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研究成果の概要（和文）：核磁気共鳴法を用いる蛋白質やペプチドの構造解析を効率化する立体

選択的安定同位体標識アミノ酸の簡便・大量合成を検討した。８種類のアミノ酸の共通合成中

間体となる不飽和ピログルタミノール誘導体の新規合成法を開発し、重水素標識プロリンおよ

びグルタミン酸のグラムスケール合成を達成した。得られた標識プロリンは環パッカリングを

モニターする上で好都合な標識パターンを持つため、各種ジペプチドに導入して系統的な配座

解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Facile and large-scale synthesis of stereoselectively stable isotope-labeled amino 
acids, which can promote the efficiency of NMR protein structure determination, was 
investigated. In this work, a novel synthetic method for unsaturated pyroglutaminol 
derivatives, key intermediates for eight kinds of labeled amino acids, has been 
developed and gram-scale syntheses of deuterated prolines and glutamic acids were 
achieved. Using the obtained proline, some dipeptides were prepared and a systematic 
conformational analysis was carried out. With the help of selective 
deuterium-labeling, it becomes feasible to monitor the proline ring puckering by 
means of simple 1D NMR spectroscopy. 
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情報に従って合成された蛋白質である。従っ
て、その構造をより速く、より多く解明する
ことがポストゲノム時代に課せられた最も
重要な課題の１つであることは言うまでも
ない。 
 蛋白質の構造を解析する手段として核磁
気共鳴法（NMR）がある。NMR の利点は、Ｘ線
結晶構造解析法と異なりサンプルの結晶化
を必要とせず、溶液中の立体構造や動的挙動
を解析することができる点である。しかし、
蛋白質のような生体高分子の NMRスペクトル
は非常に複雑であるため、解析の基本となる
シグナルの帰属でさえ大きな困難を伴う。こ
の問題を解決する手段として NMRの高磁場化
やパルステクニックの駆使が挙げられる。
2002年、NMR を用いる溶液中での蛋白質の構
造解析で Wüthrich がノーベル化学賞を受賞
した。 
 一方、NMRを用いる蛋白質の構造解析を飛
躍的に効率化する手段の一つに安定同位体
標識法がある。それは蛋白質中の軽水素を重
水素に置換してスペクトルを単純化させた
り、逆に天然存在比の低い13Cや15Nを積極的に
導入して解析の効率を向上させたりする手
法である。しかし、その多くはランダムラベ
ル、均一ラベル、ブロックラベルなどマクロ
な構造情報を得ることを目的としたものが
殆どであり、NMRの利点を十分に生かしきれ
ているとは言い難いのが現状である。その要
因として蛋白質の構成成分であるアミノ酸
の位置・立体選択的安定同位体標識法の欠如
が挙げられる。例えばアミノ酸側鎖のジアス
テレオトピックなメチレン水素やメチル基
の一方のみを立体選択的に重水素標識する
ことができれば、NMRのスペクトル解析で最
も問題となるシグナルの立体特異的帰属が
確定するため、核オーバーハウザー効果
（NOE）を用いて高精度な距離情報（蛋白質
の二次、三次構造情報）を得ることができる。
また、13Cや15N標識と組み合わせれば特定の残
基、例えば活性中心近傍の残基のシグナルの
みを抽出することができるため、結合定数
（J）を用いて側鎖の配座（χ-アングル）を
決定したり、その動的挙動を解析することが
可能となる。 
 
２．研究の目的 
 アミノ酸を13Cや15Nで標識する場合、標識原
料に制約があるため若干の工夫を必要とす
るものの、殆どの場合は既知の合成法により
目的を達成することができる。しかし、アミ
ノ酸側鎖を位置・立体選択的に重水素標識す
るためには新規なアミノ酸合成法を開発す
る必要がある。これまで本申請者は様々なア
ミノ酸の安定同位体標識法を開発してきた。
そして、幾つかの安定同位体標識アミノ酸は
共同研究者らによって蛋白質の構造解析に

利用され、その有効性が実証された（M. 
Kainosho et al., Nature 2006, 440, 52-57）。
しかし、これまでの手法は合成経路が多段階
に及ぶことから総収率が低く、その利用が大
きく制限されてきたのが現状である。そこで
本研究では、８種類の標識アミノ酸の共通合
成中間体である不飽和ピログルタミノール
誘導体の簡便かつ大量合成法の開拓を行い、
多くの研究者が利用可能な汎用性の高い標
識アミノ酸合成法を提供することを第一の
目的とした。特にプロリンに関しては、次に
述べるオリゴペプチドへの導入を考慮して
グラムスケールの合成を実現する。 
 上記のとおり、本研究で得られる安定同位
体標識アミノ酸は NMRを用いる蛋白質の構造
解析を飛躍的に効率化することが実証され
つつあるが、その基本となっているのはシグ
ナルの立体特異的帰属に基づく高速かつ高
精度な距離情報の取得であり、NMR の特徴で
ある微視的かつ動的構造解析を行った例は
非常に少ない。そこで本研究では蛋白質の三
次元構造構築や機能発現を担う部分構造（モ
デルオリゴペプチド）に標識アミノ酸を導入
し、興味ある残基の精密な構造解析および動
的配座解析を行う。オリゴペプチドは蛋白質
の部分構造であるのみならず、ペプチドホル
モンなどそれ自身が生理活性を持つものも
多く、有機合成によって比較的容易に得られ
ることから蛋白質のモデル化合物として興
味深い。 
 本計画では特異な配座特性を持つことか
ら蛋白質の主鎖の構造に大きな影響を与え
ることが知られているプロリン含有オリゴ
ペプチドライブラリーを構築し Xaa-Pro結合
のシス-トランス異性化やプロリン環パッカ
リングの動的構造解析を行う。プロリン残基
近傍の構造変化は、蛋白質のフォールディン
グ、分子認識、安定性、反応性などと密接な
関係があるため、モデルペプチドを用いて基
本的な構造情報を得ることは蛋白質の機能
を理解する上で非常に有意義である。 
 
３．研究の方法 
（１）不飽和ピログルタミノール誘導体の新
規合成法の開発 
 不飽和ピログルタミノール誘導体は８種
類の立体選択的重水素標識アミノ酸の合成
中間体となりうる極めて重要な化合物であ
る。しかし、これまでの手法は多段階を要す
る上、２重結合構築の際に毒性の高いセレン
試薬を用いるため大量合成には不適当であ
った。また、13Cや15Nを導入する場合、原料と
なる標識グルタミン酸を発酵法によって合
成していたため標識パターンに制約があっ
た。そこで本研究では、D-セリン誘導体 1 と
メルドラム酸 2 から得られるテトラミン酸 3
を経由する不飽和ピログルタミノール誘導



体 4の新規合成法の開発を計画した（図１）。
D-セリンはグリシンとギ酸を縮合して得ら
れるエノールエーテルを不斉水素化するこ
とによって合成可能であり、メルドラム酸も
マロン酸から容易に得られるため、13C標識原
料と重水素化された還元剤を適当に組み合
わせることによって任意の同位体標識パタ
ーンを構築することが可能である。またテト
ラミン酸 3 は活性メチレンを持つためメチル
基の導入も可能である。 
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図１．不飽和ピログルタミノール誘導体の新

規合成法の開発と各種アミノ酸への誘導 

 
 ピログルタミノール誘導体 5 および 6 から
各種アミノ酸への変換は本申請者がこれま
でに確立した手法を改良することによって
達成できる。本手法は13Cを任意の位置に導入
できる上、従来法に比べて各反応のスケール
アップも容易である。今回、標識プロリンに
ついてはグラムオーダーの合成を実現する。 
 
（２）重水素標識プロリンを含むオリゴペプ
チドの合成と配座解析 
 プロリンは唯一の環状アミノ酸であり、特
異な配座特性を持つことが知られている。例
えば、Xaa-Pro結合のシス-トランス異性化や、
環パッカリングは前後のペプチド鎖の相対
配置に大きな影響を与えるため、それらの溶
液中での挙動をモニターすることができれ
ば蛋白質の構造変化に関する基礎的な情報
を得ることができる。 
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 本研究で得られる重水素標識プロリンは
αおよびδ位のプロトンのビシナル結合定

数を用いてプロリン環の配座を容易に決定
することができるため環パッカリングをモ
ニターする上で極めて好都合な標識パター
ンを持っている（図２）。本計画では標識プ
ロリンを導入したオリゴペプチドをモデル
化合物として用い、Xaa-Pro 結合のシス-トラ
ンス異性化に伴うプロリン残基近傍の構造
変化を NMRを用いて解析する。検討項目は以
下のとおりである。① peptidyl prolyl 
cis-trans isomerase（PPIase）の基質とし
て知られている Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA、
Suc-Ala-Gly-Pro-Phe-pNA などを中心に標識
プロリン含有オリゴペプチドライブラリー
を構築する。②Xaa-Pro 結合のシス-トランス
異性化に伴うプロリン環の配座変化につい
て系統的な情報収集を行う。③キモトリプシ
ンや PPIase存在下で Xaa-Pro結合のシス-ト
ランス異性化に伴うプロリン残基近傍の動
的な構造変化、特にプロリン環パッカリング
を NMRを用いて解析する。本手法を確立する
ことにより、シス-トランス異性化の速度論
的パラメータを取得することも可能となる
ため、PPIase 活性の新規評価法の開発にも発
展する可能性がある。 
 
４．研究成果 
（１）不飽和ピログルタミノール誘導体の新
規合成法の開発 
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式１．不飽和ピログルタミノール誘導体の新
規合成法 
 
様々な立体選択的重水素標識アミノ酸の

合成中間体として有用な不飽和ピログルタ
ミノール誘導体の新規合成法を開発した。初
めに保護 D-セリン誘導体 7とメルドラム酸を
DCC の存在下で縮合してテトラミン酸誘導体
9 を合成した。得られたテトラミン酸のカル
ボニル基を還元してヒドロキシピログルタ
ミノール 10 としたのち、水酸基をヨウ素化
したところ、自発的に脱離反応が進行して不
飽和ピログルタミノール誘導体 11 が高収率
で得られた。基質一般性を確認するべく様々



な保護基を持つ D-セリンを出発物質として
同様の検討を行ったところ、新規化合物を含
む何種類かの不飽和ピログルタミノール誘
導体を効率良く得ることに成功した。本手法
はテトラミン酸を経由することからカルボ
ニル基を還元する際、適当な重水素化試薬を
用いることにより任意の位置に重水素を導
入することが可能である。また、特殊な試薬
や反応条件を用いないことから各反応のス
ケールアップが容易であり、各種重水素標識
アミノ酸の大量合成も可能である。 
 

（２）各種重水素標識グルタミン酸の合成 
テトラミン酸 9をヒドロキシピログルタミ

ノール誘導体 10 に変換する際、水素化ホウ
素ナトリウムおよび酢酸のどちらか、或いは
両方を対応する重水素化試薬に置き換える
ことにより、３種類の重水素標識不飽和ピロ
グルタミノール誘導体 12-14 を合成した（式
２）。更に、12-14 のオレフィン部位を接触還
元する際、水素と重水素を使い分けることに
より、任意の標識パターンを持つ重水素化グ
ルタミン酸を合成することに成功した。本研
究によって得られた重水素標識グルタミン
酸の殆どは、従来法では得ることが非常に困
難な重水素標識パターンを有しており、様々
な分野への応用が期待される。 
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式２．各種重水素標識グルタミン酸の合成 
 

（３）重水素標識プロリン含有ジペプチドの
合成と配座解析 
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式３．重水素標識プロリン含有ジペプチドの
合成 
 
不飽和ピログルタミノール誘導体 10ｂを

重水素添加した後、側鎖をベンジルエステル
に変換して重水素標識ピログルタマート誘
導体 16 を得た。16 のラクタムカルボニル基
を立体選択的に還元して重水素を導入し、立
体選択的重水素標識プロリン 17を合成した。
得られた重水素標識プロリン 17 と各種Boc-
アミノ酸を縮合してジペプチド 18とした後、
C末端をN-メチルアミド、N末端をアセチル基
で 保 護 し て 目 的 と す る ジ ペ プ チ ド
Ac-Xaa-D-[3,4,5-D3]Pro-NHMeを合成した。 
 
表１．プロリン残基のビシナル結合定数（Ｊ） 

Gly

L-Ala

D-Ala

L-Phe

D-Phe

Xaa

7.3

7.0

6.1

8.0

6.3

4.3

3.2

5.8

3.9

5.3

J2-3 J4-5

2.4

2.9

1.5

9.0

2.1

9.2

9.2

9.9

9.7

9.0

J2-3 J4-5

N

XaaAc

D CONHMe

H H
D D

H H
J2-3J4-5

ωtrans ωcis

ω

 
 
 得られた各種ジペプチドの1H NMRスペクト
ルを測定し、プロリン残基のビシナル結合定



数（Ｊ2-3およびＪ4-5）を表 1 に纏めた。いず
れの場合もＪ 2-3よりＪ 4-5の値が大きいDOWN
型の配座が優先的であり、シス体ではその傾
向がより顕著であった。また、XaaがL体とD
体の場合を比較すると、トランス体ではL体
の方がよりDOWN型が優先的であったが、シス
体ではその傾向が逆転していた。なお、Xaa
がL-Pheのシス体では異常なJ値が観測され
ており、その原因については現在検討中であ
る。現段階では定性的な考察しかできないが、
２つのJ値を比較することにより環パッカリ
ングに関する情報を容易に入手可能である
ことが明らかとなった。今後はパッカリング
情報を定量化するべく、分子シミュレーショ
ン等を行う予定である。 
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