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研究成果の概要（和文）：タンパク質の位置選択的修飾法は、近年注目されている抗体薬物複合体(ADC)や
PROTACなどを含む、プロテインエンジニアリングにおいて重要な技術である。 タンパク質に含まれるアミノ酸
残基の中で、修飾法が最も多く報告されているのは、高反応性のシステインである。一方、システインよりも多
くタンパク質に含 まれており、システインの次に求核力が高いとされているリジンを標的としたタンパク質の
位置選択的修飾法は、多く報告されているものの、その位置選択的修 飾法には未だに課題があった。そこで、
キノンメチドを活性中間体とする新たな可逆的リジン修飾反応の開発に取り組んだ。今後さらなる反応性の調整
を行う計画である。

研究成果の概要（英文）：Regioselective modification methods of proteins are an important technology 
in protein engineering, including antibody-drug conjugates (ADCs) and PROTACs, which have attracted 
much attention in recent years. Due to its high nucleophilicity, cysteine selective protein 
modification with Michael acceptors is the most reliable method. On the other hand, lysine-selective
 modification is not easy because lysines on the surface of proteins are more abundant than 
cysteine. Therefore, we have been working on the development of a new reversible lysine-selective 
modification using quinone methides as active intermediates. Further optimization of the reactivity 
will be performed in the future.

研究分野：有機合成化学

キーワード： タンパク質修飾　抗体薬物複合体　C-グリコシド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の位置選択的修飾法は、近年注目されている抗体薬物複合体（ADC）やPROTACなどを含む、プロテイ
ンエンジニアリングにおいて重要な技術である。特に、近年認可されたADC薬であるエンハーツは今後のがん治
療を担う医薬品として注目されている。さらに薬効が高く均質なADCを作るためには、抗体-薬物比を高く・均一
に保つことが求められる。本研究が完成すれば、医薬品の開発に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 広義に、タンパク質の化学修飾法は、蛍光ラベリングによるタンパク質の動態解析、PEG 化に
よる物性の改変、抗体-薬物複合体(ADC)、抗体やタンパク質の固定化などに⽤いられている。こ
れまでに知られている天然タンパク質の修飾法はシステインを標的とするマレイミド法(Chem. 
Eur. J. 2019, 25, 43.)、α-ハロアミド法(Nature 2016, 534, 570.)、SuFEx 反応(ACIE 2014, 53, 9430.) な
どがある。しかしこれらは単⼀の官能基を選択的に修飾する⽅法であり、結合数および結合位置
の制御が困難であった。選択性発現のために、タンパク質のポケットと強い相互作⽤を⽰す構造
を組み込み、近傍のシステインなどを修飾するアフィニティーラベリングが⽤いられる。例えば
近年、J. Taunton らはアフィニティーラベリングを利⽤したプロテインキナーゼの位置特異的な
共有結合形成によるキナーゼ阻害剤を報告した(JACS 2017, 139, 680.)。⼀⽅、⼈⼯タンパク質を
⽤いる⼿法は⼈⼯的に導⼊したアジド基やアルキンを標的とする Huisgen 反応（Top. Curr. Chem. 
2016, 374, 16.）が有名である。しかし⼈⼯タンパク質の製造コストは⾮常に⾼いため、真に実⽤
的とは⾔えない。従って、アフィニティー法や⾮天然アミノ酸に頼らない、タンパク質を位置選
択的に修飾することができる新たな⼿法の開発が望まれている。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究提案では、タンパク質中に多数存在するリジン残基を二点で認識する新たな反応剤の

設計と開発を目的とした。設計した反応剤は、可逆的にリジンと共有結合を形成する 2 つの官能

基が、リンカーを介して連結した構造を持つ。2 つの官能基が同時に共有結合を形成したときの

み速度論的に反応剤がタンパク質上に残り、異なる位置に結合した反応剤はタンパク質から解

離する分子設計である。本研究では、適切な反応速度を持つ新たな反応基の開発と、実際のタン

パク質の修飾を目的とした。 
 
３．研究の⽅法 
 本研究提案では、タンパク質中に多数存在するリジン残基を二点で認識する新たな反応剤の

設計と開発を目的とした。設計した反応剤は、可逆的にリジンと共有結合を形成する 2 つの反応

基が、リンカーを介して連結した構造を持つ（Fig. 1）。2 つの官能基が同時に共有結合を形成し

たときのみ速度論的に反応剤がタンパク質上に残り、異なる位置に結合した反応剤はタンパク

質から解離する分子設計である。本研究では、適切な反応速度を持つ新たな反応剤の開発と、実

際のタンパク質の修飾を目的とした。申請時にはキノンメチド前駆体とシアノアクリレートを

持つ化合物 1を設計した。しかし、五員環の開環閉環平衡は閉環方向に大きく偏っており、アミ

ンで修飾することは困難であった。 

 
Figure 1. 申請当時の分子設計 

 
 そこで、新たな分子設計として、同種の可逆性反応基をリンカーにより連結する分子設計に変

更した（Fig. 2）。また、このとき脱離基を「水」とすることで、生体内環境で可逆的に反応する

反応基になると考えた。化合物 1 はベンジルアルコールの水酸基を放出することでキノンメチ

ドを生成する。化合物 2は既存の可逆性リジン修飾基である芳香族ボロアルデヒドである。化合

物 3 は、芳香環との共鳴によりイミニウムイオンが安定化されるベンジル-N,O-アセタール構造

を持つ。反応基の活性種を変更することで、系統的な反応性のスクリーニングを行う計画である。 
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Figure 2. 新たな多点認識型リジン修飾剤の設計 
 
 また、いずれの分子もポリエチレングリコールリンカーにより 2 つの反応基が連結している
が、リンカー中心には薬剤などを連結するためのハブ構造が必要である。そこで、多数の水酸基
を有する糖類を親水性ハブとして利用することとした（Fig. 3）。最も平易な構造として考えられ
るのはグリセロールである（化合物 4）。グリセロールには特別な分子認識能はないと考えられ
るが、例えばα-ガラクトースは細胞表層のタンパク質（レクチンなど）に認識され、その取り
込みを制御している。つまり、糖の連結により、ADC が局在する臓器をコントロールすること
ができると考えた。この目的のために、我々が得意とする、加水分解酵素で分解しない糖鎖であ
る C-グリコシドを利用することとした（化合物 5）。 

 

Figure 3. 糖鎖をハブ構造としたリンカーの設計 
 
４．研究成果 
 文献既知の手法に従い、フェネチルアミンの窒素原子をアルキル化または酸化し、ヒドロキシ

ルアミンを合成し、N-ホルミル化することでベンジル-N,O-アセタール構造を構築した（Fig. 4）。
今後は、他の反応基も合成し、アミンとの反応性について検証する。 

 
Figure 4. ベンジル-N,O-アセタールの合成 

 
 アルキル-C-グリコシドを直接的に構築する手法の開発にこれまでに実用的な手法が報告され

ていなかったため、新たな反応の開発に取り組んだ（Fig. 5）。ビニル-C-グリコシドを合成し、水

素添加によりアルキル-C-グリコシドを合成する計画である。実際に、開発したグリコシルボロ

ン酸誘導体およびブロモ糖に対する photoredox カップリング反応により、様々なアリール-、ビ
ニル-C−グリコシドが合成可能であった。 

 
Figure 5. 開発した C-グリコシル化反応による様々なアルキル-C-グリコシドの合成 
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