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研究成果の概要（和文）：最も汎用されているペプチドの合成法は、１）保護アミノ酸の連結、２）保護基の除
去の繰り返し操作からなる。すなわち、ペプチド合成の全工程の半分は脱保護工程が占め、しかも保護基に由来
する廃棄物量も多い。本研究では、短工程で廃棄物の少ないペプチド合成の実現を目指し、無保護アミノ酸の連
結手法の開発を目指した。検討の結果、安価で高活性な反応剤を用いて良好な収率でアミノ酸を連結することに
成功した。通常高活性な反応剤を用いる手法では副反応の抑制が困難であるが、微小な流路を反応場とするマイ
クロフロー法合成法の特長である、精密な反応時間、反応温度制御により副反応の抑制に成功した。

研究成果の概要（英文）：Conventional peptide synthesis requires a deprotection step after each 
amidation step, which decreases synthetic efficiency. Therefore, peptide synthesis using unprotected
 amino acids is considered an ideal approach. We developed peptide chain elongation using 
unprotected amino acids via mixed carbonic anhydride. Micro-flow technology enabled rapid mixing of 
an organic layer containing a protected amino acid or dipeptide and an aqueous layer containing an 
unprotected amino acid or dipeptide to accelerate the desired amidation, and this approach 
successfully suppressed undesired racemization/epimerization. Various peptides were obtained in good
 to high yields.

研究分野：有機合成化学

キーワード： ペプチド　無保護アミノ酸　マイクロフロー　機械学習

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペプチド医薬品はこれまで創薬の主役であった低分子医薬品、近年脚光を浴びている抗体医薬品の双方の長所を
併せもつと期待されていることから重要性がましており、その低コストでクリーンな生産法の開発は重要な課題
となっている。本研究で開発した手法は、スケールアップ合成に適するマイクロフロー合成法を駆使したもので
あり、ペプチドの低コストで廃棄物の少ない生産法開発につながる社会的意義の大きい成果である。また、研究
の過程で、機械学習による反応成績予測を試みた際に、ペプチド合成において大きな課題の一つである副反応
（ラセミ化・エピメリ化）について新たな機構の存在が示唆された。これは学術的にも重要な成果といえる。

※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 
 これまでに 60 のペプチド医薬品が FDA により承認され、現在 140 以上の候補化合物が臨床
試験中である。その数は増加し続けており、ペプチドの実践的合成は重要性を増している。しか
し、現在ペプチド供給の主流である液相法は、保護基と縮合剤・添加剤の利用により原子効率が
低い。例えばアミノ酸の平均分子量は約 110だが、汎用保護基の分子量は Fmoc 基（222）、Boc
基（100）、Cbz基（134）であり、工業的に最も多用される反応剤と添加剤の分子量は EDCI（192）、
HOBt（135）で、これらを過剰量要する。米国化学会グリーンケミストリー部会は投票により、
原子効率の低いアミド化法の改善を有機合成上最大の課題とした。過去に報告された無保護ア
ミノ酸の連結法はわずかで、しかも実用的手法はない。すなわち、イミダート、パラニトロフェ
ニルエステル、ベンゾトリアゾールエステル、環状ボロンを活性種とした方法が報告されたが、
過剰量の基質を要する、エピメリ化を起こす、高温条件を要する、活性化剤に由来する夾雑物を
多量に生じて精製困難、といった問題をもつ。一方、ペプチドを混合酸無水物へと誘導し、無保
護アミノ酸を連結して望むペプチドを得る手法が報告された。本法の副生物は除去容易な二酸
化炭素とアルコールのみであり、低温で反応できる。しかも未反応の無保護アミノ酸は除去容易
である。しかし、二層系反応であるため、望む分子間反応の速度が低下し、競合する副反応（エ
ピメリ化）が惹起されるため、実用性に乏しいとされていた。 
 
２．研究の目的 
 本問題を解決すべく、申請者は「保護基を用いない高原子効率のマイクロフローペプチド鎖伸
長法の開発」を目指した。すなわち、マイクロフロー合成法の利点である、高速混合、厳密な温
度・反応時間制御を活用し、上述の反応で問題となっていた副反応を抑止し、無保護のアミノ酸
を用いてペプチド鎖を伸長する理想的かつ挑戦的な手法論開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 微小な流路を反応場とするマイクロフロー合成法を駆使して、安価で高活性なクロロギ酸ア
ルキルを用いて混合炭酸無水物を経由するペプチド鎖伸長を検討することとした。マイクロフ
ローペプチド合成法では、1 秒未満の反応時間を厳密に制御することが可能であり、なおかつ、
反応温度も厳密に制御できることから、高活性な反応剤を用いることにより進行しやすい副反
応を抑止できるものと期待した。まずは、合成難度の低いジペプチドの合成を検討し、最適条件
の確立を目指した。続いて、合成難度の高い、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチドの合
成を検討し、開発する手法の有用性を実証することとした。 
 
４．研究成果 
 2017 年度は、マイクロフロー法を用いる①混合酸無水物調製条件の確立と、②遊離アミノ酸
の連結によるジペプチド合成法確立の二点を目的とした。①まず窒素原子が Boc 基で保護され
たセリンを基質として用い、クロロギ酸アルキルと反応させ、得られた反応液は過剰のイソプロ
ピルアミンを含む溶液へ注ぎ入れて安定なアミドへ変換し、NMR解析を実施することにより収
率を求めた。検討の結果、高収率で混合酸無水物を調製できる条件の確立に成功した。②続いて、
最適化した条件により混合酸無水物を調製し、これに対して遊離のアミノ酸を反応させること
によるジペプチドの合成を目指した。本反応においてはラセミ化の抑制が最も重要であったた
め、生成物の HPLC解析を実施してラセミ化の進行について定量的に解析した。特にラセミ化に
大きく影響すると考えられる塩基や溶媒の種類、温度について検討した結果、ラセミ化を抑制し
つつ遊離アミノ酸を連結できる手法の確立に成功した。 
 2018 年度は合成難度の高いトリペプチドの合成を検討した。これまでのジペプチドの合成で
は N 末端がカルバマートで保護されたアミノ酸をカルボン酸として用いていたため、望まない
ラセミ化をこの保護基の効果により抑制可能であったが、トリぺプチドの合成では、カルボン酸
としてジペプチドを用いて反応することとなるため、これまでの検討と比較して難度が格段に
上昇する。実際に検討を進めた結果、驚くべきことにトリペプチドの合成についてもラセミ化を
0.5%未満に抑制しつつ目的物を得ることに成功した。 
 2019 年度はさらに難度の高いトリペプチドの合成に焦点を当てて研究を推進した結果、開発
した反応条件は当初の予想以上に副反応の抑制に効果があり、アミノ酸の中で最もラセミ化し
やすいとされているフェニルグリシン（アラニンの 60倍ラセミ化しやすいことが知られている）
やシステイン（側鎖硫黄原子の存在によりタンパク質構成アミノ酸の中では最もラセミ化を起
こしやすいアミノ酸の一つとされる）を含むペプチドの合成においてさえ、副反応を 1%未満に
抑えつつ合成できることを明らかにした。さらに、ジペプチドに対して、C末端側、N末端側双
方が遊離の状態のジペプチドを反応させてテトラペプチドを得ることにも成功した。これらの
結果は、いずれも本研究でコア技術としている微小流路を反応場とするマイクロフロー合成法
の賜であり、二相系の反応液を高速混合することにより実現した結果である。実際に開発した反
応条件を通常のフラスコを用いて実施すると反応成績が低下することを確かめている。 



 前年度までの研究により、基質の種類によって反応成績がかなり変わることが判明した。ペプ
チドやアミノ酸の組み合わせは膨大であり、これらの基質を変える毎に合成条件の最適化を行
う場合、多大な労力と時間を要することになる。この手法をさらに実用的なものとするには、今
後基質の組み合わせによってどのような反応条件を設定すれば、最も高い成績が得られるかを
事前予測できるようにすることが重要であるとの考えに至った。そこで、2020 年度にはこれを
実現するための第一歩として、基質の組み合わせをまずは固定して、様々な条件下における最低
100以上の反応成績を収集し、得られたデータを機械学習により解析することで今後の事前予測
を実現するアプローチの構築を目指した。実際にマイクロフロー合成実験を 180条件分実施し、
HPLC解析により各々の条件における目的物の収率とエピマーの収率を同定した。180条件の内、
70%にあたる 126 条件分をトレーニングデータセット、30%にあたる 54 条件分をテストデータ
セットとして、Ridge 回帰モデル、Lasso 回帰モデル、サポートベクター回帰モデル、ランダム
フォレスト回帰モデル、ニューラルネットワークを学習器として用いて、機械学習を実施し、予
測精度を検討した。その結果、検討した学習器の中ではランダムフォレストおよびニューラルネ
ットワークが高い予測精度を示し、特にランダムフォレストはより少ないトレーニングデータ
セット数でも予測精度が維持されることがわかった。また、ニューラルネットワークでは高い予
測精度を得るために、適切なハイパーパラメータ―の設定が肝要であることが示唆された。また、
この検討の過程で、当初予測していなかったパラメーターが副反応に重大な影響を及ぼすこと
が示唆され、未知の反応機構により副反応が進行している可能性が浮上した 
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