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研究成果の概要（和文）：翻訳後にさまざまな修飾を受けた糖タンパクなどの多様な修飾タンパクを化学的に純物質と
して合成するための収束的手法の開発を行った．まず，修飾の足掛かりとしてチオカルボン酸を有するオリゴペプチド
の合成法として，新たなチオカルボン酸前駆体を開発し，オリゴペプチド合成に適用した．また，その開発の過程で，
アスパラギン部位で結合を形成する新規ライゲーション反応を開発した．さらに，チオカルボン酸を足掛かりとした新
規アミド合成反応として，アミノ酸の炭酸無水物を活用した手法を見出した．

研究成果の概要（英文）：Novel convergent synthetic methodologies to prepare proteins with post-translation
al modifications were developed. We found out that methylphenacyl thioesters are stable enough to be carri
ed through standard Boc-TFA peptide elongation as a precursor of thioacids, and can be deprotected into th
e corresponding thioacids easily and cleanly. The thioacids prepared can be converted into amide bonds whe
n treated with N-carbonyl cyclic amino acid anhydrates. We also developed a novel chemical ligation at the
 site of asparagine using oligopeptides with N-terminal N-Boc-protected beta-thioaspartic acid and C-termi
nal acyl azide respectively. The reaction proceeds via addition accompanied by loss of nitrogen and sulfur
 to give the corresponding asymmetrical imide, and deprotection of the Boc group, followed by a spontaneou
s N to N acyl shift.
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１．研究開始当初の背景 
タンパクの翻訳後修飾反応は，細胞内およ
び細胞間シグナリング，翻訳，DNA修復，細
胞周期制御，細胞分裂，ネクローシス，アポ
トーシスを含む，多くの生理学的プロセスへ
の関与が示唆されており注目すべき生体内
反応である．例えば，ADP-リボシル化反応は，
癌治療の標的としての可能性も報告されて
いる．合成化学的に十分量の修飾タンパクを
純物質として自由自在に供給できれば，修飾
の有無による高次構造の変化やその安定性
などのダイナミクス，類縁体プローブ合成に
よる動態観察など，現象の理解を飛躍的に深
化させると期待できる．微細量のタンパクの
精製と評価に多大な労力を要している生物
学の現状を打破し，翻訳後修飾反応の分子レ
ベルでの理解に挑むための基盤技術として，
本研究では，純粋な修飾タンパクの化学的供
給法を確立する． 
一残基ずつアミノ酸を伸長する逐次的な
ペプチドの固相合成法と，それぞれ C-末端チ
オエステルと N-末端システインを有する２
つのオリゴペプチド同士を連結するネイテ
ィブケミカルライゲーション（NCL）法によ
り，未修飾のタンパク質は合成が可能になり
つつある．また，修飾ペプチドのなかでも
N-結合型糖タンパクは，N-結合型糖鎖を有す
るアスパラギンを用いた逐次的ペプチド固
相合成と NCL法を組み合わせることにより，
化学合成が達成されている．しかし，さらに
多様で複雑な修飾タンパクの化学合成につ
いては，今後の発展が期待されている． 
 
２．研究の目的 
 先述した ADP-リボシル化反応は， Arg，
Cys，リン酸化された Ser残基などで進行するこ
とが知られるが，本研究では，アミドを介して
Asn 残基で結合したものおよびエステルを介
してGlu，Asp残基で結合したものの合成に向け
て反応開発を行った．これまでに，アミド結
合を介した N-結合型糖タンパクや糖ペプチ
ドの化学合成が報告されているが，いずれ
も，糖部分を有し適切に保護されたアミノ
酸単量体を用いた逐次的な合成であり，
天然に存在するような高分子量体を収束
的に合成した例はない．一方，エステル結
合については，エステル結合を有するアミ
ノ酸モノマーを用いた逐次的ペプチド伸長
反応により合成すると，エステル結合の不
安定性のため，従来用いられている TFA あ
るいは HF のような酸を用いることができ
ず，保護基の選定に困難が生じる．さらに，
グリコシルエステルに関しては，ペプチド
伸長後に糖アルコールとカルボン酸残基の
脱水縮合反応を行うと，糖アノマー位の立体
制御が困難であるし，ペプチドを可溶化する
ような DMF あるいは水を溶媒に用いた場
合には，カルボン酸残基を求核剤とするグ
リコシル化反応自体が困難である．すなわ
ち，既往の化学ではエステル修飾型のペプチ

ドを化学合成することは極めて困難であり，そ
れを可能にする新技術が求められている．そこ
で，我々がこれまで世界に先駆けて研究を行
ってきたチオカルボン酸の化学を足掛か
りとし，化学合成の最終段階で，あたかも翻
訳後修飾のように収束的に修飾基を導入す
る手法を開発する．チオカルボン酸の極めて
大きな求核性と酸性を活用することで，
ポリペプチド上に種々の求核性官能基存在下，
塩基性官能基がプロトン化される弱酸性条件
でチオカルボン酸選択的な修飾ができると
期待される．このことから，無保護のリジ
ンやアルギニン残基を有するペプチドも修
飾反応やカップリング反応の基質として使
用可能であると考えられる．カップリング
後に過激な条件の脱保護反応を必要としな
い真の最終段階で修飾基を導入する手法を
確立する． 
 
３．研究の方法 
収束的修飾ペプチドの化学合成のために，

(1)修飾の足掛かりとして，アミン，アルコ
ール，グアニジン，あるいはカルボン酸など
の無保護の官能基の存在下でも官能基選択
的に求電子的変換反応が可能である，チオカ
ルボン酸を有するペプチドを化学合成する
手法を確立する，(2) ペプチド合成後の最終
段階でチオカルボン酸を足掛かりとしてエ
ステルやアミドなどの修飾基を導入するた
めの手法を確立する，の２つに課題を分けて
検討を行った． 
(1) 側鎖にチオカルボン酸を有するペプチド
の合成 
化学合成の鍵中間体として，チオカルボ
ン酸を側鎖に有するペプチドの合成を
行った．当初は高分子量のポリペプチドを収
束的に合成するために，C-末端チオエステル
1とN-末端の-チオアスパラギン酸 2のチオ
エステル交換と続く S→Nアシル転移により
酸無水物 3を経て 4を与えるカップリング反
応を開発する予定であった（Scheme 1）．チ
オエステル交換と S→N アシル転移による
カップリング反応は，近年NCL法として高
分子量ペプチドの合成に広く用いられてい
る．本法は，天然型のペプチド結合を収束的
に与えるとともに，次の修飾の足掛かりとな
るチオカルボン酸を復元するものと期待し
た． 

Scheme 1. チオアスパラギン酸を用いたライゲーション． 

 



(2) チオカルボン酸を足掛かりとするペプチ
ドあるいはエステルの合成 
チオカルボン酸の捕捉反応により，アミド
やエステルを合成する手法を開発した．既に
我々は，グリコシルイソ（チオ）シアナート
と（チオ）カルボン酸からカルボン酸炭酸無
水物を経てアミドを生成する反応を報告し
ている（Scheme 2, Eq. 1）．また，カルボン
酸炭酸無水物からは脱炭酸を伴うエステル
およびチオエステル形成反応が進行するこ
とが古くから知られている（Eq. 2）．特にエ
ステル化は R2が嵩高い tert-ブチル基かつ反
応媒体が水系であっても進行することから，
脱炭酸反応は協奏的で極めて速いと考えら
れる．そこで，脱離基としてフェニル基など
を有するカルボナートをチオカルボン酸で
求核置換し，チオカルボン酸炭酸無水物と続
く酸化硫化炭素を経てエステルを得る反応
を検討した（Eq. 3）． 
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 Scheme 2. 脱 CO2/COSを伴うアミド／エステル合成． 

 
４．研究成果 
(1) 側鎖にチオカルボン酸を有するペプチド
の合成 
①収束的合成法の検討 
重要な合成中間体である側鎖にチオカル
ボン酸を有するペプチドの合成法開発に先
立ち，高分子量のポリペプチド合成法として，
C-末端アシルアジド 5 と N-末端の-チオア
スパラギン酸 6からアスバラギン部位で天然
型ペプチド結合を形成し 8を与える反応を開
発し論文発表した（Scheme 3）． 
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Scheme 3. アスパラギン部位での新規ライゲーション反応． 

すなわち，アシルアジド 5とチオカルボン
酸 6の脱窒素および脱硫を伴うイミン形成反
応で 7を得た後，Boc基を脱保護することで，
１級アミンを復元した．続く一級アミンへの
アシル転移により 8を得た．アシル転移によ
るカップリング反応は，近年，ネイティヴケ
ミカルライゲーション（NCL）法として高分
子量ペプチドの合成に広く用いられている

が，アスパラギン酸残基に適用した例はなく，
本手法はシステイン－アスパラギン間の天
然型結合を収束的に形成する新しい方法論
となった．  
一方で，本研究課題が目標のひとつに据え
た，非対称チオカルボン酸無水物を経てシス
テイン－チオアスパラギン酸間の結合を形
成する反応の完成には未だ至っておらず，さ
らなる検討が必要である．しかし，その過程
で，チオカルボン酸無水物の形成と続く S→
N アシル転位反応が，従来の C-末端から N-
末端に向けた逐次的ペプチド合成法に変わ
りうる，高原子効率のペプチド合成法になる
ことを見出した．本反応は，本研究課題の達
成にも大きく寄与するものであった． 

 
②逐次的合成法の確立 
側鎖にチオカルボン酸を有するペプチド
の合成を逐次的合成法により行った．すなわ
ち，ペプチド合成に広く用いられている Boc
基-TFA の化学に基づく固相合成法と両立す
るチオカルボン酸前駆体を-位に有するアス
パラギン酸を用いて，ペプチド鎖伸長を行っ
た（Scheme 4）．その際，チオカルボン酸前
駆体として，フェナシル-，メチルフェナシル
-，ジメチルフェナシル-，ビスフェナシルチ
オエステルを検討し，メチルフェナシルチオ
エステルが前駆体の安定性及びチオカルボ
ン酸への可変性に最も優れていることを見
出した．近年，開発報告数や引用数が伸びて
いるチオカルボン酸前駆体のなかでも，汎用
のペプチド保護基との直交性において有用
性および信頼性の高い前駆体である． 
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Scheme 4. 側鎖チオカルボン酸を有するペプチドの逐次的合成． 

特に，脱保護によりペプチド鎖中で-チオ
アスパラギン酸残基を生成する際に，既往の
2,4,6-トリメトキシベンジル（Tmob）チオエ
ステルを TFA で脱保護した場合や 9-フルオ
レニルメチル（Fm）チオエステルをピペリ
ジンで脱保護した場合には相当量観察され
るアスパラギン酸イミド 9や，それを介して
異性化したチオイソアスパラギン酸が観察



されなかったことは特筆すべきことである
（Scheme 5）． 
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Scheme 5. 側鎖チオカルボン酸を有するペプチド合成の副反応． 

 
(2) チオカルボン酸を足掛かりとするペプチ
ドあるいはエステルの合成 
 チオカルボン酸を足掛かりとして，チオカ
ルボン酸炭酸混合無水物と続く脱炭酸を経
たエステル化反応を検討した．グリコシルニ
トロフェニルカルボナートとチオカルボン
酸から炭酸無水物の生成を検討したが，望む
置換体は得られなかった．そこで，単純なチ
オカルボン酸を有するモデル基質を用い，ニ
トロフェニルカルボナートから混合無水物
の合成を試みたが，チオカルボン酸による置
換反応は進行しなかった．現在までに修飾ペ
プチド合成に耐えうる高効率なエステル化
反応条件を見出すに至っていない．一方，こ
れらの検討の過程で，チオカルボン酸炭酸混
合無水物がカルボン酸により求核置換を受
けることを見出した．また，アミノ酸の環状
炭酸無水物がチオカルボン酸により求核的
開環反応を受けることを見出した．修飾タン
パク合成に向けいっそう有望で，かつ，簡便
なペプチド合成を可能にする新法の開発に
繋がる新事実である． 
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