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研究成果の概要（和文）：逆ミセル反応場を用いた新たな方法の導入により、選択的ジスルフィド結合形成の精密制御
とフラグメント合成技術を組み合わせることによって、目的のペプチド分子の合成を試みた。その結果、分子間架橋形
成反応を行った複数のペプチドフラグメントについて、それぞれを任意の位置関係で結合させるための合成法を確立し
た。また、各フラグメントには一つの疎水性タグを結合させ、逆ミセル反応場により、当量反応によるペプチド鎖伸長
反応を実現した。さらに、ペプチド骨格が形成された後、疎水性タグ、その他の脱保護反応を実施した。これらの新た
な方法を組み合わせ、インスリンを構成する基本ユニットをそれぞれ効率よく合成することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Synthesis of peptide molecules of was tried by a combination of fragment 
synthetic technology with precise control of selective disulfide-bond formation. The reaction was 
performed in a reverse micellar reaction field.
As a result, the new synthesis method was established for combining several peptides fragments between 
the aimed positions of each molecule. The peptide-chain elongation was also achieved by introducing the 
hydrophobic tag on each peptide fragment by using the reverse micellar reaction field. After peptide 
skeletons were formed, the hydrophobic tags and other deprotection reactions were performed to give key 
units of insulin molecu
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１．研究開始当初の背景 
 
 ペプチドホルモンは、分子内に複数のジ
スルフィド架橋結合を有するものも多く、
これらの正確な結合形成が分子の立体構造
ならびに活性発現に必須となっている。ま
た、最近では立体構造や動的作用を制御し
た非天然型ペプチド分子を得ることが、蛋
白質やペプチドホルモンの機能解明に直接
的に繋がると共に、ペプチド医薬品開発に
おいても必須となり、大きな注目を集めて
いる。しかしこれまでに機能が明らかにな
っている多くのタンパク質の活性フラグメ
ント部分（ペプチド）について、本来の立
体構造を再現した形でつくることは極めて
難しく、たとえ高い有効性が期待されるペ
プチドフラグメントでも、それらの物質の
殆どは多段階に及ぶ合成技術上の問題に直
面し、活性測定に必要な物質を得ることす
ら困難なものが多い。特に多数の分子内ジ
スルフィド架橋形成による立体制御は技術
的に困難である。さらに、すでに合成に成
功しているペプチド系生物活性物質も、そ
の合成経路の選択には、試行錯誤を繰り返
し、膨大な労力と時間がかけられている。
従って、たとえ一つのアミノ酸残基を非天
然型のアミノ酸残基に入れ替えた関連物質
を合成する場合にも、また新たに合成経路
を検討しなければならいのが実情である。 
 このような背景の中、申請者らはこれま
でペプチド関連物質を、高純度、高収率、
迅速に合成できる、新しい原理に基づく液
相多段階連続合成法に関する研究を推進し
てきた。この方法は、逆ミセルを形成する
疎水性タグにアミノ酸を結合させ、順次伸
長させるものであり、基本的には一容器内
で数十段階の液相合成反応を連続的に実施
することができる。 
 ここで最も重要となる逆ミセル効果につ
いて下記に示す。大量入手可能な没食子酸
等から誘導した疎水性の可溶性タグに結合
したペプチドは、シクロヘキサン中で自己
集合し、粒径約 5ナノメートルの逆ミセル
を形成することを確認している。ミセルの
中心部分に反応点であるペプチド－Ｎ末端
および縮合剤、伸長させるアミノ酸が濃縮
されて存在するため、反応は極めて迅速か
つほぼ定量的に進行する。また、分離・精
製操作は、先に示した相溶・相分離現象を
利用することにより、不要試薬の洗浄除去、
次ステップの試薬の投入を一容器内で迅速
に進めることができるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
 
 30〜50 以上のアミノ酸残基を有し、多く
の分子内ジスルフィド結合を持つペプチド
化合物の完全化学合成は、合成方法に関す
る数々の原理的な問題から達成することが
困難なものが多い。特にアミノ酸残基数が

多い架橋ペプチドでは、その一部のフラグ
メントを合成する過程でも、高粘度、難溶
化等の問題に遭遇し、その後の合成反応の
継続が困難になる。本研究では、これまで
申請者らが独自に開発した逆ミセル液相反
応を応用し、120 段階以上の反応を溶液反
応として迅速かつ効率的に実施する新しい
化学合成法を開発、導入することにより、
合成困難なペプチドホルモンであるインス
リンの完全化学合成を達成し、その実用的
な方法を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 天然にはジスルフィド結合等による複数
の架橋構造を有するペプチドが多数存在す
るが、これら複数組のチオール基の選択的
なカップリングを化学合成法によって実施
することは極めて困難である。この問題を
克服するために、予め合成したペプチドユ
ニット（フラグメント）を相互に結合させ、
最終的に目的とするペプチドとする方法が
考えられる。しかし、フラグメント同士の
カップリングは汎用の固相合成法では反応
性の点から困難である。例えば分子内に４
つのチオール基を有するペプチドについて
２組のジスルフィド結合を形成させるとき、
分子の立体構造等によって、優先的に生成
する架橋構造は決まってしまう。この場合、
複数の保護基を組合せることがその解決策
の一つとして考えられるが、現状ではその
制御は難しく、目的とする架橋構造を構築
することは、このような方法を用いても達
成できない。そこで、今回、逆ミセル反応
場を用いた新たな方法を導入し、選択的ジ
スルフィド結合形成の精密制御と、フラグ
メント合成技術を組み合わせることによっ
て、目的のペプチド分子を合成することを
計画した。 
 架橋を形成するための接合部分（ジスル
フィド結合の場合は Cys残基）をもつペプ
チドをフラグメント毎に合成し、それぞれ
の架橋結合部位を選択的にクロスカップリ
ングさせた。このとき、各フラグメントが
反応する相手と概ね 1:1 で正確にカップリ
ングしなければならない。また、フラグメ
ント分子が粘調となった場合でも、迅速に
生成物のみを反応溶液から分離する高度な
技術が必要となる。 
 この技術的な困難を克服するために、二
つの異なるペプチドフラグメントである異
種分子間で選択的にクロスカップリングす
るための、反応点の設計、ならびに、分子
間クロスカップリングがほぼ定量的に進行
するための反応法を導入した。また、反応
毎に反応液中に溶解する生成物のみを磁性
微粒子状に選択的に捕集、分別する新しい
方法を開発した。 
 
４．研究成果 



 
 本研究では、逆ミセル反応場を用いた新た
な方法の導入により、選択的ジスルフィド結
合形成の精密制御と、フラグメント合成技術
を組み合わせることによって、目的のペプチ
ド分子の合成を試みた。その結果、分子間架
橋形成反応を行った複数のペプチドフラグ
メントについて、それぞれを任意の位置関係
で結合させるための合成法を確立した。また、
各フラグメントには一つの疎水性タグを結
合させ、逆ミセル反応場により、当量反応に
よるペプチド鎖伸長反応を実現した。さらに、
ペプチド骨格が形成された後、疎水性タグ、
その他の脱保護反応を実施した。これらの新
たな方法を組み合わせることによって、イン
スリンを構成する基本ユニットをそれぞれ
効率よく合成することに成功した。 
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