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研究成果の概要（和文）：ペプチドチオエステルを合成ブロックとする種々の蛋白質合成法が報

告されている．本研究では Cys残基における N-Sアシル基転位反応を基盤とする新しいペプチ

ドチオエステル調製法を開発した．既知のチオエステル前駆体である Cys-Pro エステル構造に

基づき，Cys-Pro-Cys 配列を見出した．これは蛋白質性の構造のみからなり，組換え蛋白質と

して調製可能である．また，Pro残基の代わりの N-置換 Gly残基を導入するとチオエステルへ

の変換反応が格段に向上することを見出した． 
 
研究成果の概要（英文）：The peptide thioester is used as a building block for protein 
synthesis.  In this research, we developed new methods for the peptide thioester 
synthesis.  Based on the structure of Cys-Pro ester (CPE), Cys-Pro-Cys sequence was found 
to produce a peptide thioester.  It could be prepared as a recombinant protein.  When 
N-substitute Gly residue is introduced instead of the Pro residue in the CPE structure, 
this CNGE peptide produces the thioester more efficiently than the CPE peptide. 
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質は様々な修飾を受けることでその

機能調節がなされているが，その機能を分子
化学的に詳細に解析するためには，十分量の
特異的に修飾された蛋白質を調製する必要
がある．生化学的手法だけでは一般に困難で
あるため，化学合成との融合が期待されてい
る． 
ペプチドの合成法として固相合成法では

通常 50 残基程度に限界があるため，蛋白質
の化学合成ではペプチドを合成ブロックと
して，いわゆるライゲーション法と呼ばれる
方法で縮合する．そのライゲーション法の開
発は，長鎖ペプチド・蛋白質の合成や糖鎖や
リン酸基など翻訳後修飾含むペプチドの高
純度，高効率合成のために重要な課題の 1つ
である．また，ライゲーション法は蛋白質の
修飾反応として応用することもでき，蛋白質
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製剤の開発に重要な方法の 1つであると期待
される．現在では多くの場合，固相合成法に
より調製されるペプチドチオエステルを合
成ブロックとして用い，ライゲーション法に
よって，順次つなぎ合わせることで合成が試
みられている．申請者らを含めて世界的にラ
イゲーション法の研究が行われ，発展し，利
用されている．一方で，合成ブロックである
ペプチドチオエステルの合成には未だ多く
の課題が残されている．多くのグループが修
飾ペプチドの合成に有利な Fmoc 法によるペ
プチドチオエステル合成法の開発に取り組
んでいるが，これまでに決定的な方法は開発
されていない．従って，Fmoc法によってライ
ゲーション可能な合成ブロックの合成を効
率化する必要がある． 

 

図１．N-S アシル基転位反応と CPE ライゲー
ション 

 
申請者らはチオール基含有補助基やシス

テイン残基を含むペプチドを酸処理すると，
ペプチド結合からチオエステル結合へ N-Sア
シル基転位反応が起こり，ペプチドチオエス
テル中間体（S-ペプチド）が生成することを
見出している．これを基に新規ペプチドチオ
エステル合成法の開発に取り組むとともに，
チオエステルに代えて Fmoc 法により効率的
に合成できるエステル，Cys-Pro エステル
（CPE）基をデザインし，CPEライゲーション

法を開発した（図 1）．これら開発の過程で，
一般的にシステイン含有ペプチドから N-Sア
シル基転位反応によってチオエステル中間
体が生成することが示唆された．そこで，エ
ステル構造を含まない天然アミノ酸だけか
らなるシステイン含有ペプチドが，N-S アシ
ル基転位反応を経由することでライゲーシ
ョン反応に適用できるのではないかと考え
た． 
 
２．研究の目的 
長鎖ペプチド，蛋白質の化学合成法の開発

の一環として申請者らが開発したシテイニ
ルプロリルエステル（CPE）法をもとに，エ
ステル基を有さない自動活性化型ペプチド
を用いる新規ライゲーション法の開発を目
的とする．これにより組換え蛋白質を合成ブ
ロックとして利用できる方法が開発できれ
ば，化学合成法および生物学的調製法の利点
を有効に組み合わせることにより，より多様
な蛋白質を簡便に合成する方法を提供する
ことが可能となる．また，この手法は in vivo
での組換え蛋白質に対する C末端修飾を可能
とし，蛍光基などで修飾することで細胞内で
の蛋白質動態の解析の有用な方法を提供で
きるものと考える． 
 
３．研究の方法 
（1）ライゲーション活性を有するアミノ酸
配列の探索 
ライゲーション反応性を有するアミノ酸

配列を探索するために，コンビナトリアル化
学の手法により，適当なアミノ酸配列（下図
中の peptide）の C末端にランダムな配列
（Xaa-Xbb-Xcc---Xnn）を有するペプチドラ
イブラリーを作成する．ランダムな配列上の
直前に N-Sアシル基転位反応を経由してチオ
エステル中間体を形成する機能を想定して
システイン残基と，ターン構造を誘起し，特
定の構造を安定化することを期待してプロ
リン残基を固定する．このペプチドライブラ
リーとシステイン誘導体との反応を行い，
HPLCと質量分析を組み合わせることによっ
て，その反応性を評価し，アミノ酸配列候補
を選択する． 
（2）活性化アミノ酸配列を有するペプチド
の解析とライゲーション 
上記で得られたアミノ酸配列の候補を有

するペプチドの反応性を解析し，さらに N末
端にシステイン残基を有するモデルペプチ
ドとのライゲーション反応を検討する．  
（3）新しいペプチド C末端活性化法の開発 
化学合成においてはアミノ酸構造に限る

必要はないので，新しい活性化構造をデザイ
ンし，より反応性の高いライゲーション法の
開発を目指す． 
 



 

 

４．研究成果 
（1）ライゲーション活性を有するアミノ酸
配列の発見 

6 残基のモデルペプチドの C 末端に
Cys-Pro に続き３残基のランダムな配列を有
するペプチドライブラリーを構築し，Cys-ペ
プチドとのライゲーション反応を指標とし
て，反応性配列の探索を行った．その結果，
Cys-Pro-Cys あるいは Cys-Pro-Ser 配列を有
するペプチドが，効率は非常に悪いながら，
中性条件下で Cys-ペプチドと反応し，ライゲ
ーションが進行することを見出した． 
（2）活性化アミノ酸配列を有するペプチド
の解析とライゲーション 
上記で得られた配列を有するペプチド，す

なわち，6 残基のペプチドの C 末端に，
Cys-Pro-Ser（CPS）あるいは Cys-Pro-Cys
（CPC）配列を有するペプチドを 0.1 M 塩酸
中で反応させたところ，CPC ペプチドから，
CPE ペプチドから誘導されるジケトピペラジ
ンペプチド 3と同じものが生成することを見
出した．塩酸中での反応では加水分解物が多
く見いだされたため，ヘプタフルオロ酪酸中
で加熱すると 20％程度の収率でペプチドチ
オエステルが得られた．一方で，CPS ペプチ
ドからは同条件下では加水分解がほとんど
で，チオエステルはほとんど生成しなかった．
このことから，この反応は２個の Cys残基に
おいて 2回の連続した N-Sアシル基転位反応
と引き続くアミノ基とチオエステルの反応
により，CPE 基と類似の反応機構によって，
ジケトピペラジンチオエステルが形成され
るものと推測される（図２）． 
この CPCペプチドの反応では，生成するジ

ケトピペラジン骨格上でエピ化が起こるが，
次のライゲーション時に外れるため問題は
ない．しかし，ロイシン残基部位でのチオエ
ステル化ではラセミ化が起こった．種々の条
件を検討したがこれまでに解決策を見いだ
せていない．しかし，ここで見出した配列は
蛋白質性の構造のみからなり，大腸菌などを
用いて調製される組換え蛋白質に適用でき
ると考えられ，その応用が期待される．今後
の蛋白質合成法の展開のために大きな一歩
である． 
（3）新しいペプチド C末端活性化法の開発 

CPE 基を改良し，プロリン残基の代わりに
ザルコシン（N-メチルグリシン）誘導体を導
入するとチオエステルへの変換効率が向上
することが判明した．さらに改良を進め，メ
チル基の代わりにアルキル鎖を伸ばしたも
の，あるいはベンジル基とすることにより，
より反応性が向上することが判明した．これ
は Cys-N-置換 Gly間の配座が，より cis構造
が安定であるためだと考えられる．この骨格
では反応性だけではなく，CPE 基と比較する
と，Glyの N-置換基として種々の構造を導入

することが可能であり，これはチオエステル
化に伴い脱離しない．現在その特性を生かし
た研究開発を進めている．今後の課題として，
蛋白質に特異的なリガンドを導入すること
で目的蛋白質に選択的かつ蛋白質上の部位
特異的なラベル化反応へ研究開発を進めて
いる． 
 

 

図２．CPCペプチドを用いるライゲーション 
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