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研究成果の概要（和文）：本研究は、イオンチャネル形成ペプチド天然物であるポリセオナミドBの構造改変に
より、その極めて強い細胞毒性を制御するための方法論確立を目的とし、機能制御および詳細な細胞毒性発現評
価のために必要となるポリセオナミドBおよびその類縁体の効率的な固相合成法の確立を目指した。適切な保護
基戦略を用いることにより、ポリセオナミドBの固相全合成を達成した。これにより、これまで多段階の液相反
応やHPLC精製を要した合成が、飛躍的に簡便な操作で実施可能となった。また、量的供給の観点からも優れた合
成法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Polytheonamide B is an ion-channel-forming 48-mer natural peptide that 
displays extraordinarily potent cytotoxicity.  This study focuses on establishment of highly 
efficient solid-phase synthetic strategy for detailed functional and biological investigations of 
polytheonamide B and its analogues.  Novel strategy of protective groups for component amino acids 
enabled full solid-phase total synthesis of polytheonamide B and its analogues.  The newly 
established synthetic strategy significantly reduced the number of solution-phase synthetic steps 
and HPLC purification steps, leading to the efficient and facile synthesis of the total structure of
 polytheonamide B.

研究分野：有機化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 固相合成　有機化学　合成化学　ペプチド　イオンチャネル

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ポリセオナミド B (1、図 1)は 48個の D体お
よび L体のアミノ酸残基が交互に配列する巨
大ペプチド天然物であり、側鎖が高度にメチ
ル化・酸化された特異な構造を有する。また、
P388マウス白血病細胞に対して IC50 = 0.098 
nM という極めて強い細胞毒性を示すことが
特徴である。この細胞毒性は、主鎖が形成す
る水素結合に加え、6 残基離れた側鎖間の水
素結合からなる 4つの側鎖水素結合ネットワ
ーク(図 1、系列 A：15-45、系列 B：23-47、
系列 C：31-43、系列 D：16-22)により、生体
膜中で長さ 4.5 nm、内径 0.4 nmの6.3ヘリッ
クスを形成し(図 2)、ヘリックス内部を 1価カ
チオンが通過するイオンチャネルとして機
能することに起因すると考えられているが、
詳細な細胞毒性発現機構については未だ不
明な点も多い。 
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図 1 ポリセオナミド B (1)、ポリセオナミド
ミミック(2)、ダンシルポリセオナミドミミッ
ク(3)およびダンシルポリセオナミドミミッ
ク類縁体(4)の構造式 
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図 2 1 が形成するイオンチャネルの想定活
性コンフォメーション(6.3 へリックス)と側
鎖水素結合ネットワーク(系列 A–D) 

 
研究代表者が所属する研究グループ(主宰：井
上 将行教授)では、これまでに固相合成と液
相反応を組み合わせることで 1の全合成を達
成した。また、これまでに研究代表者は側鎖

の単純化・修飾を目的として設計したダンシ
ルポリセオナミドミミック(3、図 1)を合成し、
天然物 1と同様に脂質二重膜中においてイオ
ンチャネル機能を有することを明らかにし
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、イオンチャネル形成ペプチド天然
物である 1を基盤構造とし、強力な細胞毒性
を活かした抗がん薬シーズの創出を目指し、
構造改変により 1の特異な機能を制御するた
めの方法論確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の機能制御を実現するためには、詳細な
細胞毒性発現機構の解明とそのために必要
となる効率的な 1および類縁体の合成的供給
が不可欠である。従来の 1合成法は、側鎖極
性官能基によるペプチド鎖の会合・凝集や副
反応により、直線的な経路を採用することが
困難であった。そのため、従来法は合成終盤
に多段階の液相反応や HPLC精製を要し、原
理的に多種類の誘導体合成には適さない。そ
こで、機能制御および詳細な細胞毒性発現評
価のために必要な 1および類縁体の効率的な
固相合成法の確立を目指した。固相に担持さ
れたペプチドはろ過で精製するため、固相合
成を主体とした経路を実現することで、合成
を飛躍的に効率化できる。 
 
４．研究成果 
効率的な固相合成によるポリセオナミド類
の合成を実現するため、固相担体として種々
の溶媒中で高い膨潤率を示し、縮合反応が高
効 率 で 進 行 す る こ と が 期 待 さ れ る
ChemMatrixを採用し、マイクロ波を利用した
Fmoc 固相合成法により主鎖を伸長すること
とした。また、48個のアミノ酸残基からなる
ポリセオナミドの全体構造を N 末端フラグ
メント(1-11残基)および C末端フラグメント
(12-48残基)の 2つに分割し、これらを固相担
体上で連結することによって構築する計画
を立てた。 
まず、主鎖アミノ酸を置換した各種誘導体の
合成・評価の効率を向上することを目指し、
ポリセオナミドBの側鎖改変体であるポリセ
オナミドミミック(2、図 1)の固相合成による
構 築 検 討 を 行 っ た ( 図 3) 。 ま ず 、
Fmoc-Gly-Wang-ChemMatrix (5)をピペリジン
処理した後、マイクロ波照射下 HATU/HOAt
を用いて Fmoc アミノ酸を縮合し、これを繰
り返すことでN末端フラグメント 8を総収率
13%で合成した。また、H-L-Thr(Ot-Bu)-trityl 
ChemMatrix (9)に対し、HATU/HOAtを用いて
Fmoc アミノ酸をマイクロ波照射下縮合し、
続くピペリジンによる処理で Fmoc 基を除去
した。この縮合・脱保護を繰り返すことで、
樹脂に結合した C 末端フラグメント 10を得
た。10に対し、N末端フラグメント 8を固相
担体上で縮合する検討を行ったところ、



PyBOP/HOAt を用いることで 48 残基からな
る全体構造が得られた。この保護ペプチドを
樹脂から切断し、TFAにより脱保護すること
で、2を総収率 3.0%で合成することに成功し
た。2は第 44残基側鎖にアルキンを有し、従
来法であるチオエステルおよび硝酸銀を用
いた液相カップリングでは得ることが困難
であった。本化合物は、アルキンの変換によ
る誘導体化により、様々な機能解析への展開
の可能性を有する化合物である。 
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図 3 2の固相全合成 
 
また、新規ポリセオナミド類縁体として、第
33 残基に N-イソプロピルアスパラギンを導
入したダンシルポリセオナミドミミック類
縁体(4、図 1)を合成し、P388マウス白血病細
胞に対する細胞毒性を評価したところ、3 
(IC50 = 12 nM)と同等(IC50 = 8.8 nM)の細胞毒
性を示した。 
 
続いて、2 の合成法をより複雑な側鎖構造を
有する天然物 1の固相全合成へ適用すること
を試みた。この際、従来の合成法では無保護
であった第 15、21、27、33、35、39 残基メ

チルアスパラギン 11 側鎖のメチルアミド基
は 2,4,6-トリメトキシベンジル(Tmb)基で、ま
た第 22 残基-メチルグルタミン 12側鎖の 1
級アミド基はトリチル(Tr)基で保護してそれ
ぞれ 16、17 として固相合成を実施した。し
かし、本合成においては 2の合成と異なり副
生成物が得られるのみで、全体構造の構築は
困難であった。この結果は、主にアミノ酸 13、
14、15 側鎖に存在する位ヒドロキシ基に起
因すると予想し、これらを新たに TBS基によ
り保護して 18、19、20 として固相合成に用
いることで、副反応を抑制することを計画し
た(図 4)。 
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図 4 1の固相合成で新たに保護したFmocア
ミノ酸 
 
実際の合成においては、N末端フラグメント
23を 2の合成と同様に樹脂 5から総収率 15%
で調製した。続いて C 末端フラグメント 24
の合成を行った。図 4に示したとおり、新た
に保護基を導入した Fmoc アミノ酸を用いて
固相合成を行うことにより、これまで困難で
あった樹脂に結合した 24の合成に成功した。
さらに、23を 24と PyBOP/HOAtを用いて縮
合することにより、固相担体上で全体構造の
構築が実現できた。課題となった脱保護に関
しては、TBAF/AcOH による処理により TBS
基を 2個除去した後、ペプチドを樹脂から切
断し、液相において TFA 処理に付すことで、
導入した 18 個全ての保護基の除去を実現し
た。HPLC精製を経て、総収率 4.5%で 1の固
相全合成を達成した。本法は、液相反応 1回、
HPLCによる精製 2回で 1の合成が可能であ
ることから、液相反応 9回、HPLCによる精
製 9回を要する従来法と比較して飛躍的に効
率化できたと言える。また、本法は従来法(総
収率 4.5%)と同等の総収率であり、量的供給
の観点からも優れた合成法であると言える
(表 1)。 



O

O
FmocHN

Fmoc-Gly-Wang-ChemMatrix (5)

O

solid-phase peptide synthesis
(i) N -Fmoc-amino acid, HATU

HOAt, i-Pr2NEt, NMP, 60 °C (MW)
(ii) 20% piperidine/NMP, 60 °C (MW)

11

R1HN
N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

OR2

111

O

O

21: R1 = Fmoc, R2 = Wang-ChemMatrix resin

22: R1 = , R2 = Wang-ChemMatrix resin

O

O
OH

PyBOP, i-Pr2NEt

O

O

23: R1 = , R2 = H 15% overall yield

TFA/H2O;
HPLC

 

H2N

H
N

N
HO

H
N

N
HO

O

NH

O
O

OHN

NH

O

ON
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O
O

NMeTmb

OTrHN

NMeTmb
OO

NHMe

O

TmbMeN

NH
O

HN

O

O NH

O

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O-resin

NHMe
O

NMeTmb
O

NHTr
O

NHTr
O

NHTrO

Ot-Bu

Ot-Bu

TmbMeN
O

OTBS

OTBSOTBS

Ot-Bu

O

NMeTmb

H-L-Thr(t-Bu)-trityl-ChemMatrix (9)

t-BuO

H2N
O

O

OTBS

S
O

OTBS

solid-phase peptide synthesis
(i) N -Fmoc-amino acid, HATU

HOAt, i-Pr2NEt, NMP, 60 °C (MW)
(ii) 20% piperidine/NMP, 60 °C (MW)

48

29

37

12

48

16

2331

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

H
N

N
H

O

O

NH

O
O

OHN

NH

O

ON
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O
O

NMeTmb

OTrHN

NMeTmb
OO

NHMe

O

TmbMeN

NH
O

HN

O

O NH

O

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

H
N

N
H

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

NHMe
O

NMeTmb
O

NHTr
O

NHTr
O

NHTrO

Ot-Bu

TmbMeN
O

OTBS

OTBSOTBS

Ot-BuOTBS

OTBS

O

NMeTmb

Ot-Bu

S
O

TBS x5, t-Bu x3

Tmb x6, Tr x4

R = resin

TFA/H2O

0 °C to 40 °C;

HPLC

TBS x3, t-Bu x3

Tmb x6, Tr x4

R = resin

(CF3)2CHOH

CH2Cl2
TBS x0, t-Bu x0

Tmb x0, Tr x0

R = H

TBS x3, t-Bu x3

Tmb x6, Tr x4

R = H

polytheonamide B (1)

R

1

48

23, PyBOP, HOAt, i-Pr2NEt, NMP

24

TBAF
AcOH

 
図 5 1の固相全合成 
 
表 1 1の従来法と新合成法の比較 

 
液相反応 HPLC精製 総収率 

従来法 9回 9回 4.5% 

新合成法 1回 2回 4.5% 

 
本成果により、ポリセオナミド類縁体を効率
的に供給可能な基盤が確立できたと言える。
また、巨大複雑構造ペプチドを合成する際の
保護基戦略の重要性について、新たな知見を
与えた。今後は、効率化された類縁体合成と
機能評価により、詳細な細胞毒性発現機構を
解析し、機能制御へと展開することで、医薬
品シーズとして有用なポリセオナミド類縁
体配列を得ることを目指す。 
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