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研究成果の概要（和文）：単一構造のヒト型糖鎖をもつ糖タンパク質合成を目的とし、３本のシアリル糖鎖を天然型の
位置にもつエリスロポエチンの全長構築に成功した。シアル酸結合レクチンシグレック７の化学合成に成功しその基質
特異性を調べた。大腸菌で、標的糖タンパク質のペプチドセグメント２つを融合タンパク質として発現し、化学的修飾
を施したあと、化学合成した糖鎖ペプチドチオエステルと連結することでインターロイキン13 の合成に成功した。鶏
卵から単離した２分枝ヒト型糖鎖を化学的に修飾し糖鎖を付加させることで天然型の３分枝型糖鎖の半化学合成に成功
した。ヒトIgG1のFcモノマーの全長の合成を検討し成功しFc体の全合成に見通しをつけた。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate oligosaccharide functions, chemical synthesis of homogeneous
 glycoprotein was examined.  For the synthesis of target glycoproteins, full-length glycosylpolypeptide ch
ains was designed to divide into several segments and these were prepared by our improved and safe tert-Bo
c-SPPS.  Glycopeptide-alpha-thioester and peptide-alpha-thioesters thus obtained were successfully coupled
 by repetitive native chemical ligation. Subsequent folding experiments of chemically synthesized homogene
ous glycopeptide yielded correctly folded glycoproteins with native disulfide bond patterns.  Using this m
ethod, erythropoietin, chemokine and lectin were successfully synthesized.
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１．研究開始当初の背景 

細胞表層、血液中のほぼ全てのタンパク

質は糖鎖を持っている。これら糖鎖は、

タンパク質の構造安定性、輸送、細胞間

分子認識に必須の分子である。しかし、

研究に用いる糖タンパク質は、細胞発現

法でのみ得られ、得られる糖タンパク質

の糖鎖構造は常に不均一であるために、

どのような構造の糖鎖がタンパク質機能

発現に必要か調べることが困難であった。

また、大手製薬会社でも、糖鎖のタンパ

ク質への付加数を増やすなどして薬効を

高める研究がなされて来たが、未だ糖鎖

機能を解明する学術的な基礎研究は遅れ、

創薬事業支援も十分でない。このような

問題を解決するために本申請者は、糖鎖

構造を制御して糖タンパク質を精密に化

学合成することを 2000 年より検討して

きた。糖タンパク質の化学合成で鍵とな

るのは、入手困難なヒト型糖鎖を必要量

用意することと、糖ペプチドを連結して

標的糖タンパク質の全ペプチド鎖を調製

することである。幸い、本申請者は卵黄

からグラムスケールで単離できるヒトの

完全型糖鎖を利用し、保護基を多用しな

い糖鎖ペプチドの固相合成法を確立した

(Angew. Chem. Int. Ed., 2003)。そして

ペプチドの連結には、native chemical 

ligation(NCL：下図)を利用した。本申請

者は、これら方法を組み合わせることで、

フォールディングし、かつヒト複合型の

シアリル糖鎖をもつ糖タンパク質ケモカ

インをはじめて化学合成することに成功

した(J. Am. Chem.Soc. 2008)。また、糖

鎖を持つペプチド鎖は化学的に、糖鎖を

持たないペプチド鎖は、大腸菌発現を用

いてそれぞれ調製後、それらを連結し、

ペプチド主鎖の折りたたみをすることで、

市販品のエリスロポエチンと同等の細胞

増殖活性をin vitroで持つエリスロポエ

チン誘導体の合成に成功した(Angew. 

Chem. Int. Ed., 2009)。これにより単一

構造の糖タンパク質製剤誘導体の合成に

世界ではじめて成功した。これにより、

糖タンパク質の合成、ならびに、核磁気

共鳴装置による糖タンパク質構造解析を

することで、糖タンパク質を低分子有機

合成と同様に、精密有機合成の対象にな

るよう検討することを目的とした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Boc 法による新規糖ペプチ

ドチオエステル合成法を利用して、ヒト

型糖鎖をもつ高純度の糖タンパク質を

20-50mg 調製できる精密な有機化学合成

をおこなう。そして１）合成糖タンパク

質の NMR による構造解析、２）糖鎖の分

岐数など構造を改変した糖タンパク質の

合成、３）合成糖タンパク質の糖鎖構造

に依存したマウス体内での動態の追跡、

４）細胞から単離したゴルジ装置に合成

糖タンパク質を導入しその挙動を調べる

という系統的なタンパク質の糖鎖機能解

明の研究をおこなう。 

 

３．研究の方法 

卵黄より調製したヒト型糖鎖と改良 Boc

法を組み合わせて様々な糖タンパク質の

合成をおこなう。標的糖タンパク質（ア

ミノ酸 150 残基程度）を、糖鎖を含む５

つ程度のペプチドチオエステルセグメン

トに分けて改良 Boc 法で合成後、native 

chemical Ligatin 法で連結して標的糖タ

ンパク質全長の合成（50 mg 程度）を目

指す。そしてフォールディング操作後精

製し、３次元構造を形成した単一構造の

糖タンパク質を得る。次にこのサンプル

を用いて NMR による３次元構造解析を行

い、糖鎖構造がタンパク質の構造に与え

る効果を調べる。また、得られた糖タン



パク質は、トリプトファン誘導体の蛍光

標識体でトリプトファンの位置で標識し、

天然の糖タンパク質に近い化学構造の標

識体を合成し、体内動態へ与える影響を

調べる。そして、ラット肝臓からショ糖

の密度勾配を用いる超遠心法により単離

するゴルジ装置画分に合成した糖タンパ

ク質を加え、タンパク質毎にどのような

糖鎖伸長が起こるか分析し、ゴルジ装置

内での糖鎖伸長因子を探る。 

 

４．研究成果 

糖タンパク質を化学合成するために必

要な糖ペプチドチオエステルの簡便な

合成を検討し、適応困難と思われていた

強酸を用いる Boc 法によりシアリル糖

ペプチドチオエステルを合成すること

に成功した。まず、最も特筆すべきこと

はシアル酸が酸に非常に不安定である

という理由を特定したことである。シア

ル酸はグリコシル位の隣がデオキシで

あるために酸に不安定と考えられてき

たが、シアル酸のもつカルボキシル基が

分子内酸触媒として働くことが原因で

あることを見出した。その結果、このカ

ルボキシル基を酸に安定なフェナシル

基で保護することで強酸条件でも安定

なシアリル糖鎖を得ることに成功した。

この方法をシアリル糖鎖アスパラギン

に応用し、ペプチドチオエステルを最も

得られる Boc 法によるシアリル糖鎖ペ

プチドチオエステルの合成を検討する

ことにした。この方法では、PEGA 樹脂

にチオールをもつリンカーを固定化し、

通常の Boc 法で、フェナシル基で保護し

たシアリル糖鎖−アスパラギンも含めペ

プチドを伸長した。そして、固相上でペ

プチド側鎖の保護基をトリフルオロメ

タンスルホン酸で除去し、そして緩衝溶

液中でのチオリシスにより従来の HF を

使うことなくシアリル糖鎖ペプチドチ

オエステルを安全に得る方法を確立し

た。この方法が成功したことで 83 位に

シアリル糖鎖をもつエリスロポエチン

の全合成に成功した(Angew Chem. Int. 

Ed. 2012, 51, 3567)。この手法は更に

3 種類のエリスロポエチン誘導体の合

成に応用できたとともに、３本のヒト型

シアリル糖鎖を天然型の位置３カ所に

もつエリスロポエチンの全長構築に成

功した（論文準備中）。どのような方法

を用いて、アミノ酸 120 残基からなるシ

アル酸結合レクチンシグレック７の化

学合成に成功した。このシグレックは

ELISA をつかって基質特異性を調べた

結果、本来の基質であるジシアロ糖鎖に

は結合するがモノシアロ糖鎖には結合

しないことが確認できた（投稿準備中）。

これにより、糖鎖を認識するレクチンの

人工合成にはじめて成功した。大腸菌で、

融合タンパク質として発現し、それを化

学的に切断、活性化させることで標的糖

タンパク質の N 末端のペプチドチオエ

ステルと、C末端側のペプチドを調製す

ることに成功した。そして化学的に調製

した糖鎖ペプチドチオエステルと連結

することで簡便にインターロイキン 13 

の合成に成功した（投稿中）。鶏卵から

単離した２分枝ヒト型糖鎖を化学的に

修飾することで 24 個の水酸基のうち特

異的な位置の水酸基を遊離としそこに

糖鎖を付加させることで天然型の３分

枝型糖鎖の半化学合成に世界ではじめ

て成功した（投稿準備中）。また、この

糖鎖に酵素を用いて、シアル酸を２種類

の結合様式で連結させることに成功し

た。ヒト IgG1 の Fc モノマーの全長の合

成も検討した。全長300残基のN末端（ヒ

ンジ部位のシステイン）から＃残基を３

つのセグメントにわけて Fmoc 法により



合成し、＃位から C末端を大腸菌発現に

より調製し、C末端側から順次 NCL によ

り連結し、Fc 全長を得、質量分析、HPLC

でその構造を確認した。プロテインジス

ルフィドイソメラーゼを共存させたフ

ォールディング実験で目的とする２本

ジスルフィド結合を形成した Fc モノマ

ーを得ることができ、Fc 体の全合成に

見通しをつけた。しかし、Fmoc 法では、

各ペプチド、糖ペプチドの量産ができず

Boc 法による方法での検討の余地があ

る。また、最後の Fc フラグメントのフ

ォールディング、および２量化は今後の

課題である。 
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