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研究の概要：本研究では新規合成法により調製したβメルカプトアミノ酸類と、 チオアシッドを利用する
ペプチドの連結法を活用し、糖鎖アスパラギン誘導体から５－６工程で糖タンパク質を合成する新規法の
確立を目指す。また、糖鎖と水の相互作用を介する糖鎖機能の解析ならびに細胞表層への糖タンパク質の
導入、さらには、化学合成した糖タンパクの構造解析を検討する。 
研究分野：生体分子化学およびその関連分野（生体関連化学、生物分子化学関連、ケミカルバイオロジー
関連）キーワード：糖鎖、糖タンパク質、水和水、膜結合型糖タンパク質、チオアシッド、メルカプトア
ミノ酸 
１．研究開始当初の背景 
糖鎖が結合したタンパク質、および翻訳後修飾されたタンパク質類の化学合成は、ここ１０年間で多くの
研究者が参画し修飾基の機能解明が試みられている。しかし、合成に必要な工程数が多いこと、量産でき
ないこと、そして、近年、さらなる応用研究が求められることから合成法の高効率化が求められている。
理想的には一つの修飾タンパク質が 1 月以内で合成でき、かつ、細胞培養で調製するものよりも、高純度
かつ自在に修飾基を可変できるものが求められる。これが解決すると天然型に近い構造でタンパク質への
機能付加が可能となり、細胞培養法を凌駕する方法となる。そして、この分野の基礎研究、応用研究を推
進することができる。したがって、短時間で糖タンパク質など翻訳後修飾されたタンパク質を合成し、そ
の修飾基の機能解明が求められている。 
２．研究の目的 
本研究では糖タンパク質を迅速に合成し、糖鎖機能の解明を推進することを目的としている。本研究の課
題は、以下の 6 点である。1） ペプチドを連結するためのチオアシッドを利用する糖タンパク質の新規合
成法の確立、2） 糖タンパク質合成で活用するβアミノ酸類（βSH アミノ酸）の合成、3） 大腸菌を利用
するペプチドチオエステル、ペプチドヒドラジン、ペプチドチオアシッドの合成、4） 糖鎖と水の相互作
用を介するタンパク質-タンパク質親和力の向上に関する研究、5） 生細胞上への均一な糖鎖をもつ膜貫通
型糖タンパク質の導入、6） クライオ電顕(CryoEM)を用いたフォールディングセンサー酵素の解析 
３．研究の方法 
まず、糖鎖アスパラギン誘導体から 10 工程以内で様々な糖タンパク質が合成できる以下の新規合成法を
確立する。糖鎖(Glycan)がアスパラギンに結合したものを鶏卵から単離し、そのアスパラギンのαカルボ
ン酸をチオアシッドにしたもの（H2N-Asn(Glycan)-COSH）を合成する。そして、糖タンパク質：Peptide-
X-Asn(Glycan)-Y-Peptide（糖鎖１本結合したものをモデルとしている：X, Y はそれぞれアミノ酸に相当
する）の糖鎖が結合したところから N 末側のペプチドを Peptide-X-COSH として固相合成、あるいは大
腸菌発現を利用して調製する方法を確立する。そして、H2N-Asn(Glycan)-COSH と Peptide-X-COSH を
ジスルフィド結合を介して連結後 SN 転移を利用し、Peptide-X-Asn(Glycan)-COSH を合成する
（Diacyldisulfide coupling:DDC）。そして、糖鎖の C 末端側のペプチドの末端にジスルフィド結合で活性
化した RS-S-Cys-Peptide (この場合 Cys が Y に相当)を反応させ、ジスルフィド結合を介し、2 つのペプ
チドを連結後、SN 転移でアミド結合を構築することで標的糖タンパク質のポリペプチド（Peptide-X-
Asn(Glycan)-Y-peptide）を合成する(Thioacid Capture ligation:TCL)。そして、使っていた保護基の脱保
護、脱硫化、フォールディングにより糖タンパク質を合成する。また、Y に相当するアミノ酸としてβ位
にチオールをもつアミノ酸を種々合成して、様々な標的糖タンパク質を合成できるようにする。本研究で
は、タンパク質―タンパク質相互作用時に、その界面に存在する糖鎖が水を吸収し、タンパク質間相互作
用の親和力を向上するという仮説をたてている。そこで、この実験について合成した糖タンパク質と該当
するレセプターとの親和力が糖鎖によりどの程度変化するか調べる。また、糖鎖と水の相互作用を水素重
水素交換質量分析法、核磁気共鳴法で追跡する。そして、それに必要な新規測定法を開発する。細胞表層
に化学合成した糖タンパク質を膜貫通型で導入する検討をする。ここでは、インテインというセルフスプ
ライシング法を用いて、細胞膜貫通部分を発現法で、細胞外ドメインを化学合成した糖タンパク質をもち
いて検討する。また、合成した糖タンパク質を CryoEM により構造解析が可能か検討する。 
４．これまでの成果 
β位にチオールをもつβSHアミノ酸として８種類合成することに成功した。いずれも、過去の報告例では
10 工程程度必要とされていたが、いずれも、5-6 工程で合成するルートを確立した。そして、大腸菌で発
現したペプチドの N末端がセリン、トレオニンいずれかのアミノ酸である部位に、合成したβSH アミノ酸



を Ser/Thr-Ligation 法で導入することに成功した。そして、DDC, TCL 法で糖タンパク質２種類を合成す
ることに成功した。次に合成した糖タンパク質をもちいて、水素重水素交換質量分析実験をおこなったと
ころ、糖鎖周辺がタンパク質表面よりも顕著に重水素交換が起こっていることを確認した。また、その糖
タンパク質の特異的な受容体との親和力を調べたところ糖鎖が結合することで向上することを確認した。
さらには、核磁気共鳴法をもちいて、水と糖鎖が相互作用する部位を追跡することにも成功した。これら
の成果から糖タンパク質が複合体を形成する際、糖鎖周辺で自由水が発生し、タンパク質相互作用が向上
していることが示唆された。実際、不凍糖タンパク質の糖鎖構造を換えると凝固点降下が観測され、その
糖鎖周辺では水分子が動き続けていることが核磁気共鳴法で追跡できた（水素重水素交換速度より観測）。
細胞表層に合成した糖タンパク質を導入するため、スプリットインテインを用いて検討し、膜貫通部位に
相当するペプチドの膜内への発現に成功した。コレラトキシンにヒト型糖鎖を結合させたものを合成し、
生細胞内のゴルジ体、小胞体に輸送させることに成功した。この手法は糖鎖生合成の追跡を可能にする。 
５．今後の計画 
１）糖鎖アスパラギンチオアシッド、βSH アミノ酸と大腸菌発現を組み合わせた糖タンパク質の合成例

としてインターロイキンのシリーズを実施し増やす。可能であれば糖タンパク質あるいは糖ペプチド
と水の相互作用を核磁気共鳴法で追跡できないか検討する。 

２）受容体タンパク質に結合する小型タンパク質をモデルに、任意に糖鎖をつけて、それら複合体の結合
親和力を ITC 等で評価し、タンパク質―タンパク質相互作用に糖鎖付加がどのように影響するか、さ
らに例を増やし調べる。 

３）糖鎖の水和水の挙動を、核磁気共鳴法を用いて理解する実験を検討する。 
４）Intein を活用し、細胞表層に合成した糖タンパク質を導入することを引き続き検討する。 
５）CryoEM を使って合成した糖タンパク質の構造が解析できないか検討する。 
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