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研究成果の概要（和文）：薬物標的をはじめ薬効発現に至る過程に関与する分子の多くはタンパク質であり、これらの
機能の分子レベルでの理解は、薬物のシード探索から有効性評価に至るすべての段階に関係する重要研究課題である。
機能解析に供すべきタンパク質分子の供給が一つの足枷となっており、機能情報発信能力を持つ人工タンパク質の効率
的調製法の確立は創薬研究推進の上で喫緊の課題である。そこで本研究では創薬関連タンパク質機能解明と基盤となる
、人工タンパク質効率的化学合成法の確立を従来から行ってきたチオエステル等価体であるSEAlide peptideを利用す
ることで達成した。

研究成果の概要（英文）：We have developed N-sulfanylethylanilide (SEAlide) peptides. Extensive 
examination of SEAlide peptides showed that the amide-type SEAlide peptides can be directly and 
efficiently involved in NCL via thioester species in the presence of phosphate salts. The presence or 
absence of phosphate salts provided kinetically controllable chemoselectivity in NCL for SEAlide 
peptides. This allowed SEAlide peptides to be used in both one-pot/N-to-C-directed sequential NCL under 
kinetically controlled conditions, and the convergent coupling of large peptide fragments, which 
facilitated the chemical synthesis of proteins over about 100 residues. The use of SEAlide peptides, 
enabling sequential NCL operated under kinetically controlled conditions, and the convergent coupling, 
were used for the total chemical synthesis of a 162-residue monoglycosylated GM2-activator protein 
(GM2AP) analog.

研究分野：医薬品化学、ペプチド化学
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１．研究開始当初の背景 
薬効発現の鍵分子であるタンパク質機能
を分子レベルで理解することは、多様な分野
の集積によって成り立つ創薬研究をより論
理的かつ合理的に推進する上で必須の事項
である。これに向け、合成小分子を利用した
ケミカルバイオロジー的研究手法が一定の
成功を収めつつある。もう一つのアプローチ
は、創薬関連タンパク質自身を主に分光学的
手法により解析し、その機能を明らかにしよ
うとするものである。これら機能解明に資す
る分子として、天然型タンパク質そのものが
挙げられるが、外部に対して情報発信を行え
る人工タンパク質も極めて有用である。これ
らの人工タンパク質創製は、一般に遺伝子工
学的手法では不可能であり、化学合成に頼ら
ざるを得ない。すなわち、人工タンパク質効
率的化学合成法の確立は、論理的かつ合理的
創薬研究における基盤技術となるものであ
る。さて、タンパク質化学合成は、Native 
Chemical Ligation (NCL)法の開発により進歩
を遂げたが、未だその発展途上にあるのが現
状であり、タンパク質完全化学合成に向けた
取り組みが精力的に行われていた。申請者も
創薬分野におけるタンパク質機能解析の重
要性を念頭に、タンパク質化学合成、化学操
作、化学修飾というタンパク質に対し 3方向
から研究を展開してきた。化学合成に関する
研究では、ペプチドチオエステルと N末シス
テインペプチドの化学選択的反応である
NCL 法を基盤とし、NCL 法における問題点
を解消しうる N-Sulfanylethylanilide (SEAlide) 
Peptide 法および Sulfanylproline (HSPro)法の
開発を進めていた。 
我々が研究を展開してきたSEAlide Peptide法、
HSPro 法はこれら３つ従来の NCL 法におけ
る問題点解決に資するものであると考え、こ
れらを基盤とした研究展開を計画した。すな
わち、創薬関連タンパク質の機能解析を指向
した人工タンパク質効率的化学合成法の確
立を目指した。 
 
２．研究の目的 
薬物標的をはじめ薬効発現に至る過程に
関与する分子の多くはタンパク質であり、こ
れらの機能の分子レベルでの理解は、薬物の
シード探索から有効性評価に至るすべての
段階に関係する重要研究課題である。これに
向けた戦略は、小分子プローブをタンパク質
機能探索に利用する方法論、そしてタンパク
質分子自身を解析する方法論の 2つに大別さ
れる。ケミカルバイオロジー研究の活発化に
伴い、前者の研究に大きな進展がみられる。
一方、後者については、機能解析に供すべき
タンパク質分子の供給が一つの足枷となっ
ており、機能情報発信能力を持つ人工タンパ
ク質の効率的調製法の確立は創薬研究推進
の上で喫緊の課題である。そこで本研究では
創薬関連タンパク質機能解明と基盤となる、
人工タンパク質効率的化学合成法の確立を

その研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究目的を達成するため、「SEAlide Peptide
を利用した効率的チオエステル合成法の確
立」、「連続 NCL 法確立に向けた新規速度論
的 NCL 法の開発」、「縮合部位の柔軟性向上
に向けたシステインを必要としない NCL 法
の開発」、これら 3つの目標を同時進行させ、
人工タンパク質効率的完全化学合成法確立
へ展開した。さらに、細胞内天然型タンパク
質の合成タグ分子による修飾についても検
討した。まず、平成 24 年度については、目
標達成に向け、研究計画「SEAlide Peptide合
成法の確立」、「速度論的 NCL に利用可能な
素反応の開発」、「NCL 用 Versatile Ligation 
Auxiliary の開発」を行った。平成 25 年度以
降は、3 つの研究計画を人工タンパク質合成
確立に向け統合し、タンパク質完全化学合成
を目指した。さらに、細胞内天然型タンパク
質修飾を利用した情報発信型人工タンパク
質への変換について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）SEAlide Peptideを利用した効率的チオ
エステル合成法の確立 まず、 SEAlide 
peptide の合成の基盤となるアニリン型リン
カーへの Fmoc アミノ酸の効率的導入法につ
いて検討した。従来は Glyおよび Alaの導入
法しか検討されていなかったが、タンパク質
構成アミノ酸すべてに適応可能な方法論を
見出すに至った。具体的には POCl3-Et3N 系
で Fmoc アミノ酸を活性化する方法論である。
本法を利用し、各種アミノ酸導入 SEAlide 
peptideの合成を行い、SEAlide peptideとして
利用できる C末端アミノ酸の確定を行った。 
（２）速度論的 NCL 法の開発 SEAlide 
peptideに関する研究過程において SEAlide部
分はリン酸塩存在下においてのみチオエス
テルとして機能することを見出した。すなわ
ち、これは SEAlide peptideはリン酸塩の有無
により厳密に反応性を制御できることを意
味する。この性質を利用することで、速度論
的 制 御 を 基 盤 と す る 画 期 的 な
N–to–C-directive one/pot sequential NCL法を開
発するに至った。また、これとは別に従来は
NCL反応に利用が不可能とされてきた Proチ
オエステルについても反応条件を選択する
ことで NCL 反応に利用可能であることを見
出した。これにより、速度論的 NCL 法に結
びつく素反応として SEAlide peptideと Proチ
オエステルを利用する 2つの方法論を確立す
るに至った。 
（３）タンパク質完全化学合成の達成 上記
２つの研究成果を統合し、162 残基からなる
糖タンパク質である GM2AP誘導体の完全化
学合成を達成した。あわせて GM2APの構造
活性相関研究を遂行するためには、種々の配
列を有する GM2APタンパク質が必要となる。
これについても Proチオエステルを利用した



反応を利用することで合成タンパク質の多
様性拡大に成功した。また、当初は天然型
GM2AP の化学合成には成功していなかった
が、糖導入部分での NCL 反応を可能とする
システイン様誘導体の開発に成功し、天然型
GM2APの完全化学合成にも成功した。 
④ In cellタンパク質ラベリング化法の開発 
本研究課題ではタンパク質の完全化学合成
に資する方法論の開発以外にタンパク質ラ
ベリング化についても検討した。ここで利用
したのは、我々が従来から研究を行ってきた
刺激応答型ペプチド結合切断能力を有する
アミノ酸の Spr である。すでに、Spr を利用
することでペプチド機能の変換に成功して
いたので、細胞内導入とタンパク質ラベリン
グという 2つの機能を Sprを利用することで
転換し、細胞内に存在するタンパク質のラベ
ル化を光照射下に達成した。 
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