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研究成果の概要（和文）：N-Sulfanylethylanilide (SEAlide と略)をチオエステル等価体とした

ペプチド結合形成反応について詳細な検討を加えた。SEAlide ユニットはリン酸塩が存在する

条件では、チオエステルとして機能し、ペプチド結合形成反応に関与できるが、リン酸が存在

しない条件では反応に関与することができない。この実験事実に基づき、SEAlide を利用した

速度論的ペプチド結合形成反応の確立を行った。SEAlide を利用した速度論的反応は極めて速

度論的選択性が高く、3 あるいは 4 つのペプチドフラグメントを連続的に縮合することを可能

とする方法論である。これを利用することで 162 残基からなる糖タンパク質 GM2AP の化学合

成に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：N-Sulfanylethylanilide (SEAlide) peptides were developed with the aim of 
achieving facile synthesis of peptide thioesters. The SEAlide moiety was proved to function as a 
thioester in the presence of phosphate salts and to participate in native chemical ligation (NCL) 
with N-terminal cysteinyl peptides, and this has served as a powerful protein synthesis 
methodology. The reactivity of a SEAlide peptide (anilide vs thioester) can be easily tuned with or 
without the use of phosphate salts. This interesting property of SEAlide peptides allows sequential 
three-fragment or unprecedented four-fragment ligation for efficient one-pot peptide/protein 
synthesis. Chemical synthesis of 162-residue GM2AP was achieved using the kinetically controlled 
ligation based on the SEAlide chemistry. 
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１．研究開始当初の背景 
Native Chemical Ligation (NCL)法の開発
によりタンパク質化学合成は飛躍的に身近
なものとなった。この NCL 法はペプチドチ
オエステルと N 末端システインペプチド間
の化学選択的反応を特徴とするもので大変

有用性の高い方法論である。しかし、この
NCL 方にもいくつかの改善点が残されてい
た。一つは必須の合成ユニットであるペプチ
ドチオエステルを簡便に如何にして合成す
るかである。これについて、我々は現在のペ
プチド合成の主流である Fmoc 法で簡便に合
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成 可 能 な 前 駆 体 と し て
N-sulfanylethylanilide (SEAlide)ペプチド
の開発、合成を手掛けてきた。もう一つの課
題は、ペプチドチオエステルフラグメントを
連続的に NCL 反応に付し、タンパク質化学
合成に適用できるのかどうかという課題で
あった。これについてアルキルチオエステル
とアリールチオエステルの反応性の差を利
用した速度論的方法論が開発されてきたが、
その選択性は充分ではなかった。我々は、単
なるチオエステル等価体と考えていた
SEAlide peptide が興味深い反応性を示すこ
とを偶然見出し、これを展開することで高選
択的な速度論支配型のペプチド結合形成反
応の開拓に挑戦することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では上述の SEAlide peptideを利用した
高選択的速度論的コントロール下での連続
的フラグメント縮合法による長鎖タンパク
質完全化学合成法の確立を本研究の目的と
した。ペプチドチオエステル N 末端システイ
ンペプチドフラグメントという 2 つのユニッ
トを縮合させる Native Chemical Ligation 
(NCL)法は、小分子タンパク質（50～70 残基
程度）の化学合成法として有用性が高い。本
法の長鎖タンパク質合成への実用的展開に
は、連続的 NCL 法が必要である。まず効率
的速度論的 NCL 法の確立を行い、次いで実
際のタンパク質化学合成に挑戦することと
した。 
 
３．研究の方法 
本研究目的を達成するため、「効率的かつ汎
用性の高い SEAlide peptide の合成」、「SEAlide 
peptide の NCL 反応の詳細な検討」、「連続的
NCL 反応への応用とタンパク質合成への展
開」、これら 3 つの目標を年次進行に伴い順
次行った。いずれの研究計画も基本的に有機
化学的実験の範疇のものであるが、最後のタ
ンパク質合成への展開については実際の合
成タンパク質の生理活性の検討も実施する
計画を立てた。 
 
４．研究成果 
(1) SEAlide peptide の効率的合成法の確立 
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以前の研究より、SEAlide peptide の有用性は
報告してきたが、合成可能であった SEAlide 
peptide は末端が Gly および Ala に限定されて
いた。これは 2 級芳香族アミンをアシル化す

る必要があるという点が足かせとなってい
た。そこで種々の版の条件の検索を通じて、
アミノ酸 20 種類のに適用可能な反応条件と
して、POCl3 および SOCl2 を利用する方法論
を開発し、その有用性を明らかにした。 
 
(2) SEAlideを利用した速度論的な反応の開発 
当初、SEAlide peptide は、酸性条件でチオエ
ステル体へと変換され、NCL 反応に利用可能
であると報告してきた。しかし、副反応の詳
細な解析を通じて、リン酸塩が存在する条件
では SEAlide peptideはチオエステルとして機
能するが、塩が存在しない条件ではチオエス
テルとはならず、アニリド型で安定に存在す
る。すなわち、リン酸塩の有無によって反応
コントロールが可能であるとの結果を得た
（下図）。 
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この成果をを利用して、モデルペプチドを
3 つあるいは 4 つのフラグメントから
one-pot で連続的に縮合し、その合成を達
成した。その hANP の合成スキームを下図
に示した。 
H-SLRRSS-S(CH2)2CO-L-NH2

H-CFGGRMDRIGAQSGLG-NAr-L-NH2

H-CNSFRY-OH
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この hANP 合成では、3 つの縮合反応を同一
反応容器内で行い、最初の NCL 反応はリン
酸が存在しない条件、2 段階目の NCL 反応で
はリン酸塩が存在する条件で反応を行った。
速度論的分割は極めて効率的に進行し、従来
のアルキルチオエステルとアリールチオエ
ステルを利用した反応に比し、極めて高い選
択性で反応が進行した。次ページに反応進行
の HPLC を示した。その選択性の高さを知る
ことができる。 
 



 

 

 

 

(3) GM2AP の化学合成 
GM2AP はアミノ酸 162 残基からなる糖タン
パク質である。SEAlide を利用した速度論的
反応をにより GM2AP の化学合成を達成した。
全体を 5 つのフラグメントに分割し、N 末側
を 2 つのフラグメントから、C 末側を 3 つの

フラグメントから構築した。特に C 末側フラ
グメントについては SEAlide peptideを利用し
た one-pot/sequential NCL法を採用した（下図）。 
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