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研究成果の概要（和文）：リン脂質膜を反応の場として用い、ジスフフィド結合を豊富に含むペプチドの酸化的フォー
ルディング反応の開発とその解析に取り組んだ。まず、化学合成法によりシステインリッチペプチドを調製し、様々な
リン脂質組成の脂質膜を用い反応を試みた。グリセロリン脂質が良好な結果を与えた一方、スフィンゴミエリンなどア
ミド結合を含む脂質では低収率であった。また、逆相HPLCのペプチドの保持時間から反応結果の予測が可能であること
を見いだした。次に、ジスルフィド結合の形成過程を酵素消化と質量分析により解析し、従来の溶相反応とは異なる中
間体を検出し、脂質膜上での反応ではユニークな反応経路を経ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new protocol for the oxidative folding reaction of c
ysteine-rich peptides in a phospholipid membrane: "membrane induced folding reaction". We investigated the
 effect of the phospholipid composition and pH of the reaction on the folding yield and purity of cystein-
knot peptides including beta defensins, conotoxins, and other peptides. The best yield was obtained in the
 presence of glycero-phosholipid membrane  with negative charge without adding anr redox reagents.  The ph
ospholipid membranes for the folding reaction can be a general method for peptide and protein engineering.
 

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域

キーワード： 脂質膜　ペプチド化学

生体分子科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ジスルフィド結合を豊富に含むペプチ

ドは、その構造と活性の多様性から、新規医
薬品のシーズや基礎研究のツールとして注
目され、その化学合成や生理機能の解明に大
きな努力が払われている。近年の分子生物学
とペプチド化学合成法の進歩により、システ
インを多く含む還元型タンパク質•ペプチド
の調製は可能となっている。 

しかし、その還元型を正しいジスルフィ
ド結合を持った酸化型へフォールディング
させる条件を見いだすことは容易ではなく、
研究・開発の大きなボトルネックとなってい
る。システインを多く含む還元型タンパク
質・ペプチドのフォールディング反応条件の
最適化には様々な因子（緩衝溶液や塩の種類、
pH、塩濃度、酸化還元電位を調製する添加剤、
溶存酸素、有機溶媒の有無、温度、ペプチド
の濃度など）を考慮し、それらを厳密に制御
する必要がある。この条件設定は依然として
経験に基づく時間のかかるスクリーニング
に頼っており、タンパク質結晶化の条件検討
とよく似ている。その結果、アミノ酸配列に
高い相同性を持つペプチド同士であっても
全く異なったフォールディング条件が報告
され、各論のみで一般論を欠いているのが現
状である。 

したがって、構造機能の研究に必要とな
るサンプルの簡便な調製方法を確立するこ
とは重要な課題となっていた。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、脂質膜を反応場として用い、
ジスルフィド結合を豊富に含むペプチドの
新たな原理に基づくフォールディング反応
の開発に取り組む。脂質膜の構造または物性
とフォールディング反応の相関関係が明ら
かになれば、ペプチドの物性に基づき、反応
に適切な脂質膜の選択が可能となるだろう。
反応条件の選択に役立つ一般則を見いだし、
スクリーニングによらないフォールディン
グ反応の指針の確立を目指した。 

従来技術では合成が困難であった複雑
な架橋構造および修飾を有するジスルフィ
ドリッチペプチドを、高純度、高収率、簡易
操作で得ることを可能とする、実用的な調製
方法の確立を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

まず、化学合成法により還元型のジスル
フィドリッチペプチドとしてコノトキシン
類とヒトディフェンシン類の計８種を調製
した。そして、反応収率を評価基準として、
酸化的フォールディング反応における各種
組成からなる脂質膜の効果を評価した。反応
溶液の pH、グルタチオンなど酸化還元剤の効
果もあわせて検討した。フォールディング反
応に影響を与える膜構造とペプチド構造の

相関関係について考察をおこなった。 
次に、反応中間体を単離し、酵素消化と

質量分析法により脂質膜上での反応経路の
解析に取り組んだ。そして、得られた知見に
基づき複雑なジスルフィドリッチペプチド
の合成を実施し、開発した反応の有効性を検
証した。 
 
 
４．研究成果 

上記実験により、以下の４点を明らかと
した。 
(1) 様々なリン脂質組成の脂質膜をもちい

酸化反応を試みた結果、頭部に負電荷を
持つグリセロリン脂質を含む膜が良好
な結果を与えた。一方、スフィンゴミエ
リンなどアミド結合を含む脂質および
中性脂質膜では低収率であった。膜の多
重性、直径による効果は見られなかった。 
 また、大腸菌由来の抽出脂質でもフォ
ールディング反応は進行し、生体内にお
ける脂質誘導性の反応の存在を示唆す
るデータをして興味深い結果を得た。 

(2) グルタチオン、システインなどからなる
酸化還元剤を用いずに反応をおこなう
ことができた。反応条件の選択の幅が広
がり、コストの削減にも繋がると考えら
れる。 

(3) リン脂質膜の添加により収率の向上が
見られるペプチドは、フォールディング
により逆相 HPLC の保持時間が大きくな
る傾向にあった。このことは、逆相 HPLC
の保持時間から反応結果の予測が可能
であることを意味している。実用面で有
用な指標を見いだしたと考えている。 

(4) ジスルフィド結合の形成過程を酵素消
化と質量分析により解析し、溶液中のフ
ォールディング反応とは異なる中間体
を検出し、脂質膜上での反応ではユニー
クな反応経路を経ることが示唆された。 

(5) 蛍光標識サンプルの調製に成功した。蛍
光色素を導入した還元型ペプチドであ
っても、非修飾体と同じ条件でフォール
ディング反応をおこなえた。 

(6) 分子間にジスルフィド結合を持つペプ
チドである酸化型ヒトインスリンの効
率的な合成は達成できなかった。 
 

  本研究結果は「脂質膜上での化学反応」
という新コンセプトの提案と検証を実施し
たもとして、学会発表などで高い評価を頂い
た。一方、今後の課題は in vivoにおけるフ
ォールディング反応-脂質膜の関連の解明、
および、より複雑なジスルフィド架橋様式の
実現であると考えている。 
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