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研究成果の概要（和文）：アミノ酸誘導体から発生可能な1,3-双極子であるアゾメチンイリドに着目し，これを
発生させる構造的な要件を利用して，N末端で選択的に強固な結合形成を行えるペプチド修飾法の開発を行っ
た．検討の結果，Cu触媒系において，イミノペプチドとマレイミドを用いる1,3-双極子環化付加反応が円滑に進
行し，定量的かつ完全なジアステレオ選択性でピロリジン型の生成物を与えることが明らかとなった．本反応は
幅広いイミン部位やマレイミド部位に適用できるのみならず，多彩なケミカルバイオロジーツールや，変換可能
な置換基とも共存できた．この結果から，多彩な用途への利用が期待できる．

研究成果の概要（英文）：　Peptide modification is an important method for drug conjugation, 
bioimaging, and material development. However, site selective modification of peptides is still 
challenging owing to the existence of several reaction sites and interactions. Recently, N-terminal 
modification of peptides has attracted increasing attention as a site selective modification, 
because there is only one N-terminal residue in a peptide. In addition, N-terminal positions are 
accessible for chemical modification, and disruption of peptide conformation is minimal. Despite 
their utility, the present N-terminal modification causes some problems, such as equilibrium 
dissociation.
　In this study, we developed an N-terminal modification of peptides by applying metal-catalyzed 1,
3-dipolar cycloaddition, leading to a strong C-C bond. The reaction proceeded efficiently to achieve
 excellent diastereoselectivity to afford the corresponding pyrrolidine derivatives. 

研究分野： 有機合成化学

キーワード： ペプチド　アゾメチンイリド　N-末端　環化付加反応　クリックケミストリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  ペプチド構造はタンパク質などを構成する重要な構造であり，イメージングや機能性分子の創出などの観点か
ら修飾法の開発が求められている．一方で，多彩な反応点や相互作用が存在することから，位置や個数選択的に
修飾を行うのは未だ容易ではなかった．
　これに対して，本研究課題では，1,3-双極子のアゾメチンイリドを，通常１カ所しかないN-末端のみで選択的
に発生させられることを明らかにし，これを環化付加反応に効率的に利用することに成功した．本手法は，位置
選択的な新たなペプチド修飾法として，ペプチドへの蛍光分子などの機能性分子の選択的な連結を可能にするた
め，多彩な生命科学研究への利用が期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ペプチドはタンパク質を構成する構造であり，生命科学分野において重要な役割を果たして
いることから，近年，修飾技術の開発が精力的に行われている．特に，最近の臨床研究において，
タンパク質や抗体の修飾位置や個数の違いが，薬効，代謝，毒性などに大きな影響を与えること
が明らかにされるなど，選択的な修飾が喫緊の課題となっている．しかし，一般にペプチドには，
リシンのe-アミノ基や水素結合など反応点や相互作用が多いため，選択的に分子を結合させ，均
一な生成物を得ることは難しく，課題とされてきた (図 A)． 

これに対して近年，ペプチド内において１カ所しか存在せず，立体構造に影響を与えにくい
N 末端に対して，選択的に分子を導入する手法が注目を集めている．例えば，最近，N 末端アミ
ンのイミン形成と続く環化を経由する革新的な N 末端選択的修飾法が開発され (図 B)，実際に
様々な生命科学研究に応用されている．しかし，この手法も平衡的な脱離を起こしやすい点や，
反応効率が悪く大量の試薬を必要とする点などの課題があり，新たな手法の開発が望まれてい
るのが現状であった． 

 
 

 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題では，アミノ酸誘導体から容易に得られる 1,3-双極子であるアゾメチンイリドを
発生させる構造的な要件に着目し，N 末端選択的に強固な結合形成が可能な修飾法の開発に取
り組むことで，多彩な生命科学研究に役立つ方法論へと展開することを目的とした．また，その
ための基礎的な知見として，ペプチドから発生させたアゾメチンイリドの反応性について知見
を得ることも目的とした．  

 
 

 
３．研究の方法 

アミノ酸誘導体から容易に得られる 1,3-双極子のアゾメチンイリドを発生させる構造的な要
件に着目し，N 末端選択的な修飾法の開発に取り組んだ (図 C)．アゾメチンイリドが発生する
ためには，無保護のアミノ基の同一炭素上にカルボニル基などの電子求引基が存在する必要が
あるため，要件を満たす N 末端ではアゾメチンイリドが発生するのに対して，リシンのe-アミ
ノ基や内部ペプチドからはアゾメチンイリドが発生しないため，N 末端のみで分子連結が行え
るのではないかと考えた (図 D)．この原理を用いて，1,3-双極子環化付加反応が円滑に進行する
反応条件を探索し，これを様々なペプチドや電子不足オレフィンに適用できるか検討した．また，
長鎖のペプチドや，末端残基の影響などについて調べた． 
 

 
 

  

課題１：
大過剰の試薬が必要

課題２：外れやすい
（平衡的）

M. B. Francis, et al., Nature Chem. Biol. 2015, 11, 326.
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A. ペプチドの修飾：導入数の制御が難しい
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C. 本研究課題：N末端選択的な1,3-双極子環化付加反応

アゾメチンイリド

ペプチドN末端
ü強固なC‒C結合
üアミノ酸の制限解除
ü三成分集積が可能
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D. 選択性発現のアプローチ：アゾメチンイリド発生要件に着目
要件を満たすN末端のみで変換できるのでは？
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４．研究成果 

反応条件を精査した結果，イミノペプチドとマレイミドを用いる反応が，Cu触媒系で円滑に

進行し，定量的かつ完全なジアステレオ選択性(exo 選択的)で目的物を与えることが明らかとな

った (図 E)．また，溶媒検討の結果，多彩な溶媒中で反応が進行したことから，化合物の性質

に合わせて多彩な溶媒中で連結反応を行えると期待できる．特に，水を添加した場合にも円滑に

反応が進行した．本反応は，幅広い構造を有する基質での連結反応に利用でき，多彩な置換基を

有するイミン部位やマレイミドを適用できた．特にアルキンなどのさらなる変換に利用できる

部位を有する場合や，様々なケミカルバイオロジーツールの存在下でも定量的に反応が進行し，

これらのツールを回収できることがわかった．この結果から，これらのツールを本反応と組み合

わせて利用できると期待される．実際に，このような優れた官能基共存性を利用して，Huisgen

環化付加反応 (クリック反応)と組み合わせた逐次連結を試みた．その結果，アルキン部位を有

するマレイミドを用いた本反応と，Huisgen 環化付加反応によってペプチドとチミジン部位を連

続連結するこができた．また，末端残基を検討した結果，高いグリシン選択性を有することも明

らかになった．一方で，反応条件を変更することで，グリシン以外の末端残基も反応に利用でき

る知見も得た．また，ペプチド鎖を伸長しテトラペプチドとした場合にも反応は円滑に進行する

ことが明らかとなった． 

 

 

 
 

 

各ユニットの構造的な要件をもとに，二度使える求電子ユニットとして，活性オレフィンに

脱離基を配置した分子を用いた付加-脱離型反応や,システイン残基から発生可能なデヒドロア

ラニン誘導体を用いる 1,3-双極子環化付加反応についても検討を行い萌芽的な結果を得た．ま

た，アゾメチンイリドの合成一般性の高さを活かして，1,3-双極子環化付加反応に限らない反応

形式への利用を検討し，独自に開発した２度の変換が可能なジスルフィドプラットフォーム分

子を用いる手法の萌芽的な知見を得た． 

以上のように，ペプチドから発生させたアゾメチンイリドを用いて，ペプチドの N 末端で連

結反応を起こせることが明らかとなった．本反応は，強固な結合を形成しながら，少ない試薬の

使用量で高収率で連結を行うことができるため，新たなペプチド修飾法としての応用が期待さ

れる．加えて，デヒドロアラニン誘導体や，ジスルフィド誘導体などとの反応において萌芽的な

知見が得られており，様々な用途に利用できる手法への拡張が期待できる． 

 

E. 開発した1,3-双極子環化付加反応

1,3-双極子環化付加反応
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