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研究成果の概要（和文）：創薬などの分野で、タンパク質の中の特定の位置のアミノ酸に薬物などの人工分子を
結合する方法（化学修飾法）が必要とされている。本研究では、タンパク質のN末端アミノ酸のアミノ基を利用
して、その近傍のアミノ酸を化学修飾する手法の開発を目指した。研究の結果、銅イオンを用いるアルドール反
応を活用した、タンパク質のN末端アミノ酸の化学修飾法を新たに開発した。本法は、抗体-薬物複合体の調製に
も応用可能であった。

研究成果の概要（英文）：Bioconjugation reactions that enable the incorporation of artificial 
molecules, such as drugs, into specific amino acids within proteins have been continuously developed
 to fulfill the growing demand for applications in both industrial settings and fundamental chemical
 biology research. This study aimed to develop a method for chemically modifying neighboring amino 
acids using the N-terminal amino group of the protein. As a result of the research, a new chemical 
modification method for N-terminal amino acids of proteins utilizing a copper ion-mediated aldol 
reaction was successfully developed. This method was applicable to the preparation of antibody-drug 
conjugates.

研究分野： 有機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、タンパク質中のシステインを標的にした化学修飾法が広く利用されている。しかし、この手法は対象のタ
ンパク質がシステインを持たない場合に適用できない。逆に、同一アミノ酸を複数個含む場合、特定の１箇所の
みを化学修飾するのは困難である。一方、N末端アミノ酸はタンパク質に必ず１箇所存在する。そのため、本研
究で開発したN末端アミノ酸の化学修飾法は、広範なタンパク質の化学修飾に応用できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
抗体―薬物複合体などのバイオ医薬品創薬やケミカルバイオロジーの基礎研究において、薬

物や蛍光分子などの人工分子をタンパク質の特定の位置に選択的に結合する技術（化学修飾法）
が欠かせない。化学修飾法に用いる有機反応は、水溶液中、温和な反応条件（4–50℃、pH5–9 程
度、など）下で進行することが求められる。2000 年以降、化学修飾法の研究は進展し、システイ
ン、チロシン、トリプトファン、メチオニンなどの特徴的な反応性を利用した付加反応、酸化還
元反応などによる化学修飾が報告された。しかし、これらの手法は対象のタンパク質が上記アミ
ノ酸を持たない場合には適用できない。逆に、同一アミノ酸を複数個含む場合、特定の１箇所の
みを化学修飾するのは困難である。これらの問題を解決しうる手法として、各タンパク質に必ず
１箇所存在する N末端アミノ基を標的とした化学修飾が考えられる。しかし、タンパク質中のリ
シン残基も同じくアミノ基を有するため、それらとの区別が必要である。申請者は、N末端にイ
ミン形成を介して一時的に結合した配向基と遷移金属の錯体形成を利用したカップリング反応
で、N末端アミノ酸と隣のアミノ酸の間のペプチド結合を選択的に化学修飾できれば、上記問題
点を解決できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ペプチド、タンパク質のアミノ酸配列に依らず立体構造を保持したまま、N末端

アミノ酸と隣のアミノ酸の間のペプチド結合を化学修飾する方法の開発を目指した（図 1 中、1
→2）。N 末端アミノ基は各タンパク質に必ず１箇所だけ存在し、約 80%のタンパク質において表
面に露出しており、酸性度が高い（pKa 6—8）。そのため、中性水溶液中でも配向基を一時的に導
入するのに十分な高い求核性を保持していると考えられる。 
導入した配向基（DG）は、N 末端アミノ酸と隣のアミノ酸間のペプチド結合と協働して遷移金

属と結合し錯体 I を形成する。この金属錯体に対し、種々の反応試薬を反応させればカップリン
グ反応が進行し（I→II）、ペプチド結合上に人工分子を導入できると考えた。リシン残基のアミ
ノ基にも配向基が結合しうるが、近傍にペプチド結合が存在しないため化学修飾されない。反応
終了後にヒドロキシルアミン誘導体とキレート剤を添加して、配向基と金属イオンを除去すれ
ば N 末端アミノ酸のみが化学修飾されたペプチドまたはタンパク質 2 が得られる。 
 

図 1. N 末端アミノ酸に結合した配向基を利用するペプチド結合の化学修飾 
 

３．研究の方法 
市販の生理活性ペプチド、タンパク質を基質とし、一時的配向基、遷移金属イオン、カップリ

ング反応試薬、pH、反応温度を種々変更し、カップリング反応を検討した。一時的配向基はイミ
ンを介して、N 末端アミノ基に結合させた。ペプチドの化学修飾は、MALDI-TOF MS、LC-MS、HPLC
で生成物の構造および収率を分析した。タンパク質の化学修飾は LC-MS、MALDI-TOF MS、電気泳
動により修飾効率、結合した数および位置を分析した。 
 
４．研究成果 
（１）アルドール反応による、N末端アミノ酸選択的なタンパク質の化学修飾（引用文献①） 
市販の生理活性ペプチドであるアンジオテンシン II を基質として、種々の芳香族アルデヒド

を一時的配向基として用いるカップリング反応を試みた。目的のカップリング反応は進行しな
かったが、銅イオン存在下、2-ピリジンカルボキシアルデヒド（2-PC, 4）を作用させると、2-
PC が二分子結合した 6 が生成することを見出した（図 2）。6 は以下のように生成すると考察し
た。N 末端アミノ酸がイミン III を形成した後、脱プロトン化して生成したエノラート IV がも
う一分子の 2-PC4 とアルドール反応し中間体 V が生成する。V のアミド窒素がイミンに分子内求
核付加し VI が生じる。金属イオンをエチレンジアミン四酢酸（EDTA）で捕捉すると 6 が遊離す
る。アンジオテンシン II 以外のポリペプチドを用いても同様の反応が進行したが、基質によっ
ては 5 のみ、または 5 と 6 の混合物が生じた。反応条件を種々検討したが、生成物 5 と 6 の比
率の制御は困難であった。 



図 2. 銅イオンを利用したアルドール反応による N末端アミノ酸の化学修飾 
 
本反応を用いて、市販の抗体医薬品であるトラスツズマブの N 末端アミノ酸上にトポイソメ

ラーゼ阻害薬である SN38 を結合した抗体－薬物複合体（ADC）を調製した。この ADC は、HER2 を
細胞膜上に過剰発現するがん細胞に特異的に結合し、元のトラスツズマブを上回る細胞毒性を
示した。N末端アミノ酸はトラスツズマブの表面に露出しており、化学修飾してもトラスツズマ
ブの立体構造に対する影響が小さく、元の抗原認識能を維持していたと推測している。 
 現在、生成物 5 と 6 の生成比率を制御する方法について検討している。さらに、アルドール反
応により構築される 5 の特徴的な部分構造を活用して、もう一種類の人工分子を結合する手法
の開発にも取り組んでいる。タンパク質の特定の箇所に 2種類の人工分子を導入できれば、治療
と診断が同時に可能なセラノスティクスへの応用が期待できる。 
 
（２）超原子価ヨウ素種を活用した、ポリペプチド中のトリプトファンの化学修飾（引用文献②） 
上記研究の過程で、超原子価ヨウ素種を用いたトリプトファンの化学修飾法を発見した。トリ

プトファンは側鎖にインドール環を有しており、カチオン-π相互作用や水素結合を介して、ポ
リペプチドの立体構造維持や生体分子同士の相互作用に寄与している。生理活性ペプチド 7 に
酸性水溶液中、ヨウ化カリウム、ヨウ素酸カリウム、アゾールを作用させると、トリプトファン
側鎖のインドール２位にアゾールが結合した生成物 8 が得られた。あらかじめアゾールをペプ
チドの N末端に結合させた 9 を用いて本反応を行うと分子内で架橋された環状ペプチド 10 が生
成した（図 3）。 

図 3. 超原子価ヨウ素種を活用したトリプトファン選択的化学修飾 
 

<引用文献> 
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