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１．はじめに

　細胞表層や血液中のタンパク質の多くは、シアル
酸、ガラクトース、マンノースなどの単糖が鎖状に
連なった 1のような糖鎖をもつ糖タンパク質である。
複合型糖鎖 1は、糖タンパク質の細胞表層への輸送、
抗原性、さらには糖タンパク質の血中寿命に関与し
ている。1 しかし、この複合型糖鎖は常に多様な構
造を示し、糖鎖の分岐数は2から4本へ変化すると
ともに、糖鎖末端の糖の種類は常に不均一である。
現在、どのような糖鎖構造がタンパク質の機能発現
に必要なのかを詳細に調べる研究が活発に展開され、
糖鎖構造とタンパク質活性発現の関係が少しずつ明
らかになってきている。また、これら糖タンパク質
は、薬として利用され、代表的なものでは、貧血治
療薬であるエリスロポエチン（EPO）やヒト型抗
体があげられ、糖鎖の構造や付加数を変えることで
薬理作用が大きく向上することが知られている。2

しかし、レセプターとの結合状態のX線結晶構造
解析の情報をもとにしても、どの位置に、どのよう
な構造の糖鎖を結合させれば生理活性が向上するか、
その予測は未だ困難である。現状は、タンパク質に
ヒト型糖鎖付加を実施できる動物細胞、2 あるいは
特別な酵母 3を用いて、糖鎖付加位置を遺伝子的に
可変した変異体を調製し、その中から生理活性の高

い糖タンパク質を選別する方法しかない。しかし、
この糖鎖付加変異体の遺伝子を調製しても全ての変
異体を発現させることは不可能で、目的とする糖タ
ンパク質の発現量が低下したり、変性などにより全
く発現することができないなどの問題が常に存在す
る。2 すなわち、糖タンパク質の細胞をつかった調
製は全くのブラックボックス状態で論理的にデザイ
ンして生理活性の強い糖タンパク質を得るという方
法は全く確立されていない。更に、その糖鎖構造は
全く予測できず、不均一なものしか得ることができ
ない。このようななか、我々は、単一構造のヒト複
合型糖鎖を有する糖タンパク質を化学的に精密合成
する検討および糖鎖の付加位置を自在にかえて糖鎖
化とタンパク質の生理活性の関係を調べるための基
礎研究を展開している。4 この際の研究課題は、ど
のようにしてこの複雑な高分子天然物である糖タン
パク質の1次構造を精密に合成するかということと、
糖鎖を任意の位置に付加させたあと、本来とるべき
タンパク質の2次および3次構造をいかに形成させ
るかである。また、任意の位置に長鎖の糖鎖を結合
させた場合、糖鎖を持たない場合と比べタンパク質
のフォールディング過程がどのように変化するか予
測することも未だできないので、その過程を理解す
る実験方法の開発も必要である。現在、我々は
EPOをモデルにこの研究を実施している。EPOは
アミノ酸166残基からなり複合型糖鎖を3本持って
いる。EPOの薬理活性発現には、糖鎖末端のシア
ル酸が不可欠であることが知られている。ここでは、
このEPOを例に、最近の結果を紹介する。

２ . 糖タンパク質の合成

　糖タンパク質を化学的に合成するには、原料とな
るヒト型糖鎖が大量に必要である。そこで、我々は、
鶏卵からグラムスケールで得られる複合型糖鎖 1を
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Fig 1.　Synthesis of oligosaccharide derivatives.

Fig 2.　Native chemical ligation
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用いることにした。そして、この糖鎖を化学修飾後
ハロアセトアミド体 4とし（Fig. 1）、糖鎖付加位置
を自在に可変した糖タンパク質誘導体の合成を検討
することにした。このハロアセトアミド法は、ペプ
チド中のシステインと特異的に反応し、糖鎖とペプ
チドの天然型の結合を模倣した様式で糖鎖をペプチ
ドに導入することができる。生理活性を向上させる
糖鎖付加位置が見いだせれば、既に報告した方法で
天然型の糖タンパク質を合成したり、糖鎖のタンパ
ク質への影響を調べる実験などが実施できる。ここ
では、まず、ハロアセトアミド法を利用した EPO

誘導体の合成を紹介する。糖タンパク質全長のペプ
チド鎖を得るには、幾つかのセグメントに分けて合
成後、それらセグメントをNative Chemical Liga-
tion (NCL)を用いて連結するルートが簡便である（Fig. 

2）。5　NCLではチオエステルをC末端にもつペプ
チド -AとシステインをN末端に持つペプチド -Bを
緩衝溶液に溶かすことで、チオエステル部位と他方
のペプチド -Bのシステイン残基が反応して天然型
のペプチド結合を形成する。我々は、このNCLを
利用したEPO誘導体の簡便な合成方法を検討した。
すなわち、化学法により調製した糖ペプチドチオエ
ステル 6と、大腸菌を用いて発現した糖鎖を持たな
いペプチド部位 8をNCLで連結してEPO誘導体の
全長糖鎖化ポリペプチドを得る事にした (Fig. 3)。
幸いEPOは33位にシステイン残基をもつので、33
位でペプチド鎖を2つにわけた。ヒト複合型のシア
リル糖鎖は、24、30 位にシステイン残基をいれ、
ハロアセトアミド法で導入することにした。N末端
から32位までのペプチドチオエステル鎖を化学的
合成し、33位から 166 位は大腸菌発現法を用いて
調製しこれらをNCLで連結することでEPO全長を
合成することにした。既に報告した一般的なFmoc
固相合成法によりペプチドチオエステル 5を調製
し、6  続いてハロアセトアミド基をもつヒト型糖鎖
を反応させ、糖ペプチドチオエステルセグメント 6

を得た。
　次に EPOの 33-166位のペプチド鎖を大腸菌発
現法により調製した。この場合、Macmillanの方法
であるペプチドの N末端にヒスタグ（ヒスチジン
10残基）-メチオニン配列が結合した Fusionペプ
チド 7として発現後、ニッケルカラムが担持したア
フィニティーカラムに通すことでニッケルとヒスチ

ジンの特異的な結合を利用して目的とする Fusion

ペプチド 7を単離した。そしてBrCNを用いてメチ
オニンとシステイン残基の間を切断することで N

末端にシステインをもつペプチド 8を得ることがで
きた。
　次にこれらセグメントをNCLにより連結するこ
とを検討した。糖ペプチド 6および 8を 6Mグアニ
ンジン塩酸塩存在下リン酸緩衝溶液中で反応させた
ところ 14時間で目的とする EPOの全長 9を得た。
次に7位と29位に導入していたシステイン残基の
保護基（Acm : アセトアミドメチル基）酢酸銀を
用いて除去して 10とした後、グアニジン塩酸塩
（GnHCl）で変性させ、システイン-シスチンを共



Fig 3.　Synthesis of erythropoietin analogue.
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存させながら透析法条件下タンパク質中のジスルフ
ィド結合の形成およびフォールディング操作を行っ
た。そして逆相クロマトグラフィーで精製しEPO
誘導体 11の単離に成功した。得られたEPO誘導体
は、質量分析、円二色分光法、プロテオリシスに
よるジスルフィドマップの作成、ELISA アッセイ
を行ったところ目的とするEPO誘導体が得られた
ことが示唆された。そして、合成したEPOおよび
市販されているEPOを用いてin vitroでの細胞増殖
アッセイを行ったところ、共に同等の活性を示した。
これらのことから、目的とする3次元構造を形成
した糖鎖化EPO誘導体 11が得られたことを確認し
た。7また、同様な方法で、24，28，32位に糖鎖を
もつEPO誘導体の合成にも成功した。8 この誘導体
は、糖鎖の立体障害のためか、細胞増殖活性は 1
％程度に低下していたが、ジスルフィド結合は天然
型と一致しており、精密に非天然型のEPOを合成
できていることが確認できた。今後は、この方法を
用いて更に多くのEPO誘導体を合成し、糖鎖の構造、
付加位置、生理活性の関係を明確化できるよう研究
を展開する。

３ .おわりに

　以上のように我々はヒト複合型糖鎖を有する糖タ
ンパク質誘導体を合成することに成功した。ここで
は述べなかったが、ヒト型糖鎖がペプチドと天然型
の様式で結合した天然型糖タンパク質の合成法も確
立している。6これらのことから、糖タンパク質は、

生物学的な手法でしか調製できないと考えられてい
たが、有機合成化学の標的分子として扱うことがで
きるようになったと考えている。今後は、糖鎖の機
能について様々な糖タンパク質の例で調べ、学術的
な研究および創薬研究へ利用できるよう更に検討を
する予定である。
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