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研究成果の概要（和文）：ヒト型糖鎖をもつエリスロポエチン誘導体、共刺激糖タンパク質の合成に成

功した。また、ヒト型抗体 IgG の Fc 領域の合成をおこなった。これらの合成では、化学的に調製した糖

鎖をもつペプチド鎖と大腸菌発現法により調製した糖鎖を持たないペプチド鎖を連結させるという方法

を採用した。この方法により全糖ペプチド鎖を合成後、フォールディング操作を経て目的とする３次元

構造を形成した糖タンパク質の合成に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Erythropoietin analogue and co-stimulate glycoprotein were synthesized.  
In addition to these results, glycosylated polypeptide chain of IgG-Fc region was also synthesized. In 
order to synthesize glycoproteins, glycopeptides-thioesters were prepared by chemical method and 
polypeptide chain was prepared from E. Coli expression method. Coupling both peptides to prepare 
whole glycosylated polypeptide and subsequent folding process afforded the folded glycoproteins. 
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１．研究開始当初の背景 
   現在、医療等でも利用されている糖タンパ
ク質は、細胞発現法により得られるが、単一
構造のものを得るのは困難である。また、これ
ら理由のために、タンパク質上の糖鎖の機能
を詳細に調べることが困難であった。そのた
め、単一構造のヒト型糖鎖をもつタンパク質の
調製方法が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
糖鎖構造を任意に改変し、そしてタンパク質
に糖鎖を結合させるには、化学的な手法によ

り糖タンパク質そのものを化学合成する方法が
最も有望であるが、分子量 20000 以上の糖タン
パク質を精密に合成する手法は確立されていな
かった。本研究では、ヒト型糖鎖をもつ糖タンパ
ク質を化学合成法、および大腸菌発現法を組み
合わせて精密に合成することを目指した。 
 
３．研究の方法 
糖タンパク質を合成する場合、標的分子を糖鎖
をもつペプチドセグメントと糖鎖を持たないペプ
チドセグメントに分けて調製し、それらを native 
chemical ligation をもちいて連結し、そしてタン
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パク質部位の折りたたみ操作を経て目的の３
次元構造をもつ糖タンパク質を精密に合成す
るという方法用いる。糖鎖をもつペプチド鎖は
Fmoc ペプチド固相合成法を、ペプチド鎖の
みは、化学法あるいは大腸菌発現法を用い
て調製し、上記方法で糖タンパク質を得る検
討をおこなった。 
 
４．研究成果 
１）ヒト複合型シアリル糖鎖を３本もつエリスロ
ポエチン(EPO)誘導体の合成：EPO の１－３２
番目までのペプチドチオエステルを化学的に
調製し、２４、２８、３２位にヒトの複合型シアリ
ル糖鎖をハロアセトアミド法で導入した糖ペプ
チドチオエステル誘導体を合成した。一方、
EPO の３３位から１６６位のペプチドセグメント
は大腸菌発現法を用いて調製した。そして３２
位と３３位を native chemical ligation 法で連
結して EPO全長を調製した。そして、3M グア
ニジンを用いて変性後、透析法でグアニジン
を抜く操作をおこなうことで目的とする３次元
構造を形成した EPO 誘導体の合成に成功し
た。この EPO 誘導体を用いた、細胞増殖アッ
セイでは、天然型のEPOと比べ1％程度の活
性であった。これは追加した糖鎖の立体障害
によるものと考えているが、糖鎖の数が増える
ことが糖タンパク質の薬理活性を向上させる
のではなく、その付加位置が重要であるという
知見を得ることができた。 
 
２）共刺激糖タンパク質ICOSの合成：ICOSは
T細胞表層に存在し、24, 89, 110 位に糖鎖を
もつ糖タンパク質で、炎症時に T 細胞を活性
化する。科学研究費（特定領域：グライコミック
ス）の研究課題において、この ICOS が有する
ヒト型糖鎖の構造決定およびどの位置の糖鎖
がICOS活性に重要か調べ、89位に結合した
糖鎖が重要であることを明らかにしている。ま
た、本研究で89位の糖鎖を除去した ICOSを
Jarkat 細胞で発現しモニターしたところ、この
89 位の糖鎖が細胞表層への輸送に重要であ
ることが明らかになった。そこで、89 位にのみ
ヒト複合型のアシアロ糖鎖をもつ ICOSの細胞
外ドメイン（アミノ酸：120残基）の合成をおこな
い、89位の糖鎖の機能解明を試みた。120 残
基のアミノ酸からなるペプチド鎖を４つのセグ
メントにわけ、それぞれペプチド固相合成を
へて、１－３のセグメントはチオエステルとして
合成した。また、糖鎖はアシアロ型の複合型
糖鎖を 89 位に導入した形で合成した。これら
を順次 native chemical ligation で連結し、全
長に相当する糖鎖化ポリペプチド鎖を調製し
た。次にこのポリペプチド鎖を 3M グアニジン
で変性させ、透析法でグアニジンを除去する
方法で ICOS のフォールディングを検討した。
そして円二色分光法、質量分析、プロテオリ
シスによるジスルフィド結合位置の確定等を

おこなったところ、適切な３次元構造を形成して
いることを確認した。また、このICOSの受容体で
ある B7h との結合実験でも適切な親和力を示し
たことから必要な３次元構造を形成したことを確
認した。また、この糖タンパク質を糖鎖加水分解
酵素（glycanase-F）で糖鎖を除去したところ、タ
ンパク質が沈殿する現象を確認した。これは、糖
鎖がタンパク質の３次元構造維持に必須である
ことを確認したはじめての例といえる。 
 

３）抗体の Fc 部位の合成研究：この研究ではヒト

型抗体 IgG1-Fc フラグメントの全合成を目的とし

た。ヒト型抗体 IgG1の Fc フラグメントの 297残基

目の Asn に結合した複合型糖鎖は、Fc フラグメ

ントのタンパクと相互作用することで抗体のFc部

位の構造を安定化させたり、抗体依存性細胞傷

害活性 (ADCC) に関与するなど、重要な役割

を担っていると考えられている。しかし、現在のと

ころ、抗体は CHO 細胞や酵母で発現されるの

みであり、単一構造の糖鎖をもつ Fc フラグメント

を調製するには限界がある。そこで本研究では、

単一構造のヒト N型糖鎖をもつ IgG1-Fc フラグメ

ントを、大腸菌発現法と糖鎖ペプチドの化学合

成とを合わせた方法で合成することにした。

IgG1-Fc フラグメントを Cys229-Thr260-SPh (セ

グメント A), Cys261-Arg292-SBn (セグメント B), 

Cys293-Lys320-SBn ( セ グ メ ン ト C), 

Cys321-Ser444 (セグメント D)の 4 つのペプチド

セグメントに分けてそれぞれチオエステルとして

合成した。そして、Native Chemical Ligation 

(NCL) 及 び Kinetically Controlled Ligation 

(KCL) を用いてそれらのセグメントを順次連結さ

せていく検討をおこなった。まず、既存の方法を

用いて Cys229-Thr260-SPh (セグメント A), 

Cys261-Arg292-SBn ( セ グ メ ン ト B), 

Cys293-Lys320-SBn (セグメント C)を Fmoc固相

合成法により調製後、それぞれ C 末端をチオエ

ステルとして得た。なお、297 位にはヒト複合型

の ア シ ア ロ 糖鎖 を導入 し た 。 つ づ い て

Cys321-Ser444 (セグメント D)は大腸菌発現法を

利 用 し て 得 る こ と に 成 功 し た 。 次 に 、

Cys229-Thr260-SPh ( セ グ メ ン ト A) と

Cys261-Arg292-SBn (セグメント B)を KCL で連

結する検討を行った結果、純度よく 64 残基の目

的物、ペプチドセグメン-ABを得ることができた。

また、Cys293-Lys320-SBn (セグメント C)と

Cys321-Ser444 (セグメントD)をNCLで連結する

検討を行った。その結果、糖ペプチドセグメント

-CD の生成を確認することができた。そして、得

られた64残基のセグメント-ABと糖ペプチドセグ

メント-CD を、NCLによって連結する検討を行っ

た。その結果、電気泳動で35kDa付近に目的物

だと考えられるセグメント-ABCD の生成を確認

することができた。 
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