
１． はじめに

グリコシル化は，生体内タンパク質の約半分に及ぶ一般
的な翻訳後修飾である．これらの糖鎖には，細胞の増殖や
分化，がん化など種々の生命現象への関与が指摘されてい
る．したがって，糖鎖機能が詳細に解明されれば，糖鎖機
能に基づく新薬の開発も期待される．タミフルやリレンザ
はその好例といえる．
しかし，これらの例は別として，糖タンパク質糖鎖の機

能を詳細に明らかにすることは容易ではない．種々の糖転
移酵素により構築される糖鎖には多様性があるため，糖タ
ンパク質は異なった糖鎖構造を持つ混合物として存在して
おり，個々の糖鎖の持つ機能の特定は困難なのが現状であ
る．このことが糖タンパク質糖鎖研究の進展を妨げる原因
の一つとなっている．
最近の化学合成法の進歩によって，均一な糖鎖を持つタ

ンパク質の合成が可能となってきた．そして化学合成糖タ
ンパク質を用いた糖鎖機能解析が実現されつつある．ここ
では，筆者らの成果を含め，糖タンパク質合成の現状を概
説する．

２． セグメント縮合法とチオエステル合成法

現在，４０残基程度のペプチドの合成にはもっぱら固相
法が用いられており，抗原用ペプチドの合成等，生化学分
野でも必須の技術となっている．ペプチドが樹脂に結合し
ているため，固相法では機械的に試薬添加とろ過を繰り返
すだけでペプチドを合成することができる．反面，各アミ
ノ酸導入時に生じる欠陥ペプチドが樹脂上に蓄積するため
に，合成終了後に樹脂から切り出すと，目的物のほかに多
くの欠陥ペプチドが共存することとなる．短いペプチドな
らば HPLCにより目的物を精製できるが，５０残基を超え

るようなペプチドでは，副生成物の除去は往々にして困難
である．このため，タンパク質の合成には，固相合成した
比較的短いペプチドどうしを結合させるセグメント縮合法
の適用が必須となる．
セグメント縮合を利用した糖タンパク質の合成ルートを

図１Aに示す．いずれの方法も C末端にチオエステル基を
持つ糖ペプチドが鍵物質である．ルート１では，固相合成
の際，糖鎖を持つアミノ酸を導入して糖ペプチドチオエス
テルを合成し，縮合，フォールディングを経て糖タンパク
質を得る．一方，ルート２では，ペプチドに一番近い還元
末端糖のみを持つアミノ酸を導入し，単糖を持つタンパク
質を得た後，残りの糖鎖を酵素的に導入する．両方法とも
一長一短があるが，ルート１では，目的の糖鎖を持ったタ
ンパク質が直接得られる，ルート２では単糖を持つタンパ
ク質を，糖転移酵素を用いて種々の糖鎖を持つタンパク質
に簡単に誘導できる等のメリットがある．
単糖どうしをつなぐグリコシド結合が強酸に不安定であ

ることから，糖ペプチドチオエステルの合成は，強酸を用
いない９-フルオレニルメトキシカルボニル（Fmoc）法が
有効である．図１Bに概略を示す１，２）．この方法では，種々
のアシル基転位素子を樹脂上に導入し，Fmoc法によりペ
プチド鎖を伸長する．樹脂から切断後，適切なチオール
（図では R３-SH）で置き換えて目的物を得る．チオエステ
ル結合は，Fmoc基除去に用いるピペリジンで分解するた
め，固相合成後にチオエステル結合を形成させる巧みな方
法である．我々は転位素子として N-アルキルシステイン
（NAC）を用いる NAC法を開発している２）．

３． native chemical ligation（NCL）法によるインター
フェロン-の合成

インターフェロン-（IFN-）は抗がん活性，抗ウイル
ス活性を持つサイトカインである．二つのサブタイプのう
ち，１aには糖鎖があるが，１bにはない．１aの方が活性が
高く，また非還元末端にシアル酸があると血中安定性が高
い．
均一な糖鎖を持つ IFN-の医薬応用を目指して IFN--１a

の化学合成が報告されている３）．この合成では図１Aルー
ト１の方法が用いられた．また，セグメント縮合は，図２
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Aの NCL法４）により達成された．NCL法は，ペプチドチ
オエステルと Cys残基を N末端に持つペプチドとのチオ
エステル交換，アシル転位を経て目的物を得る方法であ
る．保護基不要の縮合法であり，タンパク質合成のスタン
ダードとして用いられている．
IFNの合成ルートを図２Bに示す．適切な位置に Cys残

基がないため，配列中の Alaを Cysに変更して NCLを
行った後 Alaに変換する Dawsonらの方法が用いられてい
る５，６）．NCL，Cys→Ala変換後，脱保護，フォールディン
グを経て目的物へと誘導された．得られた IFNは，ヘ
リックスに富む CDスペクトルを示し，また，シアル酸を
持つ IFNは，アシアロ体よりも強い抗腫瘍活性，血中安
定性を持っていた．

４． NCL法によるサポシン Cの合成

ペプチド鎖の構築時に大きな問題がなければ，２０kDa
程度の糖タンパク質の合成は可能である３，７）．一方脂質結合
タンパク質等，疎水性の高いタンパク質は，分子量によら
ず化学合成が難しい．その主な原因は，固相合成，精製，
縮合いずれの段階でもペプチドが難溶性になることにあ
る．
サポシン Cは，リソソーム内において，セラミド部分

に結合してスフィンゴ糖脂質の可溶化を促し，そのグリコ
シダーゼによる分解を補助する．サポシン Cが欠損する
と，グルコシルセラミドが細胞内に蓄積し重篤な神経疾患
に至るため，その病態解明と治療法の開発が待たれてい
る．そこで，筆者らは機能解析を目指して，均一な糖鎖を
持つサポシン Cの合成を行った８）．
ペプチド鎖を二つに分割して NCLの適用を試みたが，

予備実験の結果，N末端側のチオエステルはきわめて溶解
性が悪く，HPLCによる精製が困難であった．そこで，ペ
プチドの溶解性を向上させるアシルイソペプチド法９）の適
用を試みた．この方法では，固相合成時，適切な Ser／Thr
残基においてペプチド鎖を側鎖水酸基に結合し，エステル
結合を形成する．この構造が維持される酸性条件では，分
子間での シート構造形成が抑制されて溶解性が向上す
る．一方，イソペプチド結合は中性条件では速やかに通常
のペプチド結合へと変換される．
サポシン Cの合成ルートを図２Cに示す．NCL後にグ

リコシンターゼ１０）による糖鎖伸長を行うため，Asn２１には
還元末端糖である GlcNAcを導入した．通常の合成により
N末端側３４残基のチオエステルを合成したところ，前述
のように難溶性のために精製できなかった．そこで Ala２２-
Thr２３にイソペプチド結合を導入してチオエステルを再合
成したところ，溶解性は飛躍的に向上し，収率はイソペプ

図１ 糖タンパク質と Fmoc法による糖ペプチドチオエステルの合成ルート
（A）糖タンパク質の合成ルート．（B）糖タンパク質合成の鍵化合物ペプチドチオエステルの合成ルート．R１～R３は適切なアルキ
ル基を表す．チオエステル結合は，Fmoc固相法の段階で用いられるピペリジンにより分解してしまう．このため，固相合成時は
アシル基転位素子によりアミド結合でペプチドを保持し，合成終了後 N-S 転位によりチオエステルへと変換する．
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チド結合導入前の１０倍に達した．C末端ペプチドとの
NCLを行ったところ，イソペプチド結合がペプチド結合
に変換されるとともに，効率よく縮合反応が進行した．保
護基の除去とジスルフィド結合形成後，GlcNAcを持つサ
ポシン Cを得た．次に別途化学合成した８糖を酵素によ
り転移させ，９糖を持つサポシン Cに誘導した．
９糖付き，GlcNAc付きサポシン C，コントロールとし
て合成した糖鎖を持たないサポシン C，いずれも ヘ
リックスに富む CDスペクトルを示し，グルコシルセラミ

ダーゼによる基質の加水分解反応を３０倍程度促進した．
この活性は天然物の２倍以上にあたる．ただし糖鎖の有無
による活性変化はみられなかった．今後 in vivo での活性
測定を行い，糖鎖機能をさらに調べる予定である．糖鎖を
持つサポシン Cは，溶解と凍結乾燥を繰り返しても溶解
性にあまり変化はなかったが，糖鎖を持たないものは一度
溶解して凍結乾燥すると，以後ほとんど溶けなくなること
から，糖鎖が溶解性の向上に寄与していることは確かであ
る．

図２ native chemical ligation（NCL）法による糖タンパク質の合成
（A）NCL法の概略．（B）IFN-βの合成ルート．（C）サポシン Cの合成ルート．
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５． TIM-３ Igドメインの化学―酵素合成

T細胞表面に存在するT cell immunoglobulin mucin-３（TIM-
３）の Igドメイン（ポリペプチド鎖：１２kDa，図３B）には
１か所の N 結合型糖鎖が存在する．この糖鎖にガレクチ
ン９が結合すると，その T細胞の細胞死が誘導される．
そこで， Igドメインとガレクチン９との複合体を解析し，
細胞死のメカニズム解明に貢献するため，糖鎖を持つ Ig
ドメインを合成した１１）．
この Igドメインには，適切な位置に Cys残基がないた

め，チオエステル法（図３A）１２）により縮合した．この方法
では側鎖アミノ基とチオール基を保護したペプチドのチオ
エステル基を活性化し，他方のペプチドの末端アミノ基と
反応させる．保護基の導入により，理論上どのアミノ酸残

基でも縮合できる方法である．
チオエステル法では，Ag＋によりアルキルチオエステル

を活性化する．一方，芳香族チオエステルを用いると Ag＋

非存在下で縮合可能である．そこで Ag＋の有無による連続
縮合法を開発し，Igドメインの合成に用いた（図３C）．ま
ず，図３Bの矢印でペプチド鎖を分割し，NAC法２）により
N末端（１―３１）の芳香族チオエステルと，中央（３２―６８）の
アルキルチオエステルを合成した．さらに，C末端セグメ
ント（６９―１０７）には溶解性向上のため Thr７８の位置にイソ
ペプチド構造を導入した．N末端と中間セグメントを Ag＋

非存在下で縮合後，C末端セグメントと Ag＋を加えて続け
て縮合したところ，効率よく Igドメインの全長ペプチド
が得られた．脱保護，フォールディング，糖鎖転移を経て
目的とする Igドメインを得た．
合成した Igドメインは シート構造に富む CDスペク

図３ チオエステル法による TIM-３ Igドメインの合成
（A）チオエステル法の概略．（B）Igドメインの構造．↓はペプチドの分割位置を示す．（C）Igドメインの
合成ルート．
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トルを与え，Igフォールドの形成が示された．また，ジ
スルフィド結合様式も図３Bのとおりであった．今後，ガ
レクチン９との複合体の結晶化を行い，その立体構造を解
析する予定である．

６． おわりに

化学合成法の進展により，複雑な糖鎖を持った糖タンパ
ク質が比較的短期間に合成可能になってきた．これらの均
一な糖鎖を持つタンパク質は，糖鎖機能の解明に貢献する
ばかりでなく，医薬品開発も加速させるものと期待され
る．４節で疎水性糖タンパク質の合成にふれたが，膜タン
パク質等水系溶媒に難溶性のタンパク質の化学合成につい
ては，さらに検討が必要である．膜上には GPCR等創薬
ターゲットとなるタンパク質が多く存在している．その多
くは糖タンパク質であり，これらの機能解明に貢献できる
ように，化学合成法のさらなる進展が期待される．
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