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研究成果の概要（和文）：申請者らがこれまで開発してきた短鎖単分散オリゴエチレングリコールと多価アルコ
ールからなるタンパク質凝集抑制分子をベースに，その分子骨格中に有機金属触媒を埋め込むために適切なリガ
ンド部位を導入することを計画した。その結果，構造化PEG分子の系統的な構築法を開発するとともに，イミダ
ゾリニウム部位を導入したリガンド分子の合成に成功した。また，リガンド分子が，イミダゾリニウム部位とア
ニオンとの相互作用により，二分子膜を介したアニオン輸送体としてはらたくという，予想外の成果を得ること
ができた。リガンド分子については，目的とする有機金属触媒の合成に利用できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Based on the structured PEGs consisting of monodisperse short oligoethylene 
glycols, which suppress thermal protein aggregation, we planned to introduce ligand units for 
organometallic catalysts  in the molecular skeleton. Indeed, we have succeeded in developing a 
systematic method for the systematic construction of structured PEG molecules, and also in 
synthesizing ligand molecules bearing imidazolinium moieties in the molecular skeleton. The ligand 
molecule was serendipitously found to act as an anion transporter across the lipid bilayer 
membranes, where interaction between the cationic C-H and anion was suggested to play an essential 
role for the transport capability . Also, we got results suggesting that the ligand molecules can be
 used for the synthesis of the desired organometallic catalysts.

研究分野：有機化学

キーワード： イオン輸送　構造化PEG　大環状化合物　有機金属触媒　分子シャペロン　タンパク質凝集抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は，触媒開発の意味ついて，物質合成ではない新たな機能に着目するという観点から，学術的，社
会的に貢献できるものと期待される。また，偶然発見されたアニオン輸送体としてのはたらきについては，医学
的観点からも意義のある結果である。

※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 
 
タンパク質の高次構造形成（フォールディング）においては，水中でより安定である凝集体の生
成を防ぎつつ，多数の相互作用部位を有する巨大分子の複雑なコンフォメーションを制御する
必要がある。生体中では分子シャペロンに代表される ATPaseと呼ばれる酵素が，触媒反応によ
って引き起こされる分子の動き，すなわち非平衡状態を巧みに利用して，不適切な相互作用をし
ている高分子鎖を解きほぐし，準安定状態とも言えるタンパク質のフォールド状態の形成を促
進している。これと類似して，凝集したタンパク質の分解や不溶性生体高分子として知られるセ
ルロースの分解も，バルク状の生体高分子の塊を解きほぐしながら進行する。このような生体高
分子化合物にはたらく数多の相互作用を，非平衡状態にある分子のダイナミクスを利用して人
為的に操作し，フォールディングや凝集状態を制御することは，生命科学・医療の面から必要性
が高いばかりでなく，純粋に物理・化学的観点からも非常に重要な挑戦といえる。しかしながら，
現時点で，これを可能とする人工物質の設計指針は全くない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は，ATPase として知られる分子シャペロンの機能を模倣し，触媒反応がもたらす非平衡
状態を利用して，変性したタンパク質を解きほぐしながらリフォールディングを促す，新しい概
念の合成単分子シャペロンの開発を目的とした。将来的には，これをアミロイド等へのタンパク
質凝集体へと適用し，タンパク質の凝集抑制と脱凝集化を実現することを目指し，まずはこのた
めの基本的な設計指針を打ち立てることを目指して検討を行うこととした。これを実現するた
め，申請者らがこれまで開発してきた短鎖単分散オリゴエチレングリコールからなるタンパク
質凝集抑制分子（Engineered PEG）をベースに，その分子骨格中に有機金属触媒を埋め込むため
に適切なリガンド部位を導入することを計画した。さらに，得られたリガンドを利用して有機金
属触媒を構築し，この触媒の触媒反応によって引き起こされる分子の動きを利用して，タンパク
質のリフォールディングに挑戦することを目指した。 
 これまでに申請者は，系中に大量に導入することで効果を発揮する既存のタンパク質安定化
剤とは異なり，ごく少量でタンパク質の凝集を効果的に抑制する短鎖単分散オリゴエチレング
リコール誘導体（Engineered PEGs）の開発に成功してきた（参考文献 1−3）。Engineered PEGは，
短鎖単分散オリゴエチレングリコールを基本ユニットとし，これをリンカーとして多価アルコ
ールを介してエーテル結合で連結した分子で，PEG 鎖を主骨格として様々なサイズや，形状の
バリエーションを構築することができる。これらの中で，３つのテトラエチレングリコールとペ
ンタエリスリトールを組み合わせて三角形状に二次元構造化した分子（図１，3TEG）が，汎用
ポリマーである直鎖状 PEG と比較し，低い温度で脱水和を起こし疎水性を増す性質を有するこ
とを明らかにした。さらに，この性質を利用することで，3TEGにより既存の安定化剤と比較し
て極めて低濃度（数 mM 程度）でリゾチームの熱凝集を抑制することに成功した（参考文献 1）。
また，3TEGにみられた分子のトポロジーの効果に加え，PEG鎖間のリンカーとして芳香環部位
を導入した両親媒性構造を有する分子が，リゾチームに対して優れた熱凝集抑制効果を示すこ
とも見出している（特願 2016-36136, WO2017-JP6089）。これらのことから，PEGを基本とする
凝集抑制分子設計指針として，短鎖単分散 PEG の構造化に加え，芳香環部位の導入も効果的で
あることを提案している。さらに最近，これらの要素を集約した分子として，三角形状の構造に
芳香環を導入した分子 3PhOEGを設計し，これ
がリゾチームとのモル比 1:1 という極めて少量
で凝集抑制効果を示すことを見いだした（特願 
2016-141891）。3PhOEG は生体系における分子
シャペロンと同様にタンパク質１分子に対しほ
ぼ１分子という極めて低濃度で凝集抑制できる
ことから，従来の合成分子シャペロンとは一線
を画している。 
これらの結果をもとに，最終的には，Engineered 
PEG分子骨格中に触媒部位を導入した有機金属
触媒を構築することで， PEG の構造化による
熱凝集抑制効果に加え，触媒活性に伴うリフォ
ールディング効果も得られるのではないかと考
えた。そこで，有機金属触媒型 Engineered PEG
分子による，反応基質の添加時におけるタンパ
ク質のフォールディング制御を最終的な目的と
して，以下に示す検討を行うこととした。 
 

 
図 1．PEG を三角形状に構造化した分子
3TEG の分子構造。 
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３．研究の方法 
本研究を遂行するにあたり，解決すべき課題がいくつかあるため，以下の手順で進めることとし
た。 
構造化 PEGの合成法の確立 
前述したように，申請者らはこれまでに，３つのテトラエチレングリコールとペンタエリスリト
ールを組み合わせて三角形状に二次元構造化した 3TEG が優れた熱凝集抑制効果を持つことを
示している。ここでは 2次元的に構造化することが重要であると考えられているが，3TEG の時
点で 48 員環という巨大環状分子であるため，その効率的な合成法の確立は重要である。そこで，
Engineered PEG分子の効率的な合成法の確立を目指し検討を行なった。具体的なアプローチとし
ては，短鎖単分散オリゴエチレングリコールユニットと芳香族ユニット連結した分子を合成し，
それをモノマーとして，逐次的に分子を構築していくアプローチ（図 2）と，モノマーを重合す
る条件において，種々のサイズの環状体を一括して合成するアプローチ（図 3）を検討し，効率
的に Engineered PEG分子を得る方法論の確立を目指した。 

 
PEGを導入したリガンド合成法の確立 
タンパク質のフォールディングを目的とする場合，反応媒体
は基本的に水（バッファー水溶液）になるため，水中で機能
する有機金属触媒を使用する必要がある。その候補として，
メタセシス反応触媒として知られている，Grubbs触媒を考え
た。Grubbs触媒は，カルベン型配位子が Ruに配位した構造
をしているが，その前駆体としては，イミダゾリニウム部位
を有するカチオン性物質を合成する必要がある。そこで，
PEG 鎖を導入したイミダゾリニウム誘導体の合成法の確立
を試みることとした。 
 

有機金属錯体の合成法の確立 

具体的な触媒としては，安定性や反応性の観点から扱いが比較的容易であることが予想される，
第二世代 Hoveyda–Grubbs 型触媒を用いることとした（図 4）。 
 
有機金属錯体の活性評価 

得られた有機金属触媒の水中でのメタセシス反応性について，水溶性オレフィンを用いて検討
することとした。さらに，触媒反応を起こした状態でのタンパク質のリフォールディング活性の
評価を計画した。 
 
４．研究成果 
 
構造化 PEGの合成法の確立 
まず芳香環として，ベンゼン環を導入した Engineered PEG 分子の合成法の確立を試みた。その
結果，図 2に示した逐次的な合成法により，6つの芳香環および 6つの短鎖単分散オリゴエチレ
ングリコールからなる巨大環状 Engineered PEG分子の合成に成功した。また，その合成過程で，

 
図 2．Engineered PEG 分子の逐次的な合成法。○は芳香環部，直線は短鎖単分散オリゴ
エチレングリコールユニットを示す。 

 
図 3．Engineered PEG 分子の一括合成法。○は芳香環部，直線は短鎖単分散オリゴエチ
レングリコールユニットを示す。 

 
図 4 第二世代 Hoveyda–
Grubbs 型触媒。 
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副生成物としてさらに大きな環である 12 量体の単離にも成功した。これは，これまで申請者ら
が合成した Engineered PEG 分子の中で最大サイズの分子であり，タンパク質と同等のサイズを
有する巨大合成分子である。 
 一方，図 3に示した一括合成アプローチでは，2 量体〜6 量体までの Engineered PEG分子を一
挙に得ることができ，それぞれある程度の純度で単離可能であることを見いだした。逐次的な合
成アプローチで必要とされる合成プロセスの手間を考慮すると，一括合成アプローチも遜色な
いアウトプットと見なすことができるため，今後は両者を併用して Engineered PEG 分子を得る
ことがよいのではないかと考えられる。 
 
PEGを導入したリガンド合成法の確立 
PEG 鎖はそもそも親水的な分子であるが，リガンド骨格に必要なイミダゾリニウム部位も水溶
性が高いことが予想されるため，リガンド合成法を確立することは重要な課題と考えられる。そ
こで，図 5に示す分子をモデルとしてリガンド分子の合成ルートを構築することにした。その結
果，図 6に示す合成ルートにより，目的とする短鎖単分散オリゴエチレングリコールを導入した
イミダゾリニウム型リガンド分子を得ることに成功した。 
 

リガンド分子のイオン透過性 
本研究において，タンパク質との相互作用
を考えた場合，分子の両親媒性は重要な因
子となりうる。そこで，得られたリガンド
の水中における性質を検討していたとこ
ろ，1,2-dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC)が形成する 2 分子膜を介したアニ
オンの膜輸送を可能とするトランスポー
ターとして機能することを見いだした。2
分子膜を介したアニオン輸送は、細胞機能
維持のための重要な生物学的プロセスで
ある。そこで，このリガンド分子のアニオ
ン輸送能について詳細に検討することと
した。その結果，ハロゲン化物感受性があ
ることが知られているルシゲニンやpH感
受性の 8-ヒドロキシピレン-1,3,6-トリス
ルホン酸（HPTS）を用いたイオン輸送試
験により、イミダゾリニウム型両親媒性物
質がアニオン輸送を行い、多くの生命現象
に重要な役割を果たす硝酸塩に高い選択

 
図 5 短鎖単分散オリゴエチレングリコールを導入したイミダゾリニウム型リガンド分子。 
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図 6 リガンドの合成ルート。 
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図 7 HPTS アッセイによる DOPC ベシクルに
におけるアニオン透過性の評価。 



 

 

性を示すことを明らかとした（図 7）。
さらに， 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPPC) を用いた温度
依存的なイオン輸送実験から、この分
子が 2分子膜中でイオンチャネル形成
しているのではなく，アニオンと複合
体を形成しながら膜輸送を行う，輸送
キャリアとして機能することが示唆さ
れた。この分子とアニオンとの相互作
用については，1H NMR 滴定実験によ
り、イミダゾリニウム環の C2 プロト
ンが(C-H)+•••X–水素結合を介してアニ
オンを認識していることが示唆され
た。また，アニオン輸送の機構につい
ては、全原子分子動力学シミュレーシ
ョンにより、この分子が 2分子膜中で
2:1 の複合体を形成することで，イオ
ン輸送を行っていることが示唆され
た。このように，イオン輸送中のリガ
ンド分子の膜内での動的な特徴を明ら
かにすることができた（参考文献 4）。 
 

有機金属錯体の合成法の確立 

上記リガンドを元に，第二世代 Hoveyda–Grubbs 型触媒の調整を試みた。いくつかの誘導体にお

いて合成条件を検討した結果，目的とする触媒を与える誘導体を見いだすことに成功した。現在，

触媒合成条件の最適化と，触媒活性について検討を行っている。 
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図 8 全原子分子動力学シミュレーションにより得ら
れた，リガンド分子･Cl–イオン 2:1複合体。 
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