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研究成果の概要（和文）：ペプチド関連物質を活性発現に必要な立体構造も含め精密にデザインされた構造に変
換できる新たな化学合成法の開発が必須である。本研究では新たなペプチド分子環化法および分子内架橋形成制
御法を確立し、Conotoxin類をモデルとして、分子内の任意の位置で３組以上の架橋を有する精密に立体制御さ
れたペプチドを高純度・高収率で得ることができる新たな化学合成法を確立することを目的とした。その結果、
環形成反応を妨げている鎖状ペプチドの強固な構造（立体配座）を緩める新しい方法を開発し、ペプチドの剛直
な立体配座に由来する分子内架橋形成の障壁を除くことにより、新たな立体構造の精密制御法の開発に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：It is essential to develop a new chemical synthesis method that can convert 
peptide related substances into precisely designed structures including the stereochemistry required
 for the expression of activity. In this study, a novel peptide molecular cyclization method and 
intramolecular crosslinking formation control method are established, preconditionally controlled 
with three or more pairs of crosslinks at arbitrary positions in the molecule, using Conotoxin as a 
model. In addition, it was aimed to establish a novel chemical synthesis method capable of obtaining
 a peptide with high purity and high yield. As a result, we developed a new method to relax the 
rigid structure (conformation) of the chain peptide which interferes with the ring-forming reaction 
and remove the barrier of intramolecular crosslinking derived from the rigid conformation of the 
peptide. Based on these results, it was succeeded in developing a precise control method of a new 
three-dimensional structure.

研究分野：生物有機化学
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1. 研究開始当初の背景 
近年、タンパク質の活性フラグメントであ
るペプチド関連物質の多様な生物活性につ
いて広く探索が進められ、それら活性物質の
中から最終的に制癌剤や感染症薬など、医薬
品候補物質として認証される件数も急速に
伸びている。これは、近年のファージディス
プレイ法の進展によって膨大な種類のペプ
チドが網羅的に得られ、有用な活性物質とし
て有望なものが得られていることがその大
きな要因となっている。一方、生体内で活性
を発現する実際のペプチドの立体構造の解
明や、非天然型修飾部位の導入等による生体
内での安定性付与など医薬品原料としての
応用には、これら基本となるペプチド関連物
質を、活性発現に必要な立体構造も含め精密
にデザインされた構造に変換できる新たな
化学合成法の開発が必須である。しかし本来
の立体構造を再現した形でつくることは極
めて難しく、たとえ高い有効性が期待される
ペプチド関連物質でも、それらの物質の殆ど
は多段階に及ぶ合成技術上の問題に直面し、
活性測定に必要な物質を得ることすら困難
なものが多い。特に多数の分子内ジスルフィ
ド架橋形成による立体制御は技術的に困難
である。さらに、すでに合成に成功している
ペプチド系生物活性物質も、その合成経路の
選択には試行錯誤を繰り返し、膨大な労力と
時間がかけられている。従ってたとえ一つの
アミノ酸残基を非天然型のアミノ酸残基に
入れ替えた関連物質を合成する場合にも、ま
た新たに合成経路を検討しなければならな
いのが実情である。このような背景の中、筆
者らはこれまでペプチド関連物質を、高純度、
高収率、迅速に合成する新しい原理に基づく
液相多段階連続合成法に関する研究を推進
してきた。この方法は、逆ミセルを形成する
疎水性タグにアミノ酸を結合させ、順次伸長
させるものであり、基本的には一容器内で数
十段階の液相合成反応を連続的に実施する
ことができる。この方法によって、100 ミリ
グラム〜1 グラムスケールでの多数の最終目
的物の全合成を達成しており、最終的な脱保
護段階まで、クロマトグラフィー操作を必要
としない。また、分子内および分子間ジスル
フィド結合を有するInsulinの液相化学合成
にも成功している。さらにこれまでに、
Bradykinin( 純度 98.8%, 総収率 78%) 、
Angiotensin I/II (純度 96.0%, 総収率 96%)
などの直鎖状ペプチド、あるいは分子内にジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を １ 〜 ２ 組 有 す る
Somatostatin, α-Conotoxin MII など、各々
数十段階以上のステップを必要とする化合
物について、各々純度 95％以上、反応毎平均
収率 99.5％以上で全合成を達成している。ま
た一部のペプチドについてはすでに製造方
法および最終純度として、医薬品原料として
供給可能なレベルとなっている。さらに、筆
者らは有機電解による独創的な手法を探求
する中で、電解酸化によるジスルフィド結合

形成法等を新たに開発し、立体構造の固定化
を実現した。 
 
２．研究の目的 
本研究では新たなペプチド分子環化法お
よび分子内架橋形成制御法を確立し、イモ
貝が産生するConotoxin類をモデルとして、
分子内の任意の位置で 2 組以上の架橋を有
する精密に立体制御されたペプチドを高純
度・高収率で得ることができる新たな化学
合成法を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
非天然型のアミノ酸等を含むなど、分子内
環化反応が困難な構造を有する直鎖状のペ
プチド分子でも、迅速かつ効率的に環化させ
ることができる逆ミセル反応法を導入する
ことによって、天然型、非天然型ペプチド分
子の主要骨格を形成する。 
通常架橋を含むペプチド合成では、予め設
計した手順で１つの最終目的物を得る。その
ため、ペプチドの主鎖合成が完了した後に架
橋形成の順番を変えることは困難であるが、
この限界を超える新たな方法を開発し、多様
なジスルフィド架橋構造をもったペプチド
であるイモガイ神経毒 Conotoxin 類をモデ
ル化合物群として、立体異性体を非天然型も
含め体系的に合成する。 
光化学反応、電解反応などは、従前の固相
合成においては導入困難であったが、逆ミセ
ル反応法によって従来技術の限界を突破し、
ペプチド分子内に予め設計した架橋を導入
することができる合成法としての新たな道
を拓き、グラムスケールでの高純度合成に応
用する。 
 
４．研究成果 
各組のチオール保護基をそれぞれ選択的に
脱保護し、さらにフリーになったチオール基
同士を架橋でつなぐことによって、架橋の長
さを自在に制御した分子内架橋を任意の順
番で形成し、従来技術では殆ど実現できなか
った、任意の位置関係、架橋形成順によるジ
スルフィド結合形成を達成した。 
本研究によって、ペプチド主鎖のアミド結
合による回転障壁を低減し、従来法では困難
であった、多様な環化反応や架橋形成の精密
な制御を初めて実現した。 
立体構造を制御した実サンプルによって、
生物活性とペプチドの精密に制御された立
体構造の相関を明らかにすると共に、直ちに
同一の方法によって大量合成を行い、被検サ
ンプル量が必要となる動物実験に供与する
ことが可能となった。 
従来法では化学合成が困難であった精密に
立体構造が制御されたペプチド誘導体を高
純度、高収率、迅速合成法を世界に先駆けて
確立した。 



 
逆ミセル反応法による分子内ジスルフィド
結合形成の制御法の確立 
 
ペプチドの分子内にたとえば３組のジスル
フィド結合を形成する場合、6 つのシステイ
ン残基がそれぞれ選択的にペアリングする
必要がある。この場合、ランダムに結合する
とその組合せは多数存在するため立体構造
が制御された生成物を選択的に得ることは
困難である。この問題を解決するためには、
①予め架橋を形成する相手のみと選択的に
反応するよう設計すること、②各架橋の形成
の順番をペプチド主鎖合成後に自由に選択
できること、の 2点が重要である。①につい
てはシステイン残基のチオール基の保護基
を選択し、反応条件を逐次厳しくする（たと
えば段階的に酸性条件を強くする）ことによ
って実現可能であるが、複数の組合せが存在
する場合、架橋形成の順番は温和な条件から
順次進行するため、一旦主鎖を合成した後に
架橋形成の順序を変更することができない。
このためペプチド主鎖の構造によっては、自
由度の低い立体配座による構造上の障害に
よって架橋形成反応が完結できないという
決定的な問題にしばしば遭遇する。そこで、
それぞれ相互に影響しない独立した条件で
架橋形成を達成できる新しい反応法を開発
が必須となる。②に関する反応には、光化学
反応法や電解酸化法、電解還元法など、一般
化学反応法とは異なる特異性を有するもの
を含むものであり、これまで筆者はその基盤
となる技術の確立に努めてきた。光化学反応
法は光の透過性の問題から通常ペプチドの
固相合成法などに導入することは困難であ
るが、本逆ミセル反応法は、透明な溶液中に
数十ナノメートルの微細粒子分散状態が形
成され、ＵＶ照射反応も実現できるため、生
体分子多段階合成に革新的な方法論をもた
らすものと期待される。また、電子メディエ
ーターを用いた電解法も逆ミセル反応法に
応用できるため、生体分子の化学修飾を飛躍
的に広げることができる。また、光照射励起
ユニット（主として芳香環）、電解酸化にお
ける被酸化ユニット等の構造を変換するこ
とにより、より選択性の高い保護基の合成を
達成した。これら新たな方法を開発、導入す
ることによって目標を達成した。 
 
環形成反応を妨げている鎖状ペプチドの強
固な構造（立体配座）を緩める新しい方法 
 
 アミノ酸を逐次結合することによって得
られる鎖状ペプチドは、アミド結合および分
子内水素結合によって主たる立体配座は強
固に固定されているものが多い。この状態で
分子内架橋形成や環化反応の実施を試みて
も、分子の剛直性によって達成できない場合
が多い。この問題点を解決するためにペプチ
ド分子の立体構造を分子内環化反応に適合

する立体配座変換法を開発し、天然のイモ貝
神経毒成分であり、鎮痛薬として期待される
天然型、非天然型 Conotoxin 類の体系的合成
に応用した。 
 本法は、低極性溶媒中に形成させた逆ミセ
ル中で化学修飾を実施した結果、リチウムイ
オン等のアルカリ金属やアルカリ土類金属
イオンが共存するとペプチドの環化反応が
著しく促進された。この原理を用い、下層の
極性相にリチウムイオン等を溶解させ、これ
らイオンを逆ミセル内に包含させることに
よってペプチドの立体配座を変換し、目的と
する環化反応を効率的に達成した。 
 
ペプチドの剛直な立体配座に由来する分子
内架橋形成 
 
 ペプチドの立体配座は主として主鎖アミ
ド結合間の水素結合およびアミド結合に関
する自由回転障壁に由来する。従って、これ
らアミド結合の窒素原子に置換基を導入し、
一時的に N-アルキルアミド（ペプトイド）と
することにより、主鎖が自由回転できるよう
にすることが重要であることを明らかにし
ている。しかし、目的とするペプチド分子の
合成を達成した後、当該 N-アルキルアミドの
保護基を外し、最終目的とするアミドに変換
するためには過激な酸条件が必要である。そ
こで電解あるいは光照射によって容易に脱
保護できることに加え、疎水性タグとしての
機能を持った新しい N-アルキルアミド形成
法を開発した。 
 

天然型、非天然型 Conotoxin 類の体系的合成
法の確立 
 Conotoxin はイモガイが産生する、多種類
のペプチド混合物から構成される神経毒で
あり、そのペプチド成分は３カ所にシスチン
結合を有するものもある。天然の立体構造は
決まっているが、一方でトポイソマーやシス
チン結合の組合せの異なる異性体を選択的
に化学合成することは従前の技術では極め
て困難であった。本研究では、シスチン結合
様式を自在に変換することによって、各種天
然型および非天然型 Conotoxin を合成した。
この研究成果は、立体構造の精密な制御によ
るペプチド系生物活性物質の構造および化
学合成法において重要な知見となる。 
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