
単一アミノ酸ポテンシャルの解析と 
新しい力場開発の試み

はじめに
　タンパク質やペプチドの分子
構造中にはヘリックス構造や
シート構造が多く見られるが，
これらの規則的な二次構造はど
のようにして生成し，安定化さ
れているのであろうか。一般に
は，ポリペプチド鎖の疎水的凝
集（エントロピー減少）とアミ
ノ酸残基間の水素結合の形成（エンタルピー減少）が
二次構造生成の主要因子と考えられている。しかし，
ポリペプチド鎖のコンホメーション空間は，これらの
アミノ酸間相互作用の他に，個々のアミノ酸が単独で
もつ構造特性によっても大きく支配されているはずで
ある。意外にも，これまで「単一アミノ酸の構造ポテ
ンシャル」と「タンパク質やペプチドの分子構造」と
の関係について厳密な解析がされていなかった。我々
は非経験的分子軌道計算によっていくつかのアミノ酸
の単一アミノ酸ポテンシャル（Single Amino Acid Po-
tential，SAAPと略す）を精密に求め，その解析を行っ
た。その結果，水中におけるSAAPもまた，ヘリック
ス構造やシート構造の重要な形成因子となっているこ
とを明らかにした ［１］。本稿では，単一アミノ酸ポテ
ンシャル（SAAP）の重要性について述べ，これを用
いた新しい力場（SAAP力場） ［２，３］ の開発について紹
介する。

単一アミノ酸の構造特性
　ペプチドの分子構造（図１）は主鎖の二面角φ， ψ
によって記述することができる。与えられた条件下で
これらの二面角が実際にどのような角度になるかは，
前述のように「個々のアミノ酸がどのような構造にな
りやすいのか」と「アミノ酸間にどのような相互作用
が働くのか」によって最終的に決まる。まず，個々の
アミノ酸の構造特性についてみてみよう。
　図２に，非経験的分子軌道計算によって求めたアラ
ニン（n＝１，R＝CH３）の単一アミノ酸ポテンシャル
を示す。計算は，Gaussian０３プログラムを用い，二面
角φ， ψを固定しながら構造最適化を真空中，エーテ
ル中，水中でそれぞれ行った。エーテル中と水中の計
算には連続誘電体モデル（PCM）を用いた。
　真空中のポテンシャルでは，（φ， ψ） ＝ （－１６０，
 １６０）， （－９０， ８０）， （７５， －５５）付近に３つの安定領域が
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図１ ポリペプチドの分子モデル

図２ アラニン（n ＝１，R ＝ CH３）の単一アミノ酸ポテンシャル．計算レベルはHF/６－３１＋ G
 （d， p）（真空中），HF/SCIPCM/６－３１＋ G （d， p）（エーテル中および水中）．等高線の間隔
は１kcal/mol．
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ある。これらはいずれも分子内水素結合をもつ構造に
対応する。エーテル中になると，分子内水素結合をも
つ構造が相対的に不安定になり，ポテンシャルマップ
が大きく変形していることがわかる。水中では，ポテ
ンシャルマップがさらに変形した結果，ヘリックス領
域（α）とシート領域（β）に２つの大きな安定領域
が現れている。以上のことより，アラニンの構造特性
は溶媒によって大きく変化すること，水中ではアラニ
ンは単独でもα構造やβ構造を取りやすいことがわ
かった。
　同様の傾向はグリシン（n＝１，R ＝ H），プロリン
（n ＝１，R ＝ CH２CH２CH２－ （N）），t - ロイシン（n ＝１，R ＝ 
 t -  Bu）のSAAPについても得ることができた。従っ
て，アミノ酸（正確には，ペプチド結合したアミノ
酸）の構造自体に，水中で二次構造を形成しやすい性
質が内在しているということができる。ここで注意し
ておきたいのは，溶媒の誘電率が減少すると二次構造
を形成しようとする性質は次第に弱くなるということ
である。また，t- ロイシンの場合には，側鎖の立体効
果が大きく，溶媒効果がグリシン，アラニン，プロリ
ンの場合のようには顕著ではなかった。

タンパク質中のアミノ酸残基の構造
　次に，単一アミノ酸ポテンシャル（SAAP）とアミ
ノ酸が実際にタンパク質中でとる構造との関係につい
て調べてみよう。図３に，タンパク質中のアラニンの
RamachandranプロットとそのBoltzmannプロットを
示す。
　図３Aより，タンパク質中のアラニンはその大部分
がα構造あるいはβ構造になっており，左巻きヘリッ
クス構造（φ＝６０，ψ＝４５）も若干存在することがわ
かる。得られたRamachandranプロットの分布は，水
中におけるアラニンのSAAP（図２，in water）とよく
一致している。Boltzmannプロット（図３ B）を見てみ
ると，水中のSAAPを用いた場合に直線関係となって
いる。このことはタンパク質中のアラニンの構造が水
中のSAAP上でほぼ完全なBoltzmann分布（熱平衡状

態）となっていることを示している。同様のBoltz-
mann分布はグリシンやプロリンの場合にも得られて
いる。
　タンパク質中のアミノ酸残基の統計的構造（Ra-
machandranプロット）と水中における単一アミノ酸
ポテンシャル（SAAP）の一致は，水中における単一
アミノ酸の構造特性がタンパク質立体構造の重要な支
配因子となっていることを示しているが，我々はこれ
に加えて次のような仮説を提案している ［１］。
　（１）現存するすべてのフォールド構造におけるア
ミノ酸（たとえばアラニン）の統計的構造はそのアミ
ノ酸が単独で示す構造特性をほぼ正確に反映してい
る。したがって，タンパク質の立体構造の進化は統計
的にみて発散していると考えられる。
　（２）タンパク質のアンフォールド状態からフォー
ルド状態への構造転移において，統計的にみるとアミ
ノ酸（たとえばアラニン）の構造に変化は見られな
い。したがって，タンパク質のフォールディング経路
は統計的にランダムであると考えられる。
　上記の２つの仮説の検証には更なる解析が必要であ
るが，いずれにしても，単一アミノ酸ポテンシャル
（SAAP）という視点でタンパク質やペプチドの立体構
造を捉えてみると，これまで見えていなかった立体構
造の意外な側面が浮かび上がってくることがわかるで
あろう。

単一アミノ酸ポテンシャルを用いた力場開発
　SAAPがタンパク質やペプチドの立体構造の形成に
重要な役割を果たしている可能性が示された。そこ
で，SAAPを用いてポリペプチドの分子シミュレー
ションを行えば，より精度の高い立体構造の解析や予
測が可能になるのではないだろうか。このような興味
から，我々の研究室ではSAAPをパラメーターとして
用いた新しい力場（SAAP力場）の開発を進めている。
ここでは，その基本的な考え方と特徴についてまとめ
ておく。SAAP力場の詳細については文献 ［２，３］ を参照
されたい。
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図３ タンパク質中のアラニン残基のRamachandranプロット（A）およびそのBoltzmannプロット（B）．
Boltzmannプロット（B）は，図２のポテンシャルマップの相対エネルギーを横軸にとり，そのエ
ネルギー領域に観測されたRamachandranプロット（A）の数密度を対数プロットしたもの．



　SAAP力場では，ポリペプチド分子の全エネルギー
（ETOTAL）を次のような基本式を用いて表す。

　　ETOTAL＝ESAAP＋EINTER＋EOTHERS （式１）

ここで，ESAAP項は各アミノ酸の単一アミノ酸ポテン
シャルの総和，EINTER項はアミノ酸間の相互作用の総
和，EOTHERS項はその他の高次の相互作用を表す。
EOTHERS項は他の２項に比べると重要度は低いと思われ
るので，現段階では一定として無視している。
　ESAAP項は，グリシンやアラニンのように側鎖の回転
自由度がないアミノ酸の場合には二面角φ，ψを用い
て２次元のポテンシャルマップで表すことができる。
しかし，長い側鎖をもつアミノ酸の場合には側鎖の回
転自由度も考慮する必要がある。多次元のポテンシャ
ルマップを非経験的分子軌道計算によって正確に求め
ることは時間的に不可能であったので，我々は主鎖と
側鎖のポテンシャルマップを別々に計算しておき，そ
れらを融合することによって多次元の単一アミノ酸ポ
テンシャルマップを作成している。また，EINTER項と
してはアミノ酸間の静電相互作用（EES’）とLennard-
Jones型のファンデルワールス力（ELJ’）を考慮してい
る。

　　EINTER ＝ EES’ ＋ELJ’

　　　　  ＝ ３３２Σ  ’ qi q j / ε rij ＋   Σ  ’  （e i ej）１/ ２［  （Rij /rij）  １２ － ２（Rij/rij） ６］
　　　　　　　　　　　　 i ＜ j　　　　　　   i ＜ j

 （式２）

qiとqjは原子iと原子jの点電荷（非経験的分子軌道計
算 に よ っ て 求 め ら れ たMulliken電 荷；単 位，
electron）， εは溶媒の誘電率，rijは原子iと原子jの原
子 間 距 離（単 位，Å），eiとejは 原 子iと 原 子jの
Lennard-Jones型 ポ テ ン シ ャ ル の 深 さ（単 位，
kcal/mol），Rijは原子iと原子jの原子半径〔それぞれ
Ri，Rj（単位，Å）〕の和を表す。式２のEES’ 項とELJ’ 項
は一つのアミノ酸に属する原子間の相互作用を含まな
いという点に注意されたい。
　ポリペプチドはアミノ酸の共重合体であるから，そ
の全ポテンシャルエネルギーを式１のように表すこと
は，単純ではあるがごく自然な考え方である。SAAP
力場の特徴は次のようにまとめることができる。
１．ポリペプチド分子をアミノ酸単位に分割して考慮
している。
２．非経験的分子軌道計算の結果に基づいた全原子力
場である。
３．主鎖と側鎖の二面角のみを用いてポリペプチドの
分子構造を表す。
４．溶媒効果をパラメーターの中にあらかじめ取り込
んでいる。
SAAP力場を用いると，第４の特徴によって，溶媒中
でも真空中と全く同じ速さで分子シミュレーションを
実行することができる。

SAAP力場を用いた分子シミュレーション
　SAAP力場の有用性を検証する目的で，モンテカル
ロシミュレーションプログラム ［４］ を独自に作成した。
このプログラムでは通常のモンテカルロ法の手順に
従って，まず，二面角をランダムに一つ選択し，その
値をあらかじめ決められた範囲内でランダムに動かし

てポリペプチドの構造を変化させる。次に，新しい構
造の全エネルギー（Ek ＋１）を式１に従って計算し，メ
トロポリスのエネルギー評価式〔 ξ    exp ｛－ β  （Ek ＋１－
Ek）｝ ； β  ＝１/kT，ただしkはBoltzmann定数， ξ は［０， １）
の一様乱数〕を用いて，もとの構造と新しい構造のい
ずれを選択するかを決定する。この操作を十分な回数
繰り返すことで，ある温度Tにおける熱平衡状態（カ
ノニカルアンサンブル）を理論的に生成することがで
きる。
　作成したプログラムを用いてMet - エンケファリン
（CHO-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-NH２）の分子シミュレー
ションを行った結果を図４に示す。設定したモンテカ
ルロステップ数はカノニカルアンサンブルを再現する
には不十分であるが，得られた結果より，Met- エンケ
ファリンの分子構造について以下のように考察するこ
とができる。
　真空中では，Gly３のRamachandranプロットが示す
ように，構造検索が有効に行われずに特定の構造にト
ラップされてしまった。これは，エネルギー相関図に
おいて静電相互作用項と全エネルギーが正に強く相関
していることからもわかるように，真空中では静電相
互作用が支配的に作用しているためだと考えられる。
SAAP項やファンデルワールス項は，真空中ではほと
んど作用していない。エーテル中でも，特定の構造に
トラップされてしまっている。しかしこの場合には，
SAAP項，静電相互作用項，ファンデルワールス項が
いずれも弱く全エネルギーと相関している。一方，水
中では構造検索が広く行われていることがわかる。ま
た，エネルギー相関図より，水中のMet- エンケファ
リンの構造はSAAP項とファンデルワールス項によっ
て支配されていることがわかる。水中では誘電率が高
いためにアミノ酸間の静電相互作用はほとんど作用し
ていない。
　以上の結果は，真空中では静電相互作用がポリペプ
チドの分子構造を大きく支配しているのに対して，水
中ではSAAPとファンデルワールス力が支配的である
ことを示唆している。また，エーテル中では真空中と
水中のちょうど中間的な状態となっているものと推測
される。

終わりに
　本稿では，タンパク質やペプチドの立体構造の形成
において水中における単一アミノ酸ポテンシャル
（SAAP）が重要な役割を果たしていることを述べた。
水素結合を考慮する以前に，アミノ酸の構造そのもの
が水中でα構造やβ構造を取りやすい性質を有してい
る。この興味深い事実は，タンパク質の自発的な
フォールディング，アミロイド形成などとも関連する
ものと思われる。SAAP力場を用いた分子シミュレー
ションによって，今後これらの詳細を明らかにしてい
きたいと考えている。
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プロテオグリカンの化学合成

　私の研究室では，特異な生化
学的機能を持つ，あるいは生合
成機構解明のツールになる，コ
ンドロイチン硫酸に関連するプ
ロテオグリカン（PG）やグリ
コサミノグリカン（GAG）など
の糖鎖の化学合成を中心に研究
を進めております。このたびペ
プチドニュースレターへの執筆
の機会をいただきましたが，な
にぶんペプチドやタンパクに関しては素人で，力不足
かもしれませんがご容赦願います。
　PGは，GAGがコアペプチドに共有結合した複合糖
質で，アグリカンのように大きい分子では糖鎖
（GAG）が百本以上あり，分子量が数百万にもなる巨
大分子です。GAGは負電荷のかたまりのような構造
ですので，GAGは互いに電気的に反発し，PG分子全
体としてはコアペプチドを軸とする，試験管ブラシの

兼
献
献 献
献
験

券
献
献 献
献
鹸

ような姿をしています。本稿では，PGにおけるコアペ
プチドの持つ意味や，PGの化学合成に関する最近の私
の研究室の話題について触れてみたいと思います。

GAG生合成仕分け機構の解明
　PGの生化学的な機能は，大概分子の中心から離れ
たGAGの末端にあります。それゆえ，コアペプチド
は構造の維持だけの役割しかないようにみえますが，
PG分子が形成されていく過程で，大変重要な役割を
持つことがわかってきました。PGの糖鎖部分である
GAGは，コアペプチドのセリンの水酸基に糖転移酵
素によって，糖残基を単糖単位で伸長して形成されま
す。図１に示すように，GAGは，コアペプチドに結合
した「共通四糖領域」と，非還元末端側に伸びる「繰返
し二糖領域」から構成されます。GAGのファミリーで
ある「ヘパリン/ヘパラン硫酸」と「コンドロイチン硫
酸/デルマタン硫酸」は，繰返し二糖を構成するヘキソ
サミンとしてα -GlcNAcかβ -GalNAcのいずれかを
持っています。生合成的には，五番目の糖転移（つま
り最初のヘキソサミン転移）の際に，そのどちらかが
転移されることにより，以後の繰り返し二糖が決定さ
れます。最近の研究により，相当する糖転移酵素が明
らかになりました１）。しかし，依然この仕分け機構だ
けは謎を残しています。まだ最終的な答えは出ていま
せんが，コアペプチドに注目して，徐々に解明の手が
かりが見えてきました。Eskoらは，ヘパリン/ヘパラ
ン硫酸のあるPGは，GAG結合近傍のコアペプチドに
酸性や疎水性のアミノ酸がクラスター状に配置されて
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図４ SAAP力場を用いて行ったMet - エンケファリン（CHO-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-NH２）の分子シミュレーショ
ンの結果．初期構造は直鎖状構造，温度は３００K，モンテカルロステップ数は１， ０００， ０００回．上段はGly３の
Ramachandranプロット，下段は全エネルギーとその成分の相関プロット．
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いるという共通点を見いだしました２，３）。彼らはこの構
造を模して，芳香環に結合させたキシロースをプライ
マーに用い，細胞中で糖鎖を伸長させたところ，ヘパ
リン/ヘパラン硫酸が優勢に得られました４， ５）。しかし，
天然での動的変化は単純ではありません。コアペプチ
ドに結合した，いわゆる結合領域四糖は，キシロース
が一時的にリン酸化されたり，それに続くガラクトー
スが硫酸化されたりと，ダイナミックな変化をしなが
ら後方に糖鎖を伸長させることが知られています。本
題から外れますが，キシロースの２位水酸基に結合し
たリン酸エステルは，結合領域糖鎖の伸長とともに存
在割合を増やします。しかし，四番目のGlcAが結合し
た時点で急速に欠落が始まります６）。この事実を裏付け
るため，我々の研究室でリン酸化・硫酸化結合領域三
糖を合成しました７）。これを利用することで，リン酸
基の存在が四番目のGlcA転移を加速することが明ら
かになりました８）。さて，我々はヘパリン/ヘパラン硫
酸糖鎖が独占的に伸長しているベータグリカンの５３５
番目のセリンに注目し，結合領域四糖が５３５番目のセ
リンに結合した小型PGを固相法と液相法で合成しま
した９）（図２）。このPGは，co-expressed EXT１-EXT２
による糖転移の結果，類似の糖鎖と比べて，とても高
いα -GlcNAc受容能を示すことがわかりました１０）。こ
のことから，GAGの生合成仕分けには，近傍のペプチ

ド環境が重要な意味を持つことが明らかになりまし
た。一方，結合領域のGal残基に存在する硫酸エステ
ルの役割はまだ明らかになっていません。ヘパリン/
ヘパラン硫酸ではこのGal残基上の硫酸は存在しない
ことが知られていますので１１），仕分け機構に密接な関
係を持つ状況証拠として興味深いと思われます。コア
ペプチドと硫酸基の双方が独立して影響を与えている
可能性もあります。いずれにしても，仕分けに関して
十分な差が見られることから，コアペプチドが生合成
仕分け機構に与える影響は大きいと思われます。

GAGクラスター化によるPG分子の形成
　天然のPGのコアペプチドには繰返し構造のような
規則性はなく，そこに結合したGAGについても，
GAG内やGAG間での均一性は見いだされていませ
ん。一本のコアペプチドに構造の異なるコンドロイチ
ン硫酸やヘパラン硫酸（GAG）が何本も結合している
PG分子もあります。したがって一概にPGの機能発現
といっても，実は複雑かつ不均一な分子構造をもつ
GAG集合体がそれぞれの機能を発現している，「分子
内社会」のような状況です。しかし天然のPGは，コ
アペプチドを中心にGAG糖鎖をクラスター状に配置
することにより，同種/異種の機能増幅（クラスター
効果）をしているのではないでしょうか。現在，多く
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図１　グリコサミノグリカンの分子構造

図２　ベータグリカンの部分構造



の研究者の努力により，GAG鎖一本ずつの機能は，次
第に明らかになりつつありますが，現実にPGとして
天然に存在していることには，それなりの意味がある
ことだと考えています。
　気の遠くなるような巨大分子の複雑な機能を明らか
にするために，我々の研究室が取り組んでいる人工
PGの合成についてご紹介します。PGの機能研究を簡
略化するには，均一で規則的な形状のPG，つまり，
均一な糖鎖構造を持つGAGが規則的な繰返し構造の
ペプチドに結合したPGを得ることが最初の課題とな
ります。ここで糖鎖合成の手法について簡単に解説し
ますと，糖供与体のアノマー位（１位）の炭素を活性
化して糖鎖を伸長させる化学合成は，伸長によって新
たに生じる１位炭素を，望む立体配置に制御すること
が重要なポイントになります。このとき２位水酸基に
アシル基を装着しておくと，隣接基関与により，新た
に生じるグリコシド結合が２位水酸基とtransの関係
になります。GAGの結合領域の合成における立体制
御は，すべてこの方法で解決できます。ヘパリンの繰
返し糖鎖部分の合成についてはこの手法が使えません
が，コンドロイチン硫酸の繰返し糖鎖部分では可能で
す。しかし，完成した保護体糖鎖からアシル基を除去
する際に，塩基性条件で処理することになります。
PGでは糖鎖がペプチドのセリン水酸基に結合してい
るので，塩基性条件を強くすると，構成アミノ酸がD
型に異性化したり，糖鎖が脱離します。PG合成では
ここが大きな問題となります。実際にアシル保護した
三糖テトラペプチド：－ ［（Gal-Gal-Xyl-） Ser-Gly-Ser-
Gly］ －の四量体を合成し，その脱保護（けん化）を行
いましたが，糖鎖が脱離した化合物が得られ，目的物
を得ることはできませんでした。多くのアシル基を一
度に除去しようとすると，最後の一つが外れるまで
に，塩基性条件に長く晒さなければなりません。ま
た，反応の前後で極性が大きく変化するので，分子の
形状がダイナミックに変化し，保護基の残る疎水性部

分が親水性部分に包み込まれて反応が進行しなくなる
などの不利な点があります。しかし，三糖テトラペプ
チド単量体の脱保護ではこのようなことはなく，脱保
護が可能でした。そこで，保護基のない単量体を使い，
そのオリゴマー化ができないか検討を開始しました。
　基本的なオリゴマー化の概念を図３に示します。N -  
末端側分子（A）のカルボン酸に対し，アミノ基遊離
の単量体（B）を結合させ，　１単位長くなったCとし
ます。その際，Bのカルボン酸は，塩基性条件でなく
除去できるアリル基で保護しておきます。また，Aの
アミノ基には，検出用のダンシル基を装着させておき
ます。ダンシル基のある分子は，Bの縮合とアリル除
去を繰り返すことでN - 末端側に成長します。ペプチ
ドの合成では，一般的にC - 末端側には伸長させませ
んが，ここでは単量体のC - 末端がグリシンであるため
に可能です。近年開発されたDMT-MMは，プロトン性
極性溶媒中でもアミド形成が可能な縮合剤です１１）。単
量体どうしの縮合にDMT-MMを用いたところ，メタ
ノール中ではメチルエステルの形成が避けられません
でしたが，水中でもアミドの形成反応は進行し，最大
９４％という高い縮合収率で，四量体までの合成に成功
しました。この分子をプライマーにして，適切に糖転
移酵素を選べば，原理的には単一種類のGAGになる
ようにコントロールできると考えられます。今後，こ
の基質に糖鎖が実際に伸長するのか？糖鎖長の制御は
できるのか？位置特異的硫酸化は可能か？等々，解決
しなければならない多くの問題が発生すると思います
が，もがいていると意外にいいアイデアや実験結果が
生まれてくるものです。今後も謎解きに挑戦し続けた
いと思います。
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図３　PG結合領域三糖テトラペプチドのオリゴマー化
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マイクロ波を利用した糖ペプチド合成研究

　マイクロ波は一般的に周波数
３００MHz-３００GHz（波長１ mm
－１ m）の電磁波である。物質
にマイクロ波が照射されると，
マイクロ波の照射によって発生
する電界で乱された電気双極子
が激しく回転，振動することに
より，物質内部から急速な発熱
が起こる。いわゆる一般的な加
熱とは「外部からの熱伝導と対
流」によるものであるが，マイクロ波加熱の場合は
「内部発熱」による加熱である点で異なる特徴を有し
ている。
　化学反応におけるマイクロ波加熱の利用は１９８６年の
報告が最初であり１，２），それ以来多種多様な化学反応に
おけるマイクロ波利用が数多く報告されており，現在
もなお増加の一途をたどっている３）。ペプチド合成に
おけるマイクロ波の利用は１９９２年に初めて報告があ
り，マイクロ波の照射がカップリング反応の促進効果
をもたらすことが明らかにされた４）。しかし，その報
告以降，マイクロ波効果の定量的な評価の報告がほと
んどなく，また反応条件の検討に必要な固相合成用途
のマイクロ波装置の市販がなかったために，ペプチド
合成研究においては１０年以上もの間，マイクロ波利用
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法はあまり普及していなかった。

糖ペプチド合成法の問題点
　糖ペプチドの合成法は，アミノ酸の側鎖に糖鎖を導
入した糖アミノ酸を合成シントンとして，通常の保護
アミノ酸と同様に固相合成に用いる方法が一般的であ
る。この方法の利点は，ペプチド鎖の任意の箇所に複
数の糖鎖を持つ糖ペプチドが合成可能な点である。合
成に必要となる糖アミノ酸は，現段階では市販品が極
限られているため，一般には独自に調製する必要があ
る。従って，糖ペプチド合成の際には，「貴重な糖アミ
ノ酸を小過剰の使用にとどめながらも高い収率を得る
こと」が求められる。しかし実際の合成においては，合
成単位である糖アミノ酸自体の嵩高さに起因する縮合
効率の低下がしばしば発生する。特に，嵩高い糖アミ
ノ酸残基の次の残基がまた連続して糖アミノ酸である
場合には，反応モニタリングを注意深く行いながら縮
合反応を繰り返し行うなど工夫を要する。結果として
高収率を確保するためには通常のペプチド合成以上に
大過剰の糖アミノ酸を要してしまうことが多い。
　このような糖ペプチド固相合成に特有の諸問題を解
決するためには，種々のアミノ酸誘導体や反応試薬が
混在する複雑な反応系を一様に高活性化する手法が開
発されるのが望ましい。その候補としてマイクロ波の
利用は大変魅力的である。なぜならば，反応系に電磁
波を照射するだけの簡便かつクリーンな方法であり，
過去の数多くのマイクロ波利用報告から求む効果を発
揮する可能性が示唆されるからである。そこで著者ら
は近年種々の化学反応における高収率化，反応時間の
大幅短縮，および選択的反応が報告されているマイク
ロ波の効果に着目し，糖ペプチド固相合成におけるマ
イクロ波の利用について検討を行ってきた５-８）。本稿で
はこれまでに得られた成果について報告する。

固相合成に向けたマイクロ波装置の改変
　マイクロ波固相合成の検討を始めた当初は家庭用電
子レンジを用いて予備検討を行い，マイクロ波の照射に
より糖アミノ酸の縮合反応が促進される手応えを得た。
しかし実験条件を毎回安定に再現するには電子レンジ
の利用では限界があったため，化学反応用途に市販され
ていたマイクロ波式化学実験装置「グリーン・モチー
フ・I」（株式会社IDX）を購入し，糖ペプチド固相合成
へ適応させるべく改良を施した。本装置における反応系
の攪拌方式はマグネチックスターラーを想定した設計
になっており，固相合成に必要な攪拌・振とう機能を有
してはいなかったため，装置外部に設置した攪拌器の振
とう運動を装置内部に設置する反応容器に連動させる
ための機構を自作して取り付けた（図１）。反応時の温
度は反応系に熱伝対を差し込んでモニターした。

糖アミノ酸の縮合反応におけるマイクロ波効果
　アラニン残基を導入したTentaGelレジンに対し，ヒ
ドロキシル基がアセチル保護されたコア２型分枝三糖
を側鎖に持つFmoc化スレオニンの縮合反応を行っ
た。　その際に，マイクロ波照射による加熱条件
（５０℃），通常の外部加熱条件（ドライオーブン中
５０℃），および非加熱条件（室温）のそれぞれの条件
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下においてFmoc定量法により糖アミノ酸導入率の経
時変化を追跡した（図２）。定常状態に達した２０分後
の導入率を比較すると，まず非加熱条件では９２％，通
常加熱条件では９３％とその差はわずかに１％であっ
た。しかし，マイクロ波加熱条件下では９８％まで到達
していた。外部加熱条件との差は５％であり，この反
応率向上はマイクロ波特有の効果によるものであると
いえよう。逐次合成法においてはわずか５％の差が最
終的な収率に大きな差を生む。例えば２０残基のペプチ
ドを合成する場合には１９回の縮合反応が必要である。
アミノ酸一残基当たりの平均導入率が９３％と９８％であ
るとすれば，ペプチドの総収率はそれぞれ２５％と６８％
となる。
　また，マイクロ波の利用は合成コストの削減におい
ても大きな進歩をもたらした。一般に市販されていな
い貴重な糖アミノ酸を小過剰（１．５等量）の使用にと
どめてもなお効率的な合成を達成できたことは，マイ
クロ波の利用が省資源化に有効であると言い換えるこ
とができる。

糖ペプチド固相合成におけるマイクロ波効果
　マイクロ波の効果をより明らかにするため，ムチン型
糖タンパク質MUC１のタンデムリピート領域を合成する
上で最も困難であると思われる分岐型のcore２糖鎖が５
箇所のセリン，スレオニン残基に導入された２０残基の糖
ペプチドをモデルとし，化学合成を行った（図３）。反
応を非加熱条件にて進めると，計９９時間にて総収率４１％
で目的とする糖ペプチドが得られた（図４，Entry１）。
一方，マイクロ波照射による５０℃ の加熱条件下では，
糖アミノ酸縮合反応を１２時間から２０分に，通常の
Fmoc保護アミノ酸縮合反応を２時間から１０分に，さ
らに脱Fmoc反応を２０分から３分にそれぞれ短縮して
行ったにも関わらず，総収率は計７時間で非加熱条件
とほぼ同じ４４％で得られた（図４，Entry３）。しかし，
通常の加熱条件（ドライオーブン中５０℃）下にて同条
件で合成した場合，総収率は１５％に低下した（図４，
Entry２）。この結果は，マイクロ波の照射が大幅な反
応時間の短縮に効果を発揮したことを示す。
　続いてTFA処理により樹脂から切り出しを行った
後，HPLCおよびMALDI-TOF MSを用いて反応副産
物の同定，比較を行った（図５）。検出された副産物 
A～Eは，側鎖に嵩高い保護基や糖鎖を持つアミノ酸
のカップリング反応が完全には進んでいないことを示
す化合物である。マイクロ波非照射下においては，加
熱系と非加熱系のどちらも反応初期の糖アミノ酸導入
時に反応が未完了であることを示す化合物BおよびC
が多く確認された。一方，マイクロ波照射を行った反
応系においては，糖アミノ酸が連続する５つ目の糖ア
ミノ酸導入時において，反応未完了を示す化合物Dが
最も多く確認された。しかし，同様に嵩高い糖アミノ
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図３　MUC１糖ペプチドの合成スキーム

図４　MUC１糖ペプチド合成の結果

図１　振とう機能を導入したマイクロ波式有機化学反
応実験装置グリーン・モチーフI（株式会社IDX）

図２　コア２型糖アミノ酸をアラニン担持固相担体へ
導入する際の反応率。Fmoc-Thr （AcCore２）-OH
 （１．５等量），HBTU （１．５等量），HOBt （１．５等量），
DIPEA （３．０等量），DMF。マイクロ波加熱 （５０℃，
○），外部加熱 （５０℃，●），非加熱 （室温，▲）。



酸が連続する反応初期のSer-Thrについては問題なく
進行していたことが明らかになった。
　マイクロ波による反応促進を施してもなお反応後期
のカップリングが問題になったため，今度はTentaGel
レジンよりもDMFに対する膨潤度が高く，骨格が柔軟
な樹脂であるPEGAレジンを用いて同様のマイクロ波
照射条件下にて反応を行った（DMFに対する膨潤度は
TentaGelレジン ＝４．７ml/g，PEGAレジン ＝１７．８ml/g）。
その結果，途中で停止した副生成物はほとんど検出さ
れなくなり，標的とする糖ペプチドの合成収率は６７％
に達した（図４，Entry４）。これはアミノ酸一残基当
たりの平均収率が約９８％と高収率で合成が進行した計
算になる。

まとめ
　糖ペプチドは生化学的研究のみならず，癌をはじめ
とする疾病の予防，診断や治療など医療分野への応用
用途が見込まれる魅力的な化合物であるが，これまで
は決して合成の容易な化合物ではなかったため，その
作用機能などの解明研究が立ち遅れている感があっ
た。マイクロ波は通常，“加熱”方法のひとつとして認
識されており，糖ペプチドの様に多官能基性で決して
安定体といえない化合物の合成にはあまり活用されて
いなかったが，著者らはマイクロ波の利用によって比
較的大きな糖ペプチドでも迅速かつ効率的に合成する
ことに成功した。そして糖ペプチドとエピトープ解明
研究への展開にフォーカスさせた１００種以上のMUC１癌
関連糖ペプチドライブラリを１年足らずで構築し８，９），

実際に創薬分野への応用展開を進めている。
　上述のとおり，同じ５０℃の加温であってもマイクロ
波照射条件の方が外部加熱条件よりも優れた縮合効率
を示すこと，そして他にも糖化学反応研究においてマ
イクロ波の非加熱効果の存在を示唆する結果を得てい
る７，１０）ことから，マイクロ波特有の効果を明確に説明
するためには，物理的性質を含めたより詳細な検討が
今後必要であると考えられる。今回ご紹介した研究成
果は既に市販されている装置を改良して進めたもので
あるが，著者らのこれまでの研究結果を基に，シング
ルモード導波管によるペプチド固相合成に適したマイ
クロ波利用合成装置の開発を現在進めている。マイク
ロ波の効果を理解し，積極的に利用することは省エネ
ルギー・省資源（廃液，廃試薬の削減）といったグ
リーンケミストリーの理念に通ずるものである。環境
負荷の低減が求められる今日，マイクロ波効率固相合
成に向けたハードの開発も含めて今後とも糖ペプチド
化学の発展に貢献していくことができればと考えてい
る。
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ます。本研究は創薬シーズ探索研究ラボの西村紳一郎
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図５　HPLCおよびMALDI-TOF MSを用いた各合成
条件における副生成物の分析。HPLC中のA～E
は固相合成における不完全体副産物で，その対
応構造は下方に示した。図中の矢印は目的とす
る糖ペプチド，アスタリスクは非ペプチド成分
を示す。



質量分析による糖ペプチドの構造解析

はじめに
　質量分析による糖タンパク質
の構造解析は，現在のところ糖
タンパク質をそのままの形で行
う所謂トップダウン方式で行う
ことは極めて困難で，通常各種
プロテアーゼで分解した後の糖
ペプチドを解析して行われる。
本稿では，この様にして得られ
た糖ペプチドの質量分析による
解析の現状を報告する。

MALDIイオン化とESIイオン化
　マトリックス支援レーザー脱離イオン化（MALDI）
は，試料に固体及び液体のマトリックスを添加したも
のにレーザー照射する事でイオンを生成するイオン化
法である。一方エレクトロスプレーイオン化（ESI）
は，溶液をスプレーヤーという極めて細いキャピラ
リーに高電圧を印加しながら通過させてイオンを生成
させるイオン化法で，MALDIイオン化法とともに現
在最も広く使用されている方法である。この二種のイ
オン化はそれぞれの長所・短所がある故，場面場面で
どちらのイオン化を用いるかが決められており，決し
て理由無くは選択されているのではない。
　本稿では，ESIイオン化より生体夾雑物の影響が少
なく，且つより操作が簡便なMALDIイオン化法によ
る糖ペプチドの構造解析例に関して報告する。

MALDI-TOF MSnによる糖ペプチドの構造解析
　リボヌクレアーゼBを，常法に従って ２ - メルカプト
エタノール及びヨードアセトアミドで還元アルキル化

を施してトリプシン消化した後，セファロースCL-４B
で糖ペプチドを選択的に捕集してMALDI-TOF MS測
定し，得られたスペクトルを図１ Aに示した。この図
に示したように，リボヌクレアーゼB由来糖ペプチド
がm/z１９００から２６００近辺に５本のピーク（m/z１９３５， 
２０９７，２２５９，２４２１及び２５８３）が２本のセットで，ヘキ
ソース一分子の差を想起させる１６２Daおきに出現し
ている。勿論これら１０本のピークはそれぞれMALDI-
 TOF質量分析法により解析されているが，今回はこの
中のm/z１９３５のピークのみに着目した解析例を以下に
示す。
　m/z１９３５をプリカーサーイオンとしたMS/MSスペ
クトル（図１ B）では，分子からヘキソース分子が脱
離したイオンがm/z１７７３，１６１１，１４４９，１２８７及び１１２５
に観察されるとともに，N- アセチルヘキソサミン脱
離に起因するイオンもm/z９２２及び７１８に観察されるこ
とから，この糖ペプチドは，GlcNAc２Man５のハイマン
ノース糖鎖を有するものと直ちに推定される。
　次に，この糖ペプチドのアミノ酸の種類及び配列に関
する情報を得るために，図１ Bで得られたイオンの中で
ペプチド由来のイオン（m/z７１８）をプリカーサーイオン
としたMS/MS/MS解析を行った結果を図１ Cに示した。
この結果，b２（m/z２２７及び２４４），b３（m/z３４１及び３５８），b４
（m/z４７１），b５（m/z５５４及び５７２）の他，y４（m/z４５８及び
４７５）及びy５（m/z６３１）などのイオンが観察されること
から，この糖ペプチドの種類及び配列は，（S-R-N-L-
T-K）であることが推定される。
　糖ペプチドの構造解析にあたり上述の糖鎖構造情報
及びペプチド構造情報とともに必須な情報は，糖鎖の
結合位置の情報である。この問題は，m/z１９３５をプリ
カーサーイオンとしたMS/MSスペクトルで還元末端の
GlcNAcが一部残された形のイオンがm/z８０１（peptide
 ＋８４）に強く観察されていることから（図１ B及び 
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図１ リボヌクレアーゼB由来糖ペプチドのMSスペクトル（A），MS/MSスペクトル（B），
及びMS/MS/MSスペクトル（C）

鈴木　　實



図２ A），このイオンを選択してMS/MS/MS解析を行っ
て糖鎖結合位置情報を得ることで解決される。図２ Bに
そのMS/MS/MSスペクトルを示した。糖鎖の断片を有
するイオンであるb３＊ （m/z４４１），b４＊ （m/z５５４），b５＊
 （m/z６５５及び６７３）とともに，y４＊ （m/z５５８）のイオンが
観察されることから，この糖ペプチドの糖鎖（GlcNAc２
Man５）は，N- 末端から三番目のAsn（N）に結合してい
ることがスペクトルから初めて明確になる。

誰でも解析出来るスペクトルを目指して
　以上，MALDI-TOF MS，MS/ MS （MS２），及びMS/ 
MS/ MS （MS３）による糖ペプチドの構造解析例を示し
たが，スペクトル解析に馴染みのない方にとってはか
なりストレスのかかる作業である。そこで，極めて容
易に糖ペプチドの構造解析可能な方法を紹介する。前
述の様に糖ペプチドの構造解析は，糖ペプチドを構成
するペプチド部分のアミノ酸の種類及び配列に関する
情報を得る事，糖鎖部分の構造情報を得る事，及びそ

の結合位置に関する情報を得る事，の三点である。と
すれば，ペプチドのN- 末端から一アミノ酸を不完全
に順次切り出して，最終的にアミノ酸一個ずつ異なる
ペプチド混合物を生成するラダーシークエンス法を糖
ペプチド構造解析にとり入れてMALDI-TOF MS解析
を行えば良いこととなる。実際の操作では，約２０：１
の比率のフェニルイソシアネート（PIC）とフェニル
イソチオシアネート（PITC）の試薬を糖ペプチドの
N- 末端アミノ酸のアミノ基に作用させ，PC及びPTC
糖ペプチドとした後にTFAで処理する。PC誘導体は
分解せずに残る一方，PTC誘導体だけがATZアミノ
酸としてN- 末端アミノ酸一個が遊離して，N- 末端か
ら二番目のアミノ酸のアミノ基が露出することとな
る。この操作を繰り返すことにより，N- 末端アミノ酸
が一個ずつ減少したPC化糖ペプチド混合物を得て，
MALDI-TOF MS分析を行う（図３）。
　図４には，O - 結合型糖鎖を有する化学合成糖ペプ
チドに上述の操作を施して得られたMALDI-TOFマス
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図２　リボヌクレアーゼB由来糖ペプチドのMS/MSスペクトル（A），及びMS/MS/MSスペクトル（B）

図３　N - 末端プロテインラダーシークエンス法の原理 図４　N - 末端ラダーシークエンスで得られ糖ペプチド
由来PC化混合物のMALDI-TOFマススペクトル



スペクトルを示した。その結果，［M ＋ Na］（m/z１４７３）
からN- 末端アミノ酸が脱離したイオンがm/z１３７６に
まず出現し，次にSer（S）に結合した糖鎖がSerとと
もに脱離したイオンがm/z９２４に観察されることから，
糖鎖の分子量に関する情報と，糖鎖結合位置情報の両
方が得られることが判る。更に，m/z８０９，７０８及び６１１
のイオンが観察されることから，N- 末端から三番目，
四番目及び五番目のアミノ酸の種類の情報が，それら
の質量差から次々と解析され，自動的にこの順にアミ
ノ酸が連なっていることが明らかになる。本法はシア
ル酸含有糖ペプチドに対する化学的安定性，及びサイ
クル数の限界などの問題を抱えているものの，シンプ
ルなスペクトルによる容易な糖ペプチドの構造解析を
可能にする方法であることから，今後の発展が期待さ
れるものと考えられる。

終わりに
　質量分析による糖ペプチドの構造解析は，未だ始
まったばかりであると思われる。本稿で述べた方法
も，感度の問題も含め必ずしも満足できる解析法とし
て確立されている訳ではない。しかし，新しいイオン
化やこれまでと異なった試料調製法などのアイディア
で明日にも大きく発展する可能性があり，今後どの様
な切り口で展開して行くか極めて興味深い。
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３） Chait, B. T., Protein ladder sequencing, Science, ２６２ , 
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すずき　みのる　
理化学研究所，ケミカルバイオロジー研究領域　
 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 疾患糖鎖研究チーム　

m-suzuki@riken.jp　

日本ペプチド学会からのお知らせ

第１０期（平成２０年４月～平成２２年３月）の理事，監
事，ならびに評議員が決まりました。

会長 相本三郎 （大阪大学）
副会長兼事務局 木村皓俊 （ペプチド研究所）
庶務 下東康幸 （九州大学）
会計 赤路健一 （京都府立医科大学）
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渉外 宍戸昌彦 （岡山大学）
広報 野水基義 （東京薬科大学）
理事 大高　章 （徳島大学）
 岡田芳男 （神戸学院大学）
 木曽良明 （京都薬科大学）
 二木史朗 （京都大学）
監事 塩入孝之 （名城大学）
 植木正彬 （東京理科大学）
評議員 小出隆規 （早稲田大学）
 小林祐次 （大阪薬科大学）
 齋藤一樹 （京都薬科大学）
 坂口和靖 （北海道大学）
 高尾敏文 （大阪大学）
 玉村啓和 （東京医科歯科大学）
 豊島　正 （ペプチド研究所）
 林　良雄 （東京薬科大学）
 日高雄二 （近畿大学）
 深瀬浩一 （大阪大学）
 藤井郁雄 （大阪府立大学）
 藤井信孝 （京都大学）
 北條裕信 （東海大学）
 松崎勝巳 （京都大学）
 南野直人 （国立循環器病センター）
 三原久和 （東京工業大学）
 向井秀仁 （京都薬科大学）
 若宮建昭 （近畿大学）
会長選任の評議員
 岡元孝二 （九州工業大学）
 川崎紘一 （神戸学院大学）
 栗山尚浩 （ワイエムシイ）
 杉村和久 （鹿児島大学）
 辻　尚志 （味の素）
 長澤寛道 （東京大学）
 西村　紀 （島津製作所）
 南方宏之 （サントリー生物有機科学研究所）
 山田隆己 （甲南大学）

第４５回ペプチド討論会　開催のお知らせ 
－ペプチド科学のスターバースト－
会期：２００８年１０月２９日 （水） ～３１日 （金）
会場：タワーホール船堀（東京都江戸川区船堀４-１-１）
討論主題：
１．アミノ酸・ペプチドの化学
２．生理活性ペプチドの単離・構造決定および合成
３．ペプチド合成の新規な戦略と方法論
４．ペプチドの構造－機能相関
５．ペプチドの医学・薬学的研究
６．ペプチドに関連したケミカルバイオロジー
７．ペプチドを用いる材料科学的研究
８．ペプチドと創薬研究
９．その他　広くペプチド科学に関する研究
発表申込・アブストラクト受付：８月１日 （金） ～３１日
（日）
発表形式：口頭（英語・日本語）またはポスター
　（今回は若手シンポジウム，かけ込みポスターを企
画しております。詳しくは下記HPを参照してくだ
さい）
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発表申込方法：下記HPの「第４５回ペプチド討論会の
ご案内」より入力フォームをダウンロードし，E-
mail及び郵送にて送付
受諾通知：９月１５日 （月） 頃（E-mailにて通知）
参加登録料：一般（ペプチド学会員・共催学会員） 
６， ０００円，（非会員）１３， ０００円（プロシーディング
込），学生（ペプチド学会員・共催学会員）３， ０００円，
（非会員）６， ０００円（プロシーディングなし），１０月
１日以降，詳細はHP参照。
懇親会：タワーホール船堀　参加費：一般 ８， ０００円，
学生４， ０００円。
　（参加および懇親会の登録は当日のみで，事前参加
登録はありません）
討論会世話人：野水基義　東京薬科大学薬学部
問合・申込先：
　〒１９２-０３９２ 八王子市堀之内１４３２-１　東京薬科大学
薬学部内
　第４５回ペプチド討論会事務局　保住建太郎
　TEL：０４２-６７６-５６６２ or ５６６９　FAX：０４２-６７６-５６６２
　E-mail：jps-４５ @bus.toyaku.ac.jp
　ホームページ：http://www.societyinfo.jp/jps ４５ /
　（１１月１日 （土）市民フォーラム，東京薬科大学）

第４６回ペプチド討論会　開催のお知らせ
　第４６回ペプチド討論会は，岡元孝二先生（九州工業
大学）のお世話で以下のように開催されます。

ペプチド討論会
日時：２００９年１１月４日 （水）～ ６日 （金）
場所：北九州国際会議場（北九州市小倉区：JR小倉駅

の隣）

市民フォーラム
日時：２００９年１１月７日 （土）
場所：北九州国際会議場（北九州市小倉区：JR小倉駅

の隣）

　なお，２００９年１１月８日 （日） ～ １１日 （水） にはThe ３rd 
Asia-Pacific International Peptide Symposiumが韓国済
州島で開催の予定です。

編集後記

　本号は北條先生に編集を担当していただきました。
編集委員が入れ替わり，最初の号ということもあり，
なかなか手際よく編集作業が進まなかったところもあ
りましたが，何とかPNJ No． ６９を発行することができ
ました。２００８年４月より３人の編集委員が入れ替わり
ました。三原久和先生，坂口和靖先生，前田衣織先
生，長い間編集委員としてご尽力いただきありがとう
ございました。今年度は下記の５人の編集委員で頑
張っていきたいと思いますので，よろしくお願い申し
上げます。（野水）

 

新編集委員

　この度編集委員に新たに加わ
ることになりました。しばらく
学会から遠ざかっておりました
が、寄り道した分いろいろな分
野からの情報をお伝えして、学
会の発展に微力ながら貢献した
いと思います。どうぞよろしく
お願いいたします。

　ペプチド学会は学生時代から
ずっと親しんでいる大切な学会
です。微力ながら編集委員とし
て本学会の皆様のお役に立てる
よう尽力したいと思います。ど
うぞ宜しくお願い申し上げま
す。
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