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研究成果の概要（和文）：本研究を通じてタンパク質完全化学合成の必須合成中間体であるN末端チアゾリジン
含有ペプチドチオエステルを、対応するヒドラジドから直接合成可能な手法の開発に成功した。この直接分子変
換は従来法では達成不可能とされたものであり、従来にない画期的な反応である。また、ペプチドヒドラジドを
鍵化合物とする固相ライゲーション法のための反応を見出し、効率的なペプチド鎖多成分縮合への基盤を構築し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we successfully developed a method that can directly 
synthesize N-terminal thiazolidine-containing peptide thioester, which is an essential synthetic 
intermediate for complete chemical synthesis of proteins, from the corresponding hydrazide. This 
type of transformation has not been achieved by conventional methods. We also developed a novel 
solid-phase chemical ligation method for efficient protein synthesis, with peptide hydrazide as the 
key molecule. These results will find great utility in the preparation of useful artificial 
proteins.

研究分野： ペプチド化学、タンパク質化学

キーワード： ペプチド　タンパク質　チオエステル　ヒドラジド　チアゾリジン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体高分子のひとつであるタンパク質は様々な活性を示し、食品・医薬品分野から工業分野まで広く産業応用さ
れている。これら有用タンパク質を自在にデザインしナノレベルでファインチューニングされた人工タンパク質
を創出可能な技術として、化学合成法があげられる。本研究で得られた成果は、化学合成法によりタンパク質を
合成する際の技術的課題を解決する画期的なものであり、タンパク質を対象とする多様な分野への波及効果も大
きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体高分子のひとつであるタンパク質は様々な活性を示し、食品・医薬品分野から工業分野

まで広く産業応用されている。例えば酵素反応は、高い官能基選択性・立体選択性を常温・常
圧・中性条件で達成可能であり、リパーゼによる不斉合成をはじめ有機合成化学分野において
もその有用性が認められている[引用文献 1]。合成化学分野における酵素利用を強力に推進し常
用手法へと昇華するうえで、特定の基質にのみ作用するという酵素反応特有の問題をいかに克
服するかが鍵を握る。すなわち、基質特異性の本質であるアミノ酸側鎖官能基の空間配置を、
ナノレベルでファインチューニングすることが求められる。この課題に対し、タンパク質原性
アミノ酸の置換・挿入・欠損による酵素ライブラリー構築とスクリーニングを手段とするいわ
ゆる酵素工学的アプローチが試みられているが、調製可能な酵素ライブラリーは天然アミノ酸
20 種類の範疇に制限される。一方、ペプチドレベルでは非天然アミノ酸構造を構成ユニットと
するフォルダマーによる二次構造制御と官能基の空間配置デザインに関する研究が進められ、
天然アミノ酸由来ペプチドとは異なる構造や機能が見出されている[引用文献 2]。そこで、本研
究ではフォルダマー構成ユニットに代表される非天然アミノ酸構造を系統的に導入可能なタン
パク質調製法として研究代表者が研究実績を有するタンパク質化学合成に着目し、タンパク質
工学的手法では開拓不可能であった各種官能基の空間配置をナノレベル制御した網羅的酵素ラ
イブラリーを構築しカスタムメイド型人工酵素創出に挑戦することとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では合成化学的に価値の高い炭素－炭素結合形成反応を触媒する酵素のひとつであり

本酵素を有機合成化学的に応用した例が報告されつつあるフルクトース-6-リン酸アルドラー
ゼ A（FSAA）をモデルとして、「これまでに化学合成が達成されていない FSAA の完全化学合
成法の確立」と「フォルダマー構造導入を基盤とした天然酵素を凌駕するスーパーFSAA の開
発」を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
本研究は下記順に従って進めた。 

(1) FSAA 完全化学合成のための各ペプチド鎖の固相合成 
(2) N 末端 Thz 含有ペプチドチオエステルの新規合成法の開発 
(3) 効率的タンパク質合成を指向した固相ライゲーション法の開発 
 
４．研究成果 
(1) FSAA の完全化学合成に取り組むにあたり、FSAA を Fr1~Fr7 の 7 つのペプチド鎖に分割
して固相合成した後に native chemical ligation 法による縮合と続く縮合部位システイン残基の脱
硫反応によるアラニン残基への変換を経る合成法を立案した。Fr1(1-33)、Fr2(34-61)、Fr3(62-94)、
Fr4(95-124)、Fr5(125-159)、Fr6(160-178)、Fr7(179-220)の 7 ペプチド鎖の固相合成を検討し、
Fr5(125-159)を除く 6 つのペプチド鎖については合成を達成した。Fr5(125-159)は N 末端システ
イン含有ペプチドチオエステルとして合成を試みたが、Boc 法による直接合成、側鎖アンカー
法による合成いずれにおいても満足いく収量で所望のペプチド鎖を得ることはできなかった。 
(2) そこで、Fr5(125-159)の合成法としてペプチドヒドラジドを前駆体とする合成手法を適用
することとした。本ペプチドは N 末端チアゾリジン（Thz）含有ペプチドチオエステルとして
合成する必要があるが、ヒドラジド法ではチオエステルへの変換時に Thz 部位が分解するため
にこの分子型を直接合成することはできない。そこで、N-Thz 含有ヒドラジドに適用可能な新
規ヒドラジド活性化条件の探索を進めたところ、トリフルオロ酢酸溶媒中、m-クレゾール、チ
オアニソール存在下亜硝酸ナトリウムを作用させることで、Thz 構造の分解を抑えつつチオエ
ステル体へと高効率で変換可能なことを見出した（図 1）。 
(3) 本手法の開発によりすべての FSAA 合成用ペプチド鎖にアクセス可能となったが、タンパ
ク質の収束的合成を進めるにあたり、多段階合成となるため各段階での HPLC 精製に伴う収率
低下が懸念された。そこで、HPLC 精製回数を減らす目的で、固相担体を利用するペプチド鎖
縮合反応を開発することにした。すなわち、C 末端ペプチド鎖を固相上に担持し、これを基質
として順次ペプチド鎖を縮合するという戦略である。この時、過剰の試薬等は洗浄・ろ過のみ
で除去可能なため、HPLC 精製は必要なく、全体の収率向上が見込める。本合成戦略を成功裏
に導くうえで、無保護ペプチドをいかに選択的に固相担体に担持するか、そして合成したタン
パク質分子をいかに選択的に固相担体から切り出すかが鍵を握る。そこで、ペプチドヒドラジ
ドの反応性に着目し検討を開始した。 
ヒドラジドはアルデヒドと選択的に反応し、ヒドラゾンを与えることが知られている。ヒド

ラゾン形成は可逆反応であるため、固相上でのペプチド鎖縮合時に欠落することを防ぐ目的で
ヒドラゾンを還元しアルキルヒドラジドとして担持することを計画した。その結果、反応条件
を精査した結果ペプチドヒドラジドをアルデヒド修飾樹脂に効率的に担持する条件を特定した。
また、ペプチドアルキルヒドラジドに水溶液中で硫酸銅を作用させることで、顕著な副反応を
伴うことなく選択的に加水分解され対応するカルボン酸を与えることが明らかとなった。さら
にこれらの反応が固相上でも進行することが明らかとなり、固相ライゲーション法の基盤技術
を確立することに成功した（図 2）。 



以上、当初目的とした FSAA の完全化学合成には至らなかったものの、その研究過程で新規
チオエステル法の開発および固相ライゲーション法の開発を達成した。現在、これらの FSAA
合成への応用について検討を続けており、これを発展させることで当初の目的に結び付けるこ
とが可能なものと考えている。 

 

 
図 1. 開発した N 末端 Thz 含有ペプチドチオエステル合成法と連続 NCL によるタンパク質化学
合成の概念図 
 

 

図 2. ペプチドヒドラジドを鍵化合物とする固相ライゲーション法の概念図 
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