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研究成果の概要（和文）：標的糖タンパク質を半合成することとし、全長のポリペプチド鎖のうち糖鎖がない長
鎖ペプチド領域は、大腸菌発現により調製し、その他糖鎖が結合したペプチド領域は、Boc-ペプチド固相合成法
により、ペプチドチオエステルならびにペプチドヒドラジド体として調製した。糖鎖は、鶏卵からアスパラギン
結合型2分枝アシアロ型糖鎖ならびハイマンノース型糖鎖を調製し利用した。その結果、IgG1-Fc部位に相当する
ドメインならびにアミノ酸318残基からなるシアル酸転移酵素 (STase)の半化学合成に成功した。フォールディ
ングしたSTase は十分な酵素活性を示した。

研究成果の概要（英文）：In order to synthesize large bioactive glycoproteins, we examined 
semisyntheses employing synthesis of glycopeptide by solid phase peptide synthesis (SPPS) and 
synthesis of long polypeptide in E. Coli expression. Glycopeptide-thioesters bearing human 
biantennary complex type or highmannose type oligosaccharides were synthesized by Boc-SPPS.  Peptide
 expression in E. Coli was designed to yield either HisTag-Met-target-Cys-peptide or 
HisTag-ENLYFQ-target-Cys-peptide. These peptides prepared in E. Coli were converted into 
corresponding Cys-peptides by CNBr treatment or TEV-protease.  Native chemical ligation of these 
peptides and glycopeptide-thioesters yielded Fc domain of human-antibody and sialyltransferase. 
Folding experiments successfully yielded enzymatically active sialyltransferase.  These trials 
proved that large bioactive glycoprotein consisting over 300 amino acids can be prepared by chemical
 synthesis.

研究分野：生体関連化学

キーワード： 糖鎖関連化学　糖鎖　糖タンパク質
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１．研究開始当初の背景	

	 近年、タンパク質や酵素、糖タンパク質を

化学的に合成し、その機能を調べるとともに、

最近では、X 線でその構造が解析できるまで

になった。しかし、これらはアミノ酸が

100-200 残基で構成されたもので、抗体や酵

素のようにアミノ酸が 300-1200 残基からな

る大型タンパク質類を自在に合成できる方

法ではない。	

	 その一方で、自在に大型糖タンパク質を調

製できる細胞を使う培養法では、タンパク質

に特異的に化学修飾を施すこと、ならびに翻

訳後修飾の位置や構造を制御できないとい

う問題がある。更には、得られる翻訳後修飾

されたタンパク質の純度が低いため、どのよ

うな翻訳後修飾様式がタンパク質の活性を

制御しているか調べることが困難である。	

	 本申請では、タンパク質調製の分野におい

て、これらの課題を解決すべく、化学修飾を

自在に施した大型タンパク質、酵素類を合成

し、構造活性相関、酵素反応機構を調べる研

究を実施できるようにすることを目指した。	

	

２．研究の目的	

本申請では、合成ターゲットをこれまでの例

に比べ難しいものへと拡張し、細胞内外で機

能する酵素、抗体、レクチンなどが精密に合

成できるか検討する。また、非常に困難が予

想されるが膜結合型糖タンパク質ロドプシ

ンの全長合成を試みる。	

	

３．研究の方法	

本研究では、大腸菌発現などにより糖鎖を持

たない長鎖ペプチドを調製し、糖鎖が付加し

た糖ペプチドについては、鶏卵から単離した

糖鎖をペプチド固相合成に利用し均一な構

造の糖鎖ペプチドチオエステルを合成する。

そして、これらを native	chemical	ligation

で連結し全長に相当する糖ポリペプチドを

合成する。そして、フォールディング操作を

することで、正しくフォールディングした糖

タンパク質を合成する。	

	

４．研究成果	

	
Fig.1：IgG1-Fc 単量体の構造.	 ペプチ
ドとアミノ酸配列を同じ色で示した.	

糖鎖はモデル中では赤色で示した	

	

	 ヒト型 IgG1-Fc は、図１の左に示したβ

シートからなる分子が２量化したもので

ある。そこで、単量体の全長 216 残基のう

ち C 末端側の糖鎖がない領域（図２：セグ

メント 4）は、大腸菌発現により調製し、

その他セグメント	1-3 は当研究室で確立

したBoc法でそれぞれペプチドチオエステ

ルならびにペプチドヒドラジド体として

調製した（図２）。糖鎖は、当研究室で確

立している鶏卵から単離した2分枝アシア

ロ型糖鎖のアスパラギンを Boc 保護し、固

相合成に利用した。全ての糖ペプチド、ペ

プチドチオエステルは純度よくまた、必要

量得ることができ、それぞれ質量分析によ

りその構造を確認した。また、大腸菌発現

によるセグメント 4 は、N 末端のシステイ

ンを保護することとし、HisTag-Met-Cys-

セグメント 4 の形で調製後、CNBr によるメ

チオニンとシステインの間で切断し調製

した。そして、これらペプチドを native	

chemical	ligation(NCL)で図 2 のルートに

従って順次連結した。また、セグメント 2

と 3 を連結したあと、システインに置換し

ていた位置を脱硫化することで本来のア

ラニンに変換した。また、セグメント 3の

ヒドラジドは亜硝酸ナトリウムによる酸

化反応により酸アジドとし、チオリシスを

経てセグメント 4との NCL に利用した（図

２）。	



	
Fig.2：IgG1-Fc ペプチドセグメントの合
成計画	

	

得られた全長糖ペプチドは、次にフォールデ

ィング操作に用いた。フォールディングは、

6M グアニジンでペプチドを変成後、透析法で

グアニジンを除去するとともにシステイン-

シスチンを加え、ジスルフィド結合を形成さ

せながらおこなった（図３）。得られた Fc セ

グメントは高分解能質量分析をおこなった

ところ、Fc の単量体としてジスルフィド結合

を形成した目的とする質量に完全に一致し

た（図３）。しかし、様々な条件を検討した

が、測定中に分解するためか、抗体特有の２

量体の質量は確認できていない。	

	 しかし、Boc 法を用いる糖ペプチド固相合

成により IgG1-Fc 全長の合成が再現性よく合

成できるルートを確立することができた。現

在、シャペロンやプロテインジスルフィドイ

ソメラーゼを使うなどで２量化した抗体の

Fc 部位をフォールディング操作で効率よく

得られるか引き続き検討している。	

	
Fig.3：IgG1-Fc のフォールディング実験	
	

シアル酸転移酵素の半合成：	

	 シアル酸転移酵素もIgG1-Fcと同様に糖

鎖がないペプチド部位は大腸菌発現で、糖

鎖がある糖ペプチド部位は鶏卵から単離

したハイマンノース型糖鎖-アスパラギン

を利用する固相合成により調製した。得ら

れた糖ペプチドチオエステル、ペプチドチ

オエステルは精製後、質量分析によりその

構造を確認した。	

 Fig.4：ヒト型	α2,6 シアル酸転移酵素
（ST6）の膜外ドメインのアミノ酸配列と

合成計画	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
 
Fig.5：シアル酸転移酵素の C末端側ペプチ
ドの合成計画	

	

シアル酸転移酵素の C 末端側の配列は、N

末端に TEV プロテアーゼで切断が可能な

ENLYFQ（緑色）という配列にスペーサー配

列を経て、HisTag を導入したプラスミドを

用意しおこなった（図５）。大腸菌による

発現は問題なく実施できたが、この配列は

非常に疎水性が高い領域が存在するため

に、精製後容易にアグリゲーションし沈殿

しやすくTEV酵素による切断実験の実施が

困難であることが判明した。そこで pH を

酸性側に調節したり、界面活性剤を加える

など調整し、TEV 酵素による切断が可能と

なる条件を見いだし、N 末端がシステイン

となったセグメント3を得ることに成功し

た。しかし、このペプチドは、すぐに変成
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するため、TEV 酵素による切断後、速やかに

セグメント１、２と NCL により連結する必要

があった（図４）。	

	 得られたペプチドチオエステルセグメン

ト１と糖ペプチドヒドラジドセグメント２

を NCL	で連結後、その C末端を亜硝酸ナトリ

ウムで酸化し酸アジドとした。そしてチオエ

ステルに変換後、大腸菌で発現したペプチド

セグメント３と NCL により連結した（図４）。

得られた全長は次に IgG1-Fc と同様透析法で

フォールディングさせた。しかし、糖鎖が付

加していても、グアニジンの濃度を透析処理

により希釈していくと糖ペプチドが沈殿す

るという問題が起こった。一定のフォールデ

ィング操作後、溶けている溶液を酵素源とし

てシアル酸転移酵素実験をおこなった。アク

セプターとして非還元末端がガラクトース

になった複合型２分枝糖鎖とシチジン-5’-

モノフォスフォシアル酸が溶けた緩衝溶液

に前述のシアル酸転移酵素溶液を加え、シア

リル化反応が起こるか質量分析装置を用い

てシアリル糖鎖の生成を追跡した。しかし、

酵素活性は全く確認できなかった。	

	 そこで、透析によるフォールディング処理

した最終溶液はある程度、シアル酸の糖ペプ

チド鎖が溶けていると判断し、ラットの肝臓

細胞からショ糖による超遠心で単離した小

胞体破砕液に加え、小胞体内のシャペロン等

を利用したフォールディング操作をおこな

った。	

	 そして、前述の方法と同様にシアル酸転移

酵素活性を質量分析装置で追跡した。その結

果、目的とする生成物を確認することができ

た。これにより、複雑な構造のシアル酸転移

酵素も化学法と大腸菌発現法を活用して合

成することにはじめて成功した。この成果は、

今後、触媒部位に非天然型アミノ酸をいれる

などした酵素反応を理解するための研究へ

展開できる。	

	
Fig.6：シアル酸転移酵素の構造(PDB:4JS2)	
	

	 更に本研究では、糖鎖の数、グリコシル化

の位置によってサイトカインなどの生理活

性にどのように影響があるか、貧血治療薬と

して世界的に広く利用されているエリスロ

ポエチンを選び化学合成し、その糖鎖機能に

ついて調べた。エリスロポエチンは、アミノ

酸 166 残基からなり、24,	38,	83 位にアス

パラギン結合型糖鎖が付加している。全長

を６つのセグメントにわけて固相合成に

より合成し、順次NCLで連結して合成した。

この研究では、糖鎖が 24,	38,	83 位全て

２分枝複合型シアリル糖鎖が結合したも

の、24,	38 位；24,	83 位；38,83 位に２本

２分枝複合型シアリル糖鎖が結合したも

の、そして 83 位にのみついたもの計５種

類を合成した。そしてフォールディング後、

マウスに投与し赤血球増殖活性を調べた。

これまで、エリスロポエチンの活性発現に

は、４分枝型の N型糖鎖付加が必要とされ

ていたが、アッセイの結果、２分枝糖鎖で

も全ての糖鎖末端にシアル酸が結合して

いると市販のエリスロポエチンと同等の

活性を示すことがわかった。また、糖鎖は

タンパク質表面が疎水性であるところに

付加することが生理活性を高めるために

必須であることも考察できた。	

	 以上本研究により、複合糖質を合成する

分野において、いずれもはじめて、大型の

糖タンパク質を半合成し、酵素などの合成

が十分できることを示すことができた。	
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