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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新規可溶化保護基である4-ピコリル（Pic）基を利用して、難溶性領
域を持つ糖タンパク質、インターロイキン-2（IL-2）の化学合成を行った。先行研究でIL-2のC末端領域は、高
い難溶性を示し、合成することが困難であった。そこで、PicをC末端領域中に含まれるグルタミン酸側鎖に導入
することで、溶解性の改善することができた。得られたC末端領域を、他のペプチドセグメントとチオエステル
法により縮合することで、全長配列を構築し、続いて、脱保護とフォールディングをすることで、目的とした均
一な糖鎖構造を持つIL-2の合成を達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we successfully established a novel solubilizing method using
 4-picolyl (Pic) group, which realized the synthesis of the glycoprotein, human interleukin-2 
IL-2), containing C-terminal poor solubility regions. Pic ester was introduced to the carboxy group 
of Glu residues of the C-terminal region, effectively solubilizing the poor solubility peptide. In 
the next step, the peptide ligation using the one-pot thioester method was performed to obtain the 
entire polypeptide. After the polypeptide was lead to the final product via deprotection and 
folding, the synthetic one was investigated by CD analysis and T-cell proliferation assay, which 
indicated the success of the chemical synthesis of IL-2 having homogeneous sugar chain.

研究分野：糖タンパク質有機化学

キーワード： 糖ペプチド　糖タンパク質　極性反転　可溶化　ペプチドライゲーション　4-ピコリル基（Pic）
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１．研究開始当初の背景 
	 一般的な（糖）タンパク質合成では、まず初
めに、目的化合物をいくつかの部分配列（ペ
プチドセグメント）に分割し、それぞれを固
相合成により調製する。次に、得られたペプ
チドセグメントを液相中にて縮合することで
全長のポリペプチド鎖へと導いていく。しか
し、我々は、タンパク質の合成途上でペプチ
ドの難溶性という問題によく遭遇してきた。
目的タンパク質が可溶性タンパク質であっ
ても、そのペプチドセグメントは難溶性を
示すことが頻繁にある。この様なペプチド
を精製や誘導することは困難であり、結果、
そのタンパク質合成が不可能になってしま
う。特に、我々が長年に渡り合成に挑戦して
きたインターロイキン−２（IL−２）の C-末
端領域ペプチド（66-133）は、高い疎水性を
示し、既存の可溶化法であっても対処が不
可能であった。IL-2 の合成を達成するため
には、既存の方法に代わる汎用性の高い、効
果的な可溶化法の開発が望まれていた。 
 
 
２．研究の目的 
	 新規なペプチド可溶化保護基を開発し、今
まで高い難溶性により調製できなかった IL-2
の C 末端領域（66-133）の合成に応用する。
次に、得られたセグメントをペプチドライゲ
ーション法により、糖タンパク質へと導いて
ゆく。この IL-2の合成を通して、開発した可
溶化保護基の有用性を明らかにする目的で行
った。 
 
 
３．研究の方法 
	 ペプチド可溶化保護基として、４−ピコリル
（Pic）基を利用することにした（図１）。今ま
で遭遇した難溶性ペプチドの特徴を考察した
結果、疎水性領域が含まれていることに加え
て、等電点（pI）の低い酸性ペプチドであるこ
とが分かってきた。この推測を裏付けるよう
に、今まで遭遇した難溶性セグメントの pI 値
を計算すると、サポシンC（4.6）、Tim-3（4.9）、
IL-2（3.9）などと低い値を示している。これ
ら酸性ペプチドは、HPLC に用いられる酸性ア
セトニトリル水溶液中（pH	 2-3）で電荷を失
い、疎水性相互作用で分子間凝集を引き起こ
し、その結果、難溶性を示していると予想さ
れる。これら考察から、ペプチドの極性を高

めると共に、酸性水溶液中で電荷を獲得させ
る、すなわちペプチドの等電点（塩基性）を上
昇させることで、効果的に親水性を高めるこ
とができると考えた。そこで、高い極性と塩
基性を持つ Pic 基を難溶性ペプチドの側鎖に
導入することで、溶解性を向上させる方法を
立案した。Pic 基はペプチドの精製に用いら
れる酸性アセトニトリル水溶液中でイオン化
し、高い親水性を示すと考えられたためであ
る。また、Pic 基を導入するアミノ酸側鎖官能
基を、グルタミン酸の側鎖カルボン酸にした。
グルタミン酸を Pic エステルとして保護する
と、酸性アミノ酸が見かけ上、塩基性アミノ
酸へ極性が反転し、ペプチドの等電点が塩基
性へ大幅に上昇する。結果、Pic 基の正電荷を
帯びたペプチド鎖は、高い親水性を獲得し、
少ない補助基の導入で効果的に可溶化するこ
とを期待した。この方法によって、先行研究
で合成が困難だった IL-2 の C 末端の部分配
列を可溶化し、この糖タンパク質合成を完遂
することにした。	
	
	
４．研究成果	
・難溶性ペプチドセグメントの調製	
	 上記で述べた Pic 基を IL-2 のセグメント
中で一番難溶性であった 99-133 の配列に導
入し、可溶化を試みた（図２）。先行研究でこ
のセグメントは、既存の可溶化法であるイソ
ペプチドを２箇所導入しても、可溶化が困難
なペプチドであった。そこで、セグメント中
の Glu100,114,110,116に、Pic 基で保護されたグル
タミン酸誘導体を固相合成法によりペプチド
鎖へと組み込み、Pic 保護ペプチドを合成し
た。その結果、得られた粗生成 Pic 保護ペプ
チドは、大幅に溶解性が向上した。この粗生
成物を逆相 HPLC により精製することで、目的
とする C 末端ペプチドを高純度で得ることに
成功した。しかし、固相合成中に、Pic 保護グ
ルタミン酸が、一部ピログルタミン化するこ
とが分かった。今後はこの副反応を抑えるた
め 、 立 体 障 害 を 高 め た 2-pyridyl-2-
propyl(PyP)基を利用することを検討してゆ

図１.	ピコリル（Pic）基の構造とペプチド側
鎖グルタミン酸への導入。	

N

N
H

HO O

O
N
H

O O

O

O

N
H

OH

O
iNoc

Fmoc-Ala

H-Ser-Glu-Thr-Thr-Phe-Met-Cys(Acm)-
                      Glu-Tyr-Ala-Asp-Glu-Thr-Ala O

N
H O

iNoc

TFA treatment

Ile-Val-Glu-Phe-
  Leu-Asn-Arg-Trp-Ile O

N
H O

iNoc Phe-Cys(Acm)-Gln-Ser-
    Ile-Ile-Ser-Thr-Leu-Thr-OH

H-Phe-Leu-Asn(Trt)-
Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Ile O

N
H O

iNoc Phe-Cys(Acm)-Gln(Trt)-
 Ser(tBu)-Ile-Ile-Ser(tBu)-
    Thr(tBu)-Leu-Thr(tBu)-O

FmocHN CO2H

O O
N

N

N

N N

Fmoc-SPPS

0 10 20
Retention time (min)

25

50

---
 C

H
3C

N
 (%

)

––
– 

R
el

at
iv

e 
ab

so
rb

an
ce

 a
t 2

20
 n

m

25

*

*

図２.	 Pic 基を利用した IL-2(99-133)の合
成。矢印で示されたピークが目的物。アスタ
リスクでマークされたピークは、ピログルタ
ミン化。	



きたいと考えている。	
	
・他のペプチドセグメントの調製	
	 Pic 基による難溶性ペプチドの可溶化に成
功したため、次に、その他の IL-2 のセグメン
トの調製を行った。糖ペプチドセグメント（1-
27）を、以前に報告した 4-メチルベンジル保
護戦略を利用し、目的のアリールチオエステ
ルを得た。次に、常法では合成が難しい C-末
端にプロリンを持つペプチドチオエステル
（28-65）を、末端遊離のカルボン酸を持つ N-
アルキルシステインを用いて、効率良く調製
することに成功した。最後に、セグメント（66-
98）の合成では、先に述べたセグメント（99-
133）と同様に溶解性が悪かったが、Pic 基を
２つ導入だけで可溶化することができ、結果、
目的のペプチドチオエステルを得ることに成
功した。	
	
・ライゲーションによる全長ペプチドの構築	
	 上記方法により、IL-2 の合成に必要な４つ
のセグメントが得られたため、次に、ペプチ
ドライゲーション法によるセグメント間縮合
を行うことにした（図３）。まずは、C末端半
分（66-133）の合成を行うべく、Ag+-free チ
オエステル法により、66-98 と 99-133 のセグ
メントを縮合した。次に、得られた C 末端半
分セグメント（66-133）と糖ペプチドセグメ
ント（1-27）、及びプロリルチオエステル（28-
65）を One-pot チオエステル法によって縮合
し、一挙に全長配列を構築した。その結果、収
率 56%で目的の IL-2 全長ペプチド（1-133）の
合成を行うことができた。	

	
・全長ペプチドの脱保護とフォールディング	
	 得られた全長ペプチドを脱保護し、フォー
ルディングを行うことにした（図４）。まず、
酢酸銀で処理することで、システイン側鎖Acm
基の脱保護を行った。そのまま精製を行わず、
次に亜鉛還元を行い、側鎖 iNoc 基、Pic 基の
脱保護を One-pot で行い、目的の完全脱保護
体を得た。この完全脱保護体は、イソペプチ
ド構造を保っているため、溶解性の低下なく、
効率良く精製することができた。次に、得ら
れたペプチドを 6M グアニジン塩酸塩中性バ
ッファー中に溶解し、イソペプチド結合を	

	
本来のアミド結合へ変換した。続いて、この
溶液を酸化還元系の緩衝溶液中に大希釈し、
フォールディングを行った。その結果、目的
とする糖付き IL-2 を得ることに成功した。	
	
・合成 IL-2 の２次構造解析、及び生理活性の
検証	
	 得られた合成 IL-2 の評価を行うべく、まず
は、円偏光二色性（CD）スペクトル解析を行
い、正しい構造でフォールディングされてい
るのかどうか、検証した。その結果、天然物と
同様にa-ヘリックスに富む構造を持つことが
見出された。続いて、T細胞増殖活性、及びイ
ンターフェロン-g産生活性を行った。その結
果、合成品は、リコンビナント IL-2 と同定の
活性を示すことが分かった。これらの検証に
より、得られた IL-2 が正しい立体と完全な生
理活性を持つことが支持された。以上の研究
により、均一な糖鎖構造を有する IL-2 の化学
合成に成功した。	
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図３.	IL-2 のライゲーションの経路図。	
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