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研究成果の概要（和文）：ヒト由来ムチンやヒト由来IgA1ヒンジ領域の糖ペプチド
PSTPPTPSPSTPPTPSPSをマイクロ波照射雰囲気化で合成し、立体構造解析を行った。
下線で示した残基にN-アセチルガラクトサミン(GalNAc)および、core1構造(Gal-GalNAc)を有す
る糖ペプチドを合成した。
その結果、糖を有しないペプチドでは9つのプロリンがcis-transの異性体を形成し、ペプチド全体
として複数のコンフォマーを形成していたが、糖鎖修飾（特に2糖core1構造）を付加することに
よって、cis-transの異性化反応が大きく抑制され、トランス体がメインに存在していることが明
らかとなった。糖鎖修飾されたセリンまたはスレオニンは、そのC末端側に存在するプロリンの
異性化反応を大きく抑制することが明らかとなった。

一般的なペプチド固相合成は C 末端側から合成するが、その際、最初の残基がプロリンである

とき、次のアミノ酸をカップリング後の脱保護反応において環状ジペプチド構造（ジケトピペ

ラジン構造）を形成してしまい、アミノ酸伸長が止まって収率が大きく低下することが知られ

ている。これは、プロリンがシス体を形成するためであるが、本研究で得られた知見をもとに、

2 番目のアミノ酸を糖アミノ酸に置換したところ、プロリンはトランス体に固定され、ジケト

ピペラジン構造の形成を抑制し、アミノ酸伸長が起きた。本研究の結果として、糖鎖が C 末端

側の隣に存在するプロリンをトランス体として維持する効果があること（cis-trans 異性化反応

の速度を落とす）、C 末端にプロリンが有する場合における Fmoc 固相ペプチド合成法に関し

て PCT 出願を行った。

研究成果の概要（英文）：Glycopeptide mucins and IgA1 hinge region PSTPPTPSPSTPPTPSPS found
in human were synthesized under microwave irradiation atmosphere and the three-dimensional structure
analysis was performed.
In the case of IgA1 hinge, the glycopeptides with N-acetylgalactosamine (GalNAc) and core1 structure
(Gal - GalNAc) were synthesized in the residue indicated by underlines.
As a result, 9 of proline formed an isomer of cis - trans out of a peptide without sugar, but a
isomerizaton of cis - trans was drastically restrained to add a sugar chain modification (in particular, in
the case of core1 structure), and that a structure with trans conformation exists mainly became clear. It
was revealed that glycans on serine or threonine restrains an isomerizaton reaction of the proline which
exists in the C-terminal side.
General solid phase synthesis of peptide is initiated from the C-termininal, but it is widely known that
the yield decrease in the case of the first amino acid is proline because the peptide structure constructs a
ring structure (diketopiperazin structure) in a deprotection reaction after the coupling. This is because
proline forms a cis conformer, the knowledge obtained by IgA1 research, when I substitute for the 2nd
amino acid in a sugar amino acid, proline is fixed on a trans conformer, and amino acid extension has
occurred. A PCT application was performed about the case that a sugar chain has the effect which
maintains the proline which exists next to the C-terminal as a trans conformer (cis-trans isomerizaton
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reaction slowed down.) and a Fmoc solid phase peptide synthesis method in the case of proline
possesses in the C-terminal as a result of this research.
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１．研究開始当初の背景
（１）全く新規のアミノ酸配列から構成され
るタンパク質の立体構造設計、いわゆる「de
novo タンパク質設計」は、新たな機能を有す
るタンパク質を生成することを目的に、世界
各国が取り組んでおり、我国も、理化学研究
所のグループが近年、ファージ由来の DNA
結合タンパク質と同様の立体構造を有する
タンパク質のデザインに成功している(J. Mol.
Biol., 354, 801-814 他)。しかし、PDB をはじ
めとする立体構造データの蓄積が進んでい
るにも関わらず、de novo タンパク質設計の報
告例は多くないのが現状である。これはデー
タベース解析の他、時間を要する経験的ポテ
ンシャル関数等の構築が不可欠であるため
である。

（２）申請者は近年、糖ペプチドや糖鎖認識
タンパク質の研究（研究業績欄の論文）を通
して、糖鎖が一定の規則でタンパク質の立体
構 造 を 制 御 し て い る こ と を 発 見 し た
（Carbohyd. Res.,2007; J. Org. Chem., 2006;
Angew. Chem. Int. Ed., 2004; 下図）。糖鎖付加
は代表的な翻訳後修飾の 1 つであり、翻訳後
修飾がタンパク質の立体構造変化を誘引し
た結果、機能発揮に結びつくことは広く議論
されている。我が国のタンパク質 3000 プロ
ジェクトなどにより、多くの糖タンパク質の
立体構造が明らかになった一方で、その構造
変化のメカニズムを詳細に議論している報
告例は米国メモリアル・スロー・ケタリング
癌センターや米国ミネソタ大学のグループ(J.
Am. Chem. Soc., 2002 他)、などの一部に留まっ
ている。

（３）申請者らの研究により見出された規

則を用いて「糖鎖を道具として用いた、タン
パク質の立体構造設計」を考えた。糖鎖の利
用が de novo タンパク質の設計を迅速化でき
るものと考える。さらに、糖鎖付加によって
インシュリンの機能を向上させることにも
成功しており（J. Am. Chem. Soc., 2004）、de
novo タンパク質設計の大きな意味である「新
規機能の付加」も期待できるものと考える。

２．研究の目的
（１）主に以下の 2 点を主な目的とした。
●糖ペプチドのライブラリー化と糖鎖によ
る構造安定化要因の一般化。

●一般化された構造安定化要因を用いて、新
規なアミノ酸配列を有する糖ペプチドの
立体構造をデザインする。

（２）疾患関連タンパク質に注目し、その構
造解析と機能解明を行うこととした。具体的
にはヒト由来ムチンと IgA1 ヒンジ領域に着
目した。

３．研究の方法
（１）糖ペプチドの合成---ヒト由来 MUC4 お
よび MUC5AC、さらに IgA1 ヒンジペプチド
を合成した。一般的なペプチド固相合成法で
は糖アミノ酸のカップリング効率が悪く時
間を要するため、申請者が所属する研究室で
開発された、電磁波（マイクロウェーブ）用
いたペプチド合成方法を用いて効率的な合
成を行なった（1 アミノ酸伸長に要する時間
＝3~5 分、J. Org. Chem., 2006; Org. Lett., 2005）。

（２）立体構造解析と構造情報の抽出---合成
した全ての糖ペプチドに対する立体構造解



析実験を行った。NMR 装置は極低温型高感
度プローブを装着しており、通常の立体構造
解析のために要する測定時間の 16 分の 1 か
ら 32 分の 1 程度で完了した。また、スペク
トルの帰属も申請者らが開発したアルゴリ
ズムを用いて、構造算出までの時間を大幅に
短縮できた。

（３）構造情報の抽出---蓄積された立体構
造情報から構造安定化要因を抽出した。得ら
れた構造とin silicoシミュレーションの結
果をポテンシャルエネルギーレベルで比較
した。

４．研究成果
（１）合成した糖ペプチドをマイクロアレイ
化し、特定の疾患をターゲットとした自己抗
体探索を進めた（出願準備中）。

（２）IgA1 ヒンジ領域の立体構造を決定した。
現在まで、IgA1 ヒンジ領域の糖鎖構造解析は
マススペクトルにより、その数や種類の推定
に留まっていた。本研究により、単糖修飾も
しくは修飾なしの状態（IgA 腎症患者に多い）
ランダム構造であったのに対し、2 糖 core1
以上構造で修飾された糖ペプチドは一定の
立体構造を形成していることが明らかとな
った。

上図はその一
部 分 を 示 す

（20 個の再安定構造の重ね合わせ。青はペプ
チド鎖、その他は糖鎖構造を示す。
特定の位置に修飾された糖鎖がペプチドの
構造を安定化していることを明らかにした。

（３）2糖構造以上で IgA1 ヒンジ領域が安定
化されることは、プロリンのシス-トランス
の異性化を糖鎖が制御していることに起因
していることが明らかになった。

（４）しばしば、ペプチド固相合成法ではプ
ロリンのシス体が原因となって環状化反応
が起こり、収率が下がるという問題がある。

そこで、本研究では SP, TP の両ペプチドを
合成し、S と T における糖鎖修飾の有無によ
る収率の差を調査した結果、糖鎖修飾があっ
たほうが収率が上昇することを発見し、有効
な合成方法として出願した。
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