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研究成果の概要（和文）：　本研究は、難溶性ペプチドの溶解性を改善する「ペプチド可溶化タグ」の新規開発
を目的として行った。可溶化タグの骨格には、溶解性の高さ、可溶化部分の拡張性に加えて最終段階で選択的に
脱保護ができると予想されるピコリン骨格を選び、まずはその誘導体の合成から行った。しかし、初年度に報告
したアリル基からを足場にした官能基化と、次年度で報告したアミノグリニャール試薬からの合成ルートでは、
最終的な目的化合物の保護体を効率良く得ることができなった。ピコリン化合物の誘導には、さらなる検討、も
しくは根本的に新しい合成ルートを模索する必要があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Study for a novel peptide solubilizing tag based on a picoline moiety was 
attempted. However, the desired picoline derivative could not be obtained due to difficulty of 
derivatization of pyridine component. These results show that a fundamental synthetic plan should be
 reframe to successfully proceed this project.

研究分野： 有機合成化学

キーワード： ペプチド化学　難溶性ペプチド　可溶化　ピコリン

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、ピコリン骨格を誘導し、目的の誘導体を得ることが困難であることがわかった。しかし、新た
な合成ルートを開拓し、可溶化タグの開発が実現されれば、難溶性ペプチドの合成を、通常の可溶ペプチドと同
様に行えるようになることが期待される。その結果、従来では効率よく合成できなかった膜タンパク質の膜貫通
ドメインなどを筆頭とする高疎水性ペプチド、タンパク質の汎用性の確立につながるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核生物のタンパク質の大半は、糖鎖付加、リン酸化、メチル化など、何らかの翻訳後修飾を

受けて存在し、重要な生命現象に深く関わっていることが知られている。しかし、これら翻訳後
修飾の機能は未だ不明瞭である。なぜなら、均一な翻訳後修飾が施されたタンパク質サンプルを
調製する方法が確立しておらず、純粋なサンプルを利用した機能解析が難しいためである。化学
合成法では、生化学的手法と異なり、均一かつ位置選択的に修飾が施されたサンプルを調製する
ことが可能であるため、着目したいある構造の機能解析を系統的に行うことができる。こういっ
た背景から、申請者らグループは、ペプチド固相合成法と、ペプチド同士を縮合するペプチドラ
イゲーション法を駆使した効率的タンパク質合成方法、とりわけ、翻訳後修飾の一種である糖鎖
付加がなされた糖タンパク質の合成法を確立してきた。この方法では、目的タンパク質から分割
されたペプチドセグメント（部分配列）を固相法により組み立て、逆相 HPLC によって高純度
に精製した後、それらを化学選択的に縮合することで、目的のタンパク質が得られる。これら方
法を開発、改良することで、様々な糖タンパク質の合成に成功し、これら機能の理解を進めてい
こうとしている。 
 しかし、種々のタンパク質の合成を行う過程で、ペプチドセグメントの難溶性という問題にし
ばしば直面してきた。通常のペプチドは、ポリアミド結合と親水性アミノ酸側鎖の高い極性によ
り、水溶性が高い。したがって、固相合成後の粗生成ペプチドの精製は、酸性水溶液を移動相と
した逆相 HPLC により行われる。しかし、あるタンパク質の部分ペプチドや膜タンパク質など
は、非極性アミノ酸残基を多く含み、水に対する親和性が極めて低い。加えて、等電点が低い酸
性ペプチドであることも多い。これら性質が相まって、酸性の逆相 HPLC 条件下では電荷を持
つことができず、疎水性相互作用によって凝集してしまい、精製どころか、どの様な溶媒にも、
溶解させることすら不可能になる（図１）。タンパク質合成では、高純度の前駆体を利用するこ
とが大前提であるため、難溶性の問題は、合成計画を根底から狂わせる大きな問題となる。我々
は、この解決方法として、難溶性ペプチドの水溶性を高める親水性保護基、ピコリル(Pic)基を、
先行研究にて開発した。Pic 基は、ピリジン部分が精製条件下でプロトン化されるため、高い極
性をペプチド鎖に与える。その上、グルタミン酸側鎖カルボン酸にエステル型で導入することで
電荷を反転し、効率よく等電点を上昇させることも可能である。加えて、合成の最終段階であっ
ても、亜鉛還元により、容易に除去できることも大きな利点もある。しかし、この Pic 基をその
他の難溶性ペプチドへ応用する際に、ある問題が浮上した。それは、十分に溶解性を高めるため
には、複数箇所に Pic 基を導入しなければならないこと、である。すなわち、難溶性ペプチドに
は、導入可能な官能基が少ない場合が多く、この方法だけで効果的に可溶化させることは難しい。
１つの可溶化タグでも十分な効果を得るべく、可溶化部位の拡張や設計が、柔軟かつ簡便に行う
ことのできる新しい可溶化タグが求められていた。 

 

 
図１ 難溶性ペプチドの特徴と、凝集メカニズム 

 
 
 
２．研究の目的 
 先行研究で開発された Pic 基は、タンパク質の可溶化タグとしてふさわしい特性を持っている
反面、新たな問題点も浮かび上がってきた。それは、Pic 基１つの可溶化能力が低く、難溶性に
応じて多数の Pic 基の導入が求められることである。そこで、この弱点を克服すべく、Pic 基を
改変し、従来のピリジン部分に加えて、ペプチド鎖の組み立て後に親水性部分の拡張が可能な新



規可溶化タグを設計した（図２）。この可溶化タグには、２つのアミノプロピル基の保護基を除
去した後、生じたアミノ基を足場に任意の親水性化合物を２つ導入することができる。これら操
作は、全て固相担体上で完結されるため、液相法では扱いにくい吸湿性の高極性化合物などでも、
容易に導入することができる。さらに、Fmoc-保護 Arg、もしくは His などを用いれば、通常の
固相合成法と同じ操作で、親水性部分を繰り返して拡張することも可能である。従来の Pic 基で
は、１つにつき１つの電荷を与えることしかできなかったのに対して、この可溶化タグならば、
１つのタグに対して多数の電荷を与えることができる上に、導入する親水性化合物をも柔軟に
選択することもできるため、より強力かつ汎用性に富む可溶化タグが創生されると期待してい
る。 

 
図２ 新規可溶化タグの構造 

 
 
 
３．研究の方法 
  本可溶化タグの具体的利用法について述べる。初めに、新規可溶化タグであるピコリン誘導
体の合成を行う。次に、得られた可溶化タグをグルタミン酸に組み込んだものを調製する。その
以後、通常の Fmoc 固相法により、ペプチド鎖を伸長し、可溶化タグ付きアミノ酸誘導体も同様
に導入する。ペプチド伸長終了後、ここで可溶化に適した親水性化合物の模索を行う。次に、一
部脱樹脂処理を行い、難溶性ペプチドの溶解性が十分に確保されたのか確認する。もし、可溶化
できなかった場合でも、残していた中間体ペプチド樹脂から、速やかに親水性部分の再設計を行
うことができる。膜タンパク質など、極度の難溶性が予想される場合は、Fmoc 保護 Arg もしく
は His を使用すれば、固相法と同じ操作で、繰り返し伸長することができるため、良好な溶解性
が得られるまで、可溶化部分を拡張することが可能になる。従来の方法では、ペプチドの可溶化
に必要な Pic 基の個数を予想することは難しく、いわば勘で導入数を決めざるを得なかった。そ
れでも難溶性が改善されなかった場合は、最初から合成設計組み立て直す必要があった。しかし、
この可溶化タグならば、ペプチド鎖の組み立てを終えた中間体ペプチド樹脂から、親水性化合物
の導入と伸長を、すべて固相上で行うことが可能である。すなわち、十分な溶解性が得られるま
で、導入化合物を自在に置換し、可溶ペプチドへ迅速に誘導することが可能となる。 
 
 
 
４．研究成果 
 まずは、ピコリン誘導体の調製に着手した（図３）。市販のイソニコチン酸エチル 1 を出発原
料に対して、アリルグリニャール試薬を反応させ、3級アルコール 2を得た。次に、アルコール
をトリメチルシリル基で保護した後、オレフィンに対して、ヒドロホウ素化続く、酸化反応によ
り、末端アルコールを持つ 4 の合成を検討した。しかし、ヒドロホウ素化反応時に、ボラン付加
の位置選択性が得られなかったため、酸化後の目的のジオールは、分離が不可能な異性体の混合
物となった。次に、ボランの付加位置選択性が高いとされるジシアミルボランを反応に利用した。
しかし、この反応では、ボランの付加反応が完全に進まず、酸化後に得られた目的物 4は、追跡
量でしか得られなかった。その後、種々のハイドロボレーション試薬を検討したが、満足に目的
化合物を与える条件はなかった。そこで、遊離のアルコールを保護せず、化合物 2をそのままハ
イドロボレーション、続く酸化を試みた結果、低収率ながら、目的のトリオール 5を得た。3級
アルコールのみを選択的に保護し、4を得た後、メシル化、続くフタルイミド化にて、化合物 6
を低収率（18％）ながら得た。次にフタルイミドの除去と続くアリルオキシカルボニル化を行っ
たものの、この系では、複雑な混合物を与え、目的物 7の単離には至らなかった。これら検討の
結果により、この合成経路では効率よく可溶化タグを調製することは難しいと判断した。上記の
合成ルートでは、3級アルコールを構築後、複数の工程を経て窒素官能基化する必要があり、そ
の中途で様々な問題が生じていた。この問題を回避すべく、出発原料と反応させるグリニャール
試薬に予め窒素官能基を導入することで、ピコリン化合物の状態での誘導工程を削減すること
にした。新たに使用するグリニャール試薬は、グリニャール試薬の調製や反応中において安定で、
なおかつ誘導が容易であると考えられるジアリルアミン 8 を設計し、1-ブロモ-2-クロロプロパ
ンから 2 工程で調製した。得られた 8 をイソニコチン酸エステル 1 と加熱還流下で反応させる
ことで、目的のビスジアリルアミノプロピル基が導入された化合物 9を得た。次に、4つのアリ



ル基を脱保護する検討を行った。しかし、アルキルアミン上のアリル基は、予想以上に安定であ
ったため、種々の処理条件では、完全に脱保護することができなかった。例えば、常法のテトラ
キストリフェニルホスフィンパラジウムを用いた系では、部分的な反応のみしか確認されなか
った。また、この反応で共存させるπアリル補足剤の検討も同時に行ったが、目立った反応効率
の改善には至らなかった。また、強塩基性条件下（t-BuOK, DMSO）でアリル基の異性化を試した
ものの、全く反応は進行しなかった。一方、強酸性条件下では、化合物自体の分解反応が見られ
た。 
 以上の報告のように、目的の可溶化タグの誘導は、未だ成功しておらず、別の合成ルートを新
たに計画する、もしくは、可溶化タグの構造を変更する必要があるものと思われる。 
 

 
図２ 可溶化タグの合成経路 
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