細胞内への物質の取り込みであろう。エンドサイ
トーシスには幾つかの機構があるが、クラスリンにより囲まれた小胞による輸送は非常に
よく研究されている。 
 一方、カベオラと呼ばれるくぼみから生じる小胞を経るエンドサイトーシスも知られて
いる。カベオラは、細胞膜上のマイクロドメインと呼ばれる特殊な領域に観測される。細胞
膜は流動モザイクモデルとして知られるように、流動性に富むが、最近の研究では細胞膜は
均一ではなく、ところどころにコレステロールやスフィンゴ脂質と呼ばれる特殊な脂質に
富むマイクロドメインがあることがわかってきた。カベオラの細胞質側には、カベオリンと
呼ばれるタンパク質が集積し、くぼみの形成を促していることが明らかとなっている。しか
し、カベオリンが集積すれば、くぼみができるのか、コレステロールやスフィンゴ脂質の存
在は必須なのか等、カベオラを介するエンドサイトーシスに関してはほとんど理解が進ん
でいない。カベオリンの変異は、がん、筋ジストロフィー他、種々の疾患への関わりが示唆
されており、カベオリンの機能、カベオラ形成に関する詳細な機構解明が望まれている。 
 カベオリンは、図１のような細胞内腔側に存在するタンパク質である。真ん中付近に存在
する膜結合部位が逆 V 字型の構造をとることにより、細胞内外での膜の曲率を変化させて
カベオラ構造の形成を促すものと考えられているが、まだ実証はされていない。カベオリン
は、一次構造上、リン酸化部位、膜結合部位、脂肪酸付加部位を持つなど非常に複雑な構造
を持つ。しかも、脂肪酸の付加、膜結合部位の存
在により、通常のタンパク質に比較して高度に疎
水性となっている。これらの構造の複雑さ、およ
びタンパク質としての性質の特異さが、カベオリ
ンの機能、構造解析を困難にする一つの原因であ
る。また、リン酸化、脂肪酸付加等の翻訳後修飾
のため、大腸菌による発現もうまく行かない。機
能解析に適したカベオリンを調製するのが困難
なのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々の開発したタンパク質合成法(チオエステル法)をもとに、カベオリンの
化学合成ルートを確立し、その全合成を達成するために行った。その途上、カベオリンの高
い疎水性に由来する問題点を解決することにより、膜タンパク質の化学合成に一般的に使
用できる方法の開発を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) セグメントの分割位置の決定 
筆者らは、1991 年に世界に先駆けて効率的なタンパク質合成法(チオエステル法, Bull. Chem. 
Soc. Jpn., 64, 111 (1991))の開発に成功した。この方法は、ペプチドチオエステルを鍵中間体とす
る現在のタンパク質合成法の基礎となっている。この方法では、目的とするタンパク質を幾つかの
セグメントに分割して固相法を用いてペプチドチオエステルを合成し、HPLC により精製した後、チ
オエステル基を活性化してC末端ペプチドと縮合する (図 2)。 

 
          図 2. チオエステル 

法の概略. 
 
 
 
 カベオリンの配列を図 3に示す。当初、N末端側をチオエステル法にて、C末端側を Kent
らにより開発された Native chemical ligation (NCL, Science, 266, 776 (1994))法によ
り縮合する方法を検討した。NCL 法では、Cys の N末端側で無保護のペプチド鎖同士を結合
できる。そこで、P27, G77, G116 (以上チオエステル法による縮合), Q142 (NCL 法による縮合) 
 
  
 
 
 

 
      
   

 
 

図 1．カベオリンの構造. 

  

 
図 3.カベオリンの構造. 下線部は膜中に存在する部位。四角で囲んだ残基はイソペプチド構造を導
入した部位. *はリン酸基導入部位. 



の C末端側での縮合を試みた。しかし、実際に合成してみると、C末端側のセグメントの溶
解性が極めて低く、反応の進行がほとんど見られなかった。Muir らにより NCL 法で疎水性
の高いイオンチャネルの合成が達成され、その際、ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)を添加す
ると NCL が効率よく進行することが報告されている(J. Am. Chem. Soc., 124, 9113 
(2001))。しかし、カベオリンの合成に適用してみたところ、SDS の非存在下よりは収率が
向上したものの、目的物の収率は極めて低いことが明らかとなった。このため水溶液中で縮
合反応を行う NCL 法は、カベオリンのような疎水性の高いタンパク質にはあまり有効では
ないことが示唆された。そこで改めて P27, G77, S104,123を分割位置として、すべてチオエス
テル法による縮合を行うこととした。以下その結果を報告する。 
   
（2）セグメントの調製 
A. イソペプチド結合形成による溶解性向上法の導入 
 カベオリンの 100 残基目以降は膜に埋まっている領域、パルミトイル化されて膜と相互
作用する領域から構成されており、この領域をいかに可溶化するかがカベオリン合成達成
の鍵となる。そこで固相法によるペプチド鎖伸長の際、図 3のアミノ酸配列中、四角で囲っ
たアミノ酸のところで、木曽らによって見出された溶解性の向上に寄与する O-アシルイソ
ペプチド結合を導入することとした(図 4, Chem. Commun. 124 (2004))。イソペプチド部位
のα-アミノ基がプロトン化されている限り、この構造は維持されるが、中性条件になると
速やかにもとのアミド結合を再生させることができる。このため、合成途上は可溶性の高い
状態を保持して反応性を向上させつつ、最終段階で天然型のタンパク質を再生することが
できる。我々は、この方法を利用していくつかの疎水性の高いタンパク質の合成に成功して
いる(Org. Biomol. Chem., 14, 6368 (2016))。 
 
 
             図 4. O-アシルイソペプ 

チド法によるペプチドセ 
グメントの溶解性向上.  

         
 
B. N-アルキルシステインを用いたチオエステル調製法の適用 
チオエステル法による縮合を行うため、一番 C 末端のペプチドセグメント以外はチオエ
ステルとして合成する必要がある。しかし、現在固相合成の主流として用いられる 9-
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)法では、ペプチド鎖伸長中に用いられるピペリジンによ
りチオエステル結合が分解するため、ペプチドチオエステルを直接的に固相合成すること
は困難である。そこで(2-27)、(28-77)のセグメントについては、我々のグループで開発し
た N-アルキルシステイン(NAC)を用いるチオエステル化法(図 5, Tetrahedron Lett., 48, 
25 (2007))により調製することとした。この方法では、まず、NAC を樹脂に導入した後、通
常の Fmoc 法でペプチド鎖を伸長する。脱保護の後、チオールを加えると速やかに NAC 部位
でのチオエステル交換が起こり、ペプチドチオエステルを効率的に得ることができる。 
 
         図 5．N-アルキルシステインを 

利用したペプチドチオエステ 
ル合成法． 

 
C. イソペプチド構造導入によるラセミ化抑制法を用いた縮合 
ペプチドセグメント同士を縮合する際、縮合部位の C 末端アミノ酸がラセミ化しやすいこ
とはよく知られている。このためチオエステル法では主に Gly、Pro 残基の C末端側でのラ
イゲーションが行われる。しかし、カベオリンの場合、100 残基以降、ライゲーション部位
として好適な位置に Gly 残基がないため、Ser104、Ser123を分割位置として設定した。そして
L103と S104、L122と S123の間にイソペプチド結合を導入することにより、ラセミ化なくセグメ
ント縮合を行うこととした。イソペプチド結合の形成により S104、S123はα-アミノ基にウレ
タン型保護基を持つことになり、セグメント縮合の際に活性化されてもラセミ化しないこ
とが報告されている(図 6, J. Pept. Sci., 16, 437 (2010))。これを実現するためには、
ペプチドの C 末端にイソペプチドチオエステルを形成させる必要がある。このことを実現
するためには、現在のところ t-butoxycarbonyl (Boc)法が有効である。そこで、(78-104)
と(105-123)のセグメントについては、あらかじめ合成したイソジペプチドを SH 基を持つ
樹脂と反応させチオエステル結合を形成させた後、Boc 法による合成を行うこととした。 
 
 
         図 6. イソペプチド部位で 

の縮合． 
 

 

 

 

 



 (4) 全体の合成ルート 
 以上の検討をふまえ、全体の合成ルートを図 7のようにデザインした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図 7. カベオリン 

の全合成ルート． 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) イソジペプチドユニットの合成 
 カベオリン配列中の AS、LS、YS 間でイソペプチド結合を形成させるため、図 8に従いジ
ペプチドを合成した。いずれのジペプチドも収率よく合成することができた。Ser のα-ア
ミノ基の保護基として用いている pyridylmethoxycarbonyl(iNoc)基は、固相合成後の脱保
護の段階では安定で、最終段階で亜鉛酢酸により選択的に除去できるため、合成の最終段階
までイソペプチド結合を安定に保持し、溶解性を高く保つことが可能である。 
 
        図 8．イソジペプチド 

の合成． 
 
 
 
 (2) セグメントの固相合成 
 セグメント 1、2は NAC を持つ樹脂を出発物質として、Fmoc 法により合成した。脱保護後、
セグメント 1は、クロロチオフェノール、2はメルカプトエタンスルホン酸と反応させてチ
オエステルへと変換した。両者とも溶解性がよく問題なく合成が可能であった。セグメント
2については、Ser37と Tyr42にリン酸基を持つものも同様にして合成した。 
 セグメント 3、4はいずれも C末端にイソジペプチドチオエステルを持つ。イソペプチド
結合は若干活性化された結合であるため、NAC 法を用いて最後にチオエステル化をすると、
結合の分解が予想された。そこで２つのセグメントは、SH 基を持つ樹脂上でイソジペプチ
ドを導入し、Boc 法による合成を行なった。その結果、予想通りイソペプチドの分解等の副
反応が観測された。イソジペプチドの導入法を種々検討することにより、副反応がかなり抑
制され、許容できる収率でこれらのペプチドを得ることができた。C 末端のセグメントは、
３つのパルミトイル基を持つ。しかしその高い疎水性により、パルミトイル基の導入により
溶解性や縮合効率の低下が予想されたため、パルミトイル基の導入はセグメント縮合後に
行うこととした。そのため、セグメント 5は通常の Fmoc 法により合成を行なった。 
 
(3) セグメント縮合 
 筆者らは、ワンポットで３つのセグメントを連続的に縮合する方法を開発した(Angew. 
Chem. Int. Ed., 52, 9733 (2013))。この合成においてもそれを適用した。ただし全体で
５つのセグメントに分割しているため、まず C 末端のセグメント 4 と 5 を縮合した。末端
の Fmoc 基を除去した後ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製し、凍結乾燥ののちセグメ
ント 3との縮合を行なった。そして、Fmoc 基の除去、精製の後セグメント 7を得た。 
 ついで、セグメント 1、2、7を順次ワンポットで縮合し、カベオリンの全長配列を持つセ
グメント 8を得ることに成功した。システインの側鎖 SH 基の保護基アセタミドメチル基を
銀イオンにより除去し、ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した後、パルミチン酸の活
性エステルを用いて SH基にパルミチン酸をチオエステル結合させた。HPLC 上でのピークの
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消失をもってパルミチン酸導入の完了を判断した。ついで、SDS 存在下で亜鉛粉末処理する
ことにより、iNoc 基の除去を行った。その後、SDS を含有する水溶液に対して透析すること
により、最終目的物であるカベオリン 9を得た。また、ワンポット合成の際、セグメント 2
については、Ser37と Tyr42にリン酸基を持つものを使用することにより、最終的にリン酸基
を 2つもつカベオリンを得ることにも成功した。 
 以上のように、化学合成を通して特異的な修飾を持つカベオリンの合成に成功し、その機
能解析を行う基盤を確立することができた。 
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