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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々なアミノ酸サイトでのペプチドフラグメント縮合を可能とする高汎用性補
助基の開発を目的とした。タンパク質化学合成では、まずペプチドフラグメントを固相合成した後、これらフラグメン
トを液相にて縮合する。従来の縮合法では縮合サイトにシステイン（Cys）残基が必須となるため、合成可能なタンパ
ク質が限られる。本研究ではこの制約を打破するため、Cys側鎖模倣型補助基を利用したCys不要なフラグメント縮合法
の確立を目指した。この結果、補助基の開発に成功するとともに、アスパラギン部位でのペプチドフラグメント縮合に
成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, development of auxiliaries for ligation of peptides at a site 
other than cystein was challenged. The auxiliary that can be removed by UV-irradiation was syntheseized 
and was incorporated onto a side chain of asparagine (Asn). Ligation of peptides at Xaa-Asn site was 
successfully achieved by the use of the Asn derivative via auxiliary assisted ligation followed by 
photo-removal of the auxiliary. Application of the auxiliary to amino acids other than Asn is in 
progress.

研究分野： ペプチド化学

キーワード： Native Chemical Ligation　フラグメント縮合　タンパク質化学合成　光解離性補助基
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１．研究開始当初の背景 
多くの医薬品は、タンパク質と相互作用

することによりその作用を発現する。すな
わち、これらタンパク質の機能解明は、医
薬品の作用機序解明などを経て新薬開発に
つながる可能性がある。タンパク質の機能
解明研究において、蛍光色素などのレポー
ター分子を導入したタンパク質が汎用され
る。近年、タンパク質機能のより精密かつ
詳細な解明を目指し、特定部位のみにレポ
ーター分子を有するタンパク質が求められ
ている。 
特定部位のみが修飾されたタンパク質の

調製法の一つとして、タンパク質化学合成
の利用が挙げられる。タンパク質の化学合
成では、まずペプチドフラグメントを固相
合成した後、これらフラグメントを液相に
て縮合する。縮合法としては近年、二つの
無保護フラグメント同士の化学選択的縮合
を可能とする Native Chemical Ligation
（NCL）が最も汎用されている。この方法
では、まずペプチドチオエステルがシステ
イン（Cys）含有ペプチドとの S→S アシル
基転移反応をおこす。その後、生じた中間
体の分子内 S→N アシル基転移反応が進行
し、縮合生成物を与える。すなわち、NCL
を利用するには、縮合サイトに Cys 残基が
必須となる。このため、NCL は非常に有用
な反応であるにもかかわらず、合成可能な
タンパク質が限られるという問題があった。 
近年、この問題点を解決するため、非 Cys

サイトでのフラグメント縮合法が盛んに開
発されている。その多くは、アミノ酸側鎖
上にチオール基を導入し、NCL 同様の反応
を行った後に脱硫反応に付した後、対応す
る天然型アミノ酸へと変換するものである。
例えば我々は、メルカプトプロリン含有ペ
プチドの NCL 様反応と続く脱硫により、プ
ロリンサイトでのフラグメント縮合に成功
している。本手法を用いて様々なアミノ酸
サイトにて縮合反応を行う場合、それぞれ
に対応するチオール導入型アミノ酸誘導体
の多段階合成が必須となり、煩雑を極める。
さらに脱硫反応ではシステインがアラニン
へ還元されるため、本手法の Cys 含有タン
パク質合成への直接的適用は困難である。 
以上の問題点克服を目指し我々は、種々

の市販アミノ酸誘導体側鎖上に簡便に導入
可能であり、かつ紫外線を照射するのみで
除去可能なチオール含有高汎用性補助基を
開発し、これを用いた Cys 以外のアミノ酸
サイトでのフラグメント縮合法を確立する
こととした。 

 
２．研究の目的 
本研究では、様々なアミノ酸サイトでの

ペプチドフラグメント縮合を可能とする高
汎用性補助基の開発を目的とした。タンパ
ク質化学合成では、まずペプチドフラグメ
ントを固相合成した後、これらフラグメン

トを液相にて縮合する。従来の縮合法では
縮合サイトに Cys 残基が必須となるため、
合成可能なタンパク質が限られる。本研究
ではこの制約を打破するため、Cys 側鎖模
倣型補助基を利用した Cys 不要なフラグメ
ント縮合法の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 
我々は、以下の計画に従って順次研究を

進めた。 
(1) 補助基誘導体の合成：種々アミノ酸へ

の導入を念頭に置き、各種の補助基誘
導体を合成する。 

(2) 保護アミノ酸への導入：(1)より得られ
る補助基を市販のアミノ酸誘導体上へ
導入した後、必要に応じて保護基の除
去などを行い、Fmoc 固相ペプチド合
成法に適した補助基含有アミノ酸誘導
体を得る。 

(3) ペプチドへの導入：(2)より得られるア
ミノ酸誘導体を導入したペプチドを、
Fmoc 固相合成法を用いて合成する。 

(4) NCL 様反応の検討：(3)より得られる
補助基含有ペプチドを用いた NCL 様
反応の反応条件検討を行う。NCL 様反
応が進行しない場合は、補助基の再設
計を行う。 

(5) 補助基の除去：(4)より得られる縮合生
成物への紫外線照射実験を行い、補助
基除去のための最適条件探索を行う。 

 
４．研究成果 
 アスパラギン（Asn）部位でのフラグメン
ト縮合に挑戦した。まず補助基を設計・合成
したのち、Asn 側鎖への導入に成功した。さ
らに本アミノ酸のペプチドへの導入法を確
立したのち、これを用いたフラグメント縮合
を達成した。その後、反応を精査したところ、
二つの課題が明らかとなった。すなわち、
我々の開発したフラグメント縮合反応が従
来の NCL に比べて遅いこと、および補助基
除去に用いる紫外線照射がシステイン側鎖
の副反応を誘起することの二点である。そこ
でこれらの原因を調査した結果、前者は中員
環遷移状態を経ることが反応速度を低下さ
せていること、そして後者はチイルラジカル
が副反応を誘起していることが示唆された。
前者については反応は遅いながらも生成物
が得られることからこれ以上検討せず、本研
究では後者についてさらなる研究を行った。
この結果、溶媒組成や光量の変更により、副
反応を大幅に抑制することに成功した。現在、
Asn 以外のアミノ酸部位でのフラグメント縮
合を目指して、さらなる研究を行っていると
ころである。 
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