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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質受容体、脂質結合性タンパク質など、生体内には多くの疎水性

糖タンパク質が存在している｡これらの糖タンパク質は、ペプチド合成、また精製時に高度に難溶性に

なるために、セグメント縮合法等の効率的なタンパク質合成法を用いても調製困難である。本研究で

は、脂質結合性タンパク質サポシン C を例として、ペプチド合成、精製、セグメント縮合時に溶解性を

向上させる手法を開発し、疎水性糖タンパク質の化学合成をより効率化する方法を検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：The synthesis of highly hydrophobic glycoproteins, such as 
membrane proteins and lipid-binding proteins, is extremely difficult even with the use of 
efficient segment coupling methods. The main difficulty is that the segments usually retain 
low solubility during peptide synthesis, purification and ligation steps. To overcome this 
problem, a method to enhance the solubility of segments during peptide synthesis and 
purification was developed and applied to the synthesis of lipid-binding protein, saposin C. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体内に存在する糖タンパク質の中には、細
胞膜受容体、脂質結合タンパク質など、高度に
疎水性であるものが存在する。このような糖タン
パク質は、Native chemical ligation (NCL)法や

チオエステル法等、効率的なタンパク質合成法
を利用しても合成することが困難である。その主
な原因は、これらの方法に用いるペプチドセグ
メントが、その高度な疎水性により固相合成、精
製、ライゲーション、いずれの段階においても
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難溶性になってしまうことにある。 
 固相合成中にペプチドの溶解性を改善する
方法は、多くのグループにより開発されている。
その中の一つとして O-アシルイソペプチド法が
知られている(図１)。この方法では、native ペプ
チド中の一部の Ser、Thr 残基においてペプチ
ド鎖を側鎖水酸基に結合し、通常のアミド結合
の代わりにエステル結合を形成する方法である
(構造 A)。そのため、分子間での規則的なβ-シ
ート構造形成が抑制され、ペプチドの溶解性が
著しく向上する。この方法の大きな特長は、酸
性条件下でイソペプチド構造が維持されている
限り、HPLCによる精製段階でもペプチドは高い
溶解性を保っている点である。また、ペプチドを
中性条件下に置くと速やかに O-N アシルシフト
が起こり、アミド結合を持つ native なペプチド構
造(構造 B)を再生することができるという利点も
持つ。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．O-アシルイソペプチド法． 
 
 もしO-アシルイソペプチド法をNCL法に適用
できるならば、疎水性タンパク質合成の簡便化
に大きく貢献することであろう。しかし、イソペプ
チド構造は NCL条件下（ほとんど中性の条件下
で行われる）において速やかな O-N アシルシフ
トにより消失するため、この方法をそのまま NCL
法に適用することは困難である。現在、O-アシ
ルイソペプチド法は、固相合成後も高い溶解性
を保つことができる唯一の方法であるため、この
方法の NCL 法への適用は、疎水性タンパク質
の化学合成達成の点から強く望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、イソペプチド部位をアジド基によ
って保護することにより、O-アシルイソペプチド
法を NCL 法と組み合わせた新規な疎水性タン
パク質合成法の開発をめざして研究を進めた。
合成例として、スフィンゴ脂質活性化タンパク質、
サポシン C を用いた。 
 
３．研究の方法 
 サポシン C はスフィンゴ糖脂質の代謝に関
わる糖タンパク質であり、約８０残基のアミノ酸
からなる(図２)。サポシンCの機能解明を進め
るため、我々は、以前からその化学合成研究
を進めてきた。常法に従い、まず、ペプチド鎖
を Ala35-Cys36 の間で分割してＮ末端側のペ

プチドチオエステルとＣ末端側のペプチドを
固相法により合成し、NCL法により縮合すると
いう計画をたてた。しかし、Ｎ末端側のセグメ
ントは、多くの疎水性アミノ酸よりなっており、
非常に難溶性であった。従って、常套手段で
ある逆相のＨＰＬＣによる精製、C 末端セグメ
ントとの縮合ができない状況であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．サポシン C の構造．矢印は、NCL を行
った部位、星印は、天然サポシン C における
糖鎖結合部位、また、下線を引いたジペプチ
ドは､Boc 法による固相合成の際アシルイソペ
プチド構造を形成させた位置を示す． 
 
 そこで、本研究では O-アシルイソペプチド
法を NCL 法と組み合わせた方法を開発する
こととした(図 3)。すなわち、溶解性の低い N
末端ペプチドの一部にイソペプチド結合を導
入して溶解性を向上させ、HPLC による精製、
NCL 法によるペプチド鎖同士の縮合を行う。
その後O-N転位によりnativeなペプチド結合
へと変換し、ジスルフィド結合形成後サポシン
C を得ることとした。ペプチド鎖伸長､精製、
NCL 時に O-N 転位によるイソペプチド構造の
消失を避けるため、イソペプチド部位のアミノ基
をアジド基で保護することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．NCL 法と O-アシルイソペプチド法を組
み合わせた新規なサポシン C 合成法． 
 
４．研究成果 
 イ ソペプチド結合を形成する部位は 、
Gln6-Thr7、Ala23-Thr24 の２カ所とした。まず、通
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常の 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)固相
法によりペプチド鎖を伸張した後 Thr24 で
N3-Thr-OH を導入した。続いて導入された Thr
残基の側鎖水酸基にFmoc-Ala-OHをエステル
結合させた。樹脂の一部を切り出して分析した
ところ、望み通りアシルイソペプチド結合が形成
されたことを確認できた。そこで Fmoc 法によりさ
らにペプチド鎖を伸長したところ、予想に反して
イソペプチド結合の分解が示唆された。従来の
報告では、イソペプチド結合は脱 Fmoc 試薬で
あるピペリジンに安定であるとされているが、配
列によってはピペリジンによる分解を受けるので
はないかと推定される。 
 そこでFmoc法によるペプチド鎖の伸長を断念
し ､ ピ ペ リ ジ ン を 用 い な い Boc 
(t-butoxycarbonyl) 法によるペプチド鎖伸長を
試みることとした(図 4)。まずチオール基を導入
したアミド樹脂上で C 末端アミノ酸 Ala とのチオ
エステル結合を形成させた後、Boc法によりペプ
チド鎖を伸張した。Ala23-Thr24 において先ほど
と同様にアシルイソペプチド結合を形成し、樹
脂の一部を分析して反応の完了を確認した。
Boc 法によりペプチド鎖をさらに伸長した後、
Gln6-Thr7 において再度アシルイソペプチド結
合を形成させた。すべてのアミノ酸を導入後、
得られた保護ペプチド樹脂をアニソール存在下
HFにより処理し、粗ペプチドを得た。HPLCによ
り分析したところ、図 4 b に示すように､目的とす
るペプチドチオエステル 2 をまずまずの純度で
得ることに成功した。HPLCによる精製時におけ
る溶解度も問題なく、3％の収率で高純度のペ
プチドチオエステル 2 を得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．(a) N-末端チオエステル 2 の合成ルートと
(b) その粗ペプチドの HPLC. 
(3) NCL 法によるセグメント同士の縮合 

 C末端側のペプチド3 は､通常のFmoc法によ
り合成した。HPLC による精製時の溶解性に問
題はなく、収率 15%で得ることができた。 
 そこで、ペプチド 2、3 を NCL 法により縮合し
た。図 5 の方法 A、B に示す２つの方法を試み
ることとした。方法 A では、O-アシルイソペプチ
ド構造を残しつつライゲーションを行い、終了後
にアジド基を還元して O-N 転位を経てアミド結
合へと導くこととした。１夜放置したところ、ライゲ
ーション反応は完結しなかったものの、中間体
4 の生成が確認された。そこで反応液に TCEP 
[tris(2-carboxyethyl)phosphine]を加えて一晩ア
ジド基の還元を行い目的物 5 を得ることに成功
した。収率は 11％であった。一方、方法 B では、
ライゲーションと同時にアジド基を還元し、アミド
結合への変換を行うこととした。その結果、７時
間程度で反応は完結し収率 23％で目的物 5 を
得ることができた。以上のことからサポシンの合
成には方法 B の方がより効率的であることが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．サポシン C の合成ルート． 
 
 そこで、次に銀イオンによるチオール保護基
Acm（acetamidomethyl）基の除去を行い、還元
状態のサポシン C 6 を得た。最後にトリス緩衝
液中で DMSO (dimethylsulfoxide)による酸化反
応を利用してジスルフィド結合の形成を行い、
最終目的物 1 を得ることに成功した。 
 同様にして、図 4 の方法を用いて Asn22 に単
糖GlcNAc を持つ N末端チオエステルを合成し、
これを C 末端ペプチド 3 と図 5 の方法 B により
縮合した。Acm 基の除去、DMSO 酸化を行い､
単糖を持つサポシン C の合成に成功した。 
 以上のように当初目的とした疎水性の糖タン
パク質合成を達成するため、O-アシルイソペプ
チド法と NCL 法を組み合わせた新規な合成法
を開発し、脂質結合性を持つ疎水性糖タンパク
質サポシン C の合成に成功した。この方法は、
同様の疎水性糖タンパク質の合成に広く用いる
ことができる方法であると考えている。 
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