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研究成果の概要（和文）：タンパク質の化学合成は、遺伝子組み換え技術では調製できない様々なタンパク質誘
導体が得られる化学技術である。本研究では、タンパク質化学合成の鍵となるペプチド連結ステップにおける新
技術として、複数のペプチド連結をワンポットでの実施を可能にする、ペプチド-グアニジド体を利用した位置
選択的ペプチド連結法を開発した。これにより、166アミノ酸からなるエリスロポエチンのアミノ酸配列を、４
つのペプチドセグメントのワンポット連結反応によって構築することに成功した。また開発した技術によって、
環状タンパク質の合成も可能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Chemical synthesis is an indispensable technique for the preparation of 
unique proteins, which cannot be prepared by recombinant technique. In this work, we have developed 
a new regioselective peptide coupling strategy that enables one-pot peptide ligations. This new 
technique is based on the unique switchable reactivity of peptide-guanidine, an emerging peptide 
derivative. As a result, we succeeded in the assembly of full legth of erythropoieitn consisting of 
166 amino acids from 4 peptide segments in one-pot manner. Furthermore, we also successfully 
synthesized a small circular protein by using th new regioselective peptide coupling strategy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した技術は、これまで容易ではなかった大型のタンパク質とともに、環状タンパク質などの遺伝子
工学では手に入らない特殊な構造のタンパク質合成にも利用可能である。この技術を利用することで、今後様々
な人工機能性タンパク質の合成が期待できる。このような分子は天然に存在するタンパク質の機能を凌駕できる
可能性を秘めており、基礎研究から創薬などの応用研究を含む広範な生命科学研究に貢献することが期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質の化学合成は、遺伝子組み換え技術では調製できない様々なタンパク質誘導体
が得られる化学技術である。タンパク質の化学合成では、複数の短いペプチドを溶液中で順
次連結することで、標的とするタンパク質骨格の全長ポリペプチドを得る。この際、原料と
して様々な化学修飾を施したペプチドを利用することで、任意の修飾タンパク質の合成が
可能である。 
しかしこれまで 150 アミノ酸残基(分子量 20 kDa 程度)を超える大きさのタンパク質誘導
体の化学合成は困難であった。タンパク質化学合成の鍵となるペプチド連結には、ネイティ
ブケミカルライゲーション(NCL) を中心とした種々の化学反応が開発されてきた。NCL は、
ペプチドチオエステルと、別のペプチド N末端に位置するシステイン(Cys)残基を水溶液中
で化学選択的に連結できる反応である。チオエステルの種類を変えることで、速度論支配的に
NCL 反応をコントロールする kinetically controlled ligation(KCL)も報告されており、これ
により複数のペプチドをワンポットで連結する道も拓かれた。しかしこの手法では、反応性は違
えどもチオエステルという共通構造を利用するため、アミノ酸配列に依存して十分には各ペプ
チドの反応性を制御しきれないのが実情であった。このため、KCL というコンセプトの重要性は
認識されつつも広くは利用されていなかった。近年ではチオエステル前駆体を利用することで、
この問題を解決する試みがなされているが、いずれも特別なリンカーの調製や、厳密な反応条件
のコントロール等の煩雑な作業を必要とし、普遍的に利用されるには至っていなかった。この結
果、未だ複数のペプチド連結過程では、繰り返しの精製作業等の時間と労力を要する作業を
含む従来の合成戦略が広くとられ、150 残基を超えるタンパク質合成ではミリグラムスケー
ルでの合成すら容易ではなかった。 
 
２．研究の目的 
上述の背景の元、本研究では 150 残基以上のアミノ酸から構成されるタンパク質でも迅速
に合成できる、新しいタンパク質化学合成技術基盤を確立することを目的とした。生体内の
機能性タンパク質の平均的なサイズは 150〜200 アミノ酸程度である。したがって、このよ
うなタンパク質を迅速に得られるようになれば、広範な生命科学研究に貢献することが期
待された。 
 
３．研究の方法 
 簡便にタンパク質合成を行うための基盤技術として、収斂的なワンポットペプチド連結反応
の開発を行った。これを実現するためにペプチド-グアニジド体を利用した新規な位置選択的
NCL の開発、およびその周辺技術の検討を行った。ペプチド-グアニジド体は近年本研究代表
者らが見出した、ペプチド C 末端カルボキシル基が N-アシルグアニジンと脱水縮合した新しい
ペプチド誘導体である。この誘導体は中性水溶液中で安定であるが、大過剰のアルキルチオール
によってペプチドチオエステルへと変換可能であるという特性を有していた。本研究ではこの
性質を利用することで、高度にペプチドの反応性を制御した新しい拡張型 KCL の開発を検討し
た。一連の検討においては、166 アミノ酸からなる生理活性糖タンパク質エリスロポエチン
(EPO)のアミノ酸配列を標的とした。また別途、新規拡張型 KCL 法を利用した環状タンパク質
の合成を行い、本手法による特殊な構造のタンパク質合成への有用性の検討も行った。 
 
４．研究成果 
 
簡便なペプチド-グアニジド体合成法の確立 
まず始めに、ペプチド-グアニジド体を利用するにあたり、広くペプチド合成に利用されてい
る Fmoc 法を利用した新規合成法の開発を行った。先行研究より本申請者は、Boc 法によって合
成したペプチドチオエステルを原料とした、ペプチド-ピバロイルグアニジド（ペプチド-PivGu）
への交換反応を見出していた。Fmoc 法は Boc 法のように
強酸を用いる繰り返し作業を必要とせず、相対的に安全な
合成法であるが、直接的にペプチドチオエステルを合成す
ることはできない。このため近年、Fmoc 法によりペプチド
チオエステルと反応性が同等な様々な誘導体が報告され
ていた。そこで本研究では、ペプチドチオエステル等価体
の一つであるペプチド-N-acyl-benz-imidazolinone(Nbz)
体を原料として、新規なペプチド-グアニジド合成プロト
コルを検討した。この結果、Fmoc ペプチド合成により固相
上に構築した、ペプチド-Nbz 体をピバロイルグアニジン
(0.2 M)を含む、中性の緩衝溶液で(pH7-7.5)で処理するこ
とで、目的とするペプチド-PivGu を固相から遊離させ、ペ
プチド固相合成法として十分な収率で得られることを見
出した。  
 
 



ペプチド-PivGu 体の反応性の解析 
続いて、モデルペプチドとして Leu-Tyr-
Arg-Ala-Ala-PivGu と 、 同 じ 配 列 の
mercaptopropionyl-Leu(MPAL)チオエステ
ル体を利用し、それぞれのチオエステル交
換反応の反応速度の比較をおこなった。こ
の結果、PivGu 体は約 6 倍反応性が低いこ
とが明らかとなった。MPAL チオエステルは
アルキルチオエステルの中でも比較的反応
性の低い誘導体であり、PivGu 体がこれよ
りもさらに反応性が低いことから、ペプチ
ド-PivGuは十分に反応性を制御したKCLが
可能になると考えられた。 
 
ペプチド-PivGu を利用した収斂的ワンポットペプチド連結反応の開発 
 続いて、166 残基から成るエリスロポエチン(EPO)全長ペプチド鎖を、６つのペプチドセグメ
ント(N 末端側より seg1～6,それぞれ 29、20、18、30、30、39 残基)に分割し、このうち seg1-
3、およびseg4-6をペプチド-PivGuを利用する拡張型KCLによるワンポットでの連結を行った。 
まず seg4、5について seg 4-アルキルチオエステル、seg 5-PivGu として合成し、NCL を行っ
たところ、目的とする seg45-PivGu を主生成物として得た。ここに、EPO の C 末端に位置する遊
離のペプチド seg6 を連続的に混ぜ合わせたところ、目的とする seg456 の生成を得ることに成
功した。以上より pivGu 体を利用することで、基本的な KCL 反応が実施可能であることを見出し
た。 
N 末端側のペプチドセグメントについては、peptide-PivGu 体の反応性の低さを利用し、seg1-
アリールチオエステル、seg2-アルキルチオエステル、seg3-PivGu 体三者でのペプチド連結をお
こなった。この結果、低収率ながらも目的とする seg123-PivGu 体をえる事に成功した。一連の
検討の中で、seg1、seg2 間での従来型の KCL における反応効率の低さが、結果として目的とす
る 3 者連結反応の収率低下を招くことがわかった。しかしながら PivGu の反応性を利用するこ
とで、このような特殊な KCL の実施は可能であることが見出され、目的とする seg123 が得られ
た。 
続いて、得られた seg123(67 残基)、seg456(99 残基)を、精製することなく混ぜ合わせる収斂
的ワンポット連結反応を検討した。しか
し、種々検討したところ、この反応系で
は EPO 全長鎖を効率よく生成すること
は困難であった。この主たる原因は、
seg456 の N 末端 Cys 残基のもつアセタ
ール保護の除去が問題であることが明
らかとなった。そこで、seg4-6 の合成
と保護基の除去後精製を行い単品の
seg456 を得た後、未精製の seg1-3 と
のワンポット連結反応を行った。この結
果、目的とする 166 アミノ酸からなる
EPO 全長鎖の構築に成功した。現在まで
のところ、seg123 の拡張型 KCL での反
応効率が、最後の NCL 反応にも反映され
ているため、全長鎖の生成効率は必ずし
も高いものではなかったが、本手法によ
り最低でも 4 セグメントのワンポット
ペプチド連結が可能であることが明ら
かとなった。 
  
拡張型 KCL を利用した環状タンパク質の合成 
 本研究の過程で、今回開発した拡張型 KCL により化学合成ペプチドと小型タンパク質のもつ
それぞれの N末端と C末端を相互に連結
し、環状たんぱく質構造を構築できるこ
とを見出した。この結果は申請時には予
期しないものであったが、これにより、
非天然型ペプチドを自在に土台たんぱく
質に組み込むことが可能であり、新しい
機能性タンパク質デザインへの利用が期
待される。 
 
 



まとめ 
本研究より、ピバロイルグアニジド体はアルキルチオエステルよりも反応性が低いものの、チ
オエステルと同様にペプチド連結反応に利用可能であることが明らかとなった。これを利用し
た拡張型 KCL は、各ペプチドセグメントと必要なチオールを添加するだけで簡便に実施可能で
ある。本研究でも示した通り、このような利便性は環状タンパク質などの遺伝子工学では手に入
らない特殊な構造のタンパク質合成にも利用可能であり、今後、より複雑な構造のタンパク質合
成への利用が期待される。 
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