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研究成果の概要（和文）：本研究は,従来技術では合成が非常に困難であった,分子内に複数

の架橋構造を有するペプチド化合物の合成法の確立をめざした.液相逆ミセル反応場を用

いた新たな原理に基づく合成法を導入することにより,数十段階に及ぶ縮合反応ならびに

選択的架橋形成反応を実現し,有用ペプチドを高純度,高収率,簡易操作で得ることができる

新しい化学合成法を確立した. 

 
研究成果の概要（英文）：Large−scale synthetic method for multi-bridged peptides was 

investigated to overcome their synthetic difficulties. By introducing reverse-micelle 

reaction field, condensation reactions and selective intramolecular bridge-formations took 

place efficiently to achieve the chemical synthetic method of the peptides with high-purity, 

high-yield, and ease of handling. 
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１．研究開始当初の背景 
 インスリン等のペプチド系医薬品は,分
子内に複数のジスルフィド架橋結合を有し,
これらの正確な結合形成が分子の立体構造
ならびに活性発現に必須となっている.ま
た,これまでに機能が明らかになっている
多くのタンパク質の活性フラグメント部分
（ペプチド）についても,本来の立体構造を
再現した形でつくることは極めて難しく,
たとえ高い有効性が期待されるペプチドフ
ラグメントでも,それらの物質の殆どは多
段階に及ぶ合成技術上の問題に直面し,活

性測定に必要な物質を得ることすら困難で
あった.最近になってさらに,ペプチドの立
体構造を分子内架橋構造によって制御する
と,活性発現に極めて有効であることが明
らかになっているが,このような分子内架
橋形成による立体制御は技術的に困難であ
る.さらに,すでに合成に成功しているペプ
チド系生物活性物質も,その合成経路の選
択には膨大な労力と時間がかけられている.
従って,たとえ一つのアミノ酸残基を入れ
替えた関連物質を合成する場合にも,また
新たに合成経路を検討する必要がある. 
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 このような背景に鑑み,これまでペプチ
ド関連物質を,高純度,高収率,迅速に合成
できる,新しい原理に基づく液相多段階連
続合成法に関する研究を推進してきた.こ
の方法は,逆ミセルを形成する疎水性タグ
にアミノ酸を結合させ,順次伸長させるも
のであり,基本的には一容器内で数十段階
の液相合成反応を連続的に実施することが
できる.このような多段階反応を実現でき
る最も重要な要素技術は,シクロヘキサン
と多くの極性有機溶媒との間で起こる,温
度変化に伴う可逆的な相溶・相分離現象で
ある.この現象は 2002 年,申請者らにより
発見され,その後,多くの化学合成に応用さ
れてきた.本現象を利用すると,均一混合溶
液の中から,シクロヘキサンに選択的に溶
解するように設計した必要な物質だけを二
相分離によって直ちに取り出すことができ
るため,「迅速な反応」と「迅速な精製」と
いう,化学反応プロセスにおける相反する
機能特性を同時に実現することができる.
本申請課題における要素技術は,本相溶二
相有機溶媒に おけるシクロヘキサン相に
生成物が溶解している状態が,多様な化学
反応の進行に極めて重要となる,「逆ミセル
構造」を形成していることを発見したこと
に基づくものである.この「逆ミセル構造」
の形成により,安全性の高い,再利用が容易
なシクロヘキサン等の中で,極めて迅速か
つ高い収率で,目的とする難合成物質の
数々を確実に製造することができる. 

 
２．研究の目的 
 天然にはジスルフィド結合等による複数
の架橋構造を有するペプチドが多数存在す
るが,これら複数組のチオール基の選択的な
カップリングは極めて困難である.この問題
を克服するために,予め合成したペプチドユ
ニット（フラグメント）を相互に結合させ,
最終的に目的とするペプチドとする方法が
考えられる.しかし,フラグメント同士のカ
ップリングは固相合成法では反応性の点か
ら困難である.例えば分子内に 4 つのチオー
ル基を有するペプチドについて二組のジス
ルフィド結合を形成させるとき,分子の立体
構造等によって,優先的に生成する架橋構造
は決まってしまう.この場合,複数の保護基
を組合せることがその解決策の一つとして
考えられるが,現状ではその制御は難しく,
目的とする架橋構造を構築することは,この
ような方法を用いても達成できない.そこで
本研究では,新たな方法の導入により,ジス
ルフィド結合の他,分子内に新たに炭素－炭
素結合を形成させることによって,精密に架
橋構造を制御してペプチド分子を合成する
ことを目的とした. 
 

３．研究の方法 
 架橋を形成するための接合部分（ジスルフ
ィド結合の場合は Cys 残基）をもつペプチド
をフラグメント毎に合成し,それぞれの架橋
結合部位を選択的にクロスカップリングさ
せる.このとき,各フラグメントが反応する
相手とほぼ１：１（mol/mol）で正確にカッ
プリングしなければならない.この技術的な
困難を克服するためには,二つの異なるペプ
チドフラグメントである異種分子間で選択
的にクロスカップリングするための,反応点
の設計,ならびに,分子間クロスカップリン
グがほぼ定量的に進行するための反応法の
導入が必要となる. 
 本研究では,逆ミセル反応場の導入による
分子間反応の著しい効率化とともに,選択的
な架橋形成を実現するための新たな保護基
の導入を行うことにより,一連の合成プロセ
スを完成させることとした. 
 
４．研究成果 
 はじめに,ピロリジン誘導体によるチオー
ル基の選択的保護法により,システイン残基
チオール基を保護したペプチドを合成した.
この方法は,予めチオール基に特性の異なる
保護基を導入し,逐次ペプチド鎖を合成した
後,チオール基の脱保護と同時に分子内ジス
ルフィド結合を形成するものである.また,
チオールの保護基の一つとして導入したピ
ロリジン誘導体は,過塩素酸リチウム／ニト
ロメタン中で穏やかに脱保護されるため,既
存のピリジル基を有するジスルフィド型保
護基との組合せで,異種分子間の選択的なジ
スルフィド結合形成を形成できる可能性が
高いことを明らかにした.さらに,逆ミセル
界面にタグに結合したフラグメントが配列
し,伸長反応を完結させるための研究を行っ
た.予め疎水性タグを結合させたペプチドの
伸長反応を逆ミセル中で実施した.その結果,
別途同様に合成したフラグメント同士を,さ
らに逆ミセル構造を形成させることにより
縮合させ,目的とするペプチドフラグメント
をそれぞれ合成するための実験を行い,高い
効率で進行することを明らかにした. 
 分子内にジスルフィド結合を有する１〜
２組有する Somatostatin, -Conotoxin MII
など,各々数十段階以上のステップを必要と
する化合物について,各々純度 95％以上,反
応毎収率 99％以上で達成し,本法の優位性を
実証した.これらはいずれも 100 ミリグラ
ム以上のスケールでの最終物の合成を達成
しており,最終的な脱保護段階まで,クロマ
トグラフィー操作を必要としない,優れた合
成方法として確立し,目標を達成した. 
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