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略語一覧 

 

AA   amino acid 

Boc   t-butoxycarbonyl 

CBD   chitin binding domain 

CHO   chinese hamster ovary 

COMU   (1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy) dimethylamino-  

   morpholino-carbenium hexafluorophosphate 

DCM   dichloromethane 

DIEA   N,N-diisopropylethylamine 

DIPCI   diisopropylcarbodiimide 

DMF   N,N-dimethylformamide 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

DTT   dithiothreitol 

EDT   1,2-ethanedithiol 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

ESI-MS   electrospray ionization mass spectrometry 

Fmoc   9-fluorenylmethyloxycarbonyl 

GSH  reduced glutathione 

GSSG  oxidized glutathione 

HATU  1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]  

   pyridinium-3-oxide hexafluorophosphate 

HBTU   1-[Bis(dimethylamino)methyliumyl]-1H-benzotriazole-3-oxide  

   hexafluorophosphate 

HOAt   1-hydroxy-7-azabenzotriazole 

HOBt   1-hydroxy-1H-benzotriazole hydrate 

HPLC   high-performance liquid chromatography 

IPTG   isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

MALDI-TOF-MS matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 

spectrometry 
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MCS   multiple cloning site 

MESNA   sodium 2-mercaptoethanesulfonate 

MPAA   4-mercaptophenylacetic acid 

NCL   native chemical ligation 

NMM   N-methylmorpholine 

NMP   N-methylpyrrolidone 

NPGL   neurosecretory protein GL 

NPGM   neurosecretory protein GM 

OD   optical density 

Pbf   2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 

PEG   polyethelene glycol 

PMSF   phenylmethylsulfonyl fluoride 

PyBOP   1H-benzotriazol-1-yloxy-tri(pyrrolidino)phosphonium  

   hexafluorophosphate 

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

tBu   t-butyl 

TCEP   tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TF   trigger factor 

TFA   trifluoroacetic acid 

Trt   trytil 
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序論 

 

生理活性ペプチドの探索 

生体内では様々なペプチドやタンパク質が生命活動を支えている。それらを同定し詳

細な生理機能や作用メカニズムを明らかにすることは、生物学的知見をもたらすのみな

らず、創薬等の医療分野にも発展し得るものである。しかしながら、生体内から極微量

の生理活性ペプチドを探し当てることは容易でない。Schally らはブタの視床下部から

様々なペプチドの単離に成功しているが、その際に用いた組織量は数十万頭分に及ぶ

（成長ホルモン放出ホルモンは約 20 万頭分 [Schally et al., 1969a]、甲状腺刺激ホルモン

放出ホルモンは約 10 万頭分 [Schally et al., 1969b]、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモンは

約 20 万頭分 [Schally et al., 1971a; Schally et al., 1971b]、成長ホルモン放出抑制ホルモン

であるソマトスタチンは約 47 万頭分 [Schally et al., 1976]）。また、強力な摂食促進因子

であるニューロペプチド Y が同定された際には、ブタの脳 400 kg 分から抽出するとい

う大掛かりな仕事であった [Tatemoto et al., 1982]。この障害を乗り越えるきっかけとな

ったのが松尾・寒川らによる抽出法の開発であり、組織を採取後すぐさま煮沸処理する

ことによってプロテアーゼを失活させ、生理活性ペプチドの分解を抑えた結果、ブタの

脊髄 20 kg 分からニューロメディン K、ニューロメディン B、ニューロメディン C、ニ

ューロメディン L、ニューロメディン N 等の同定に成功した [Kangawa et al., 1983; 

Minamino et al., 1983; Minamino et al., 1984a; Minamino et al., 1984b; Minamino et al., 

1984c]。さらにその後、ヒトやラットの心房わずか 50 g 分から心房性ナトリウム利尿ペ

プチドの同定に成功している [Kangawa and Matsuo, 1984; Kangawa et al., 1984]。これ以

降、ペプチド探索研究は飛躍的に発展していった。 

同じく 20 世紀後半、既知受容体のアミノ酸配列を基にした相同性検索によって膨大

な受容体が発見された。それらはリガンドが不明であることから、オーファン（孤児）

受容体と呼ばれる。オーファン受容体のリガンド探索は精力的に行われており、これま

でに様々な生理活性ペプチドが同定されてきた。その例として、摂食行動や睡眠障害の

ナルコレプシーに関与することで有名になったオレキシン [Sakurai et al., 1998]、成長ホ

ルモン分泌促進因子受容体のリガンドとして発見されたグレリン [Kojima et al., 1999] 

等がある。リガンドが同定された受容体はさらに研究が進み、オレキシン受容体は睡眠

障害、グレリン受容体は代謝異常の治療のターゲットとなっている [Chung et al., 2008]。
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より最近の事例としては、GPR37 及び GPR37L1 はプロサポシン及びプロサポシン由来

ペプチドであるプロサプチドの受容体であり、GPR171 は BigLEN の受容体であること

が明らかになっているが [Gomes et al., 2013; Meyer et al., 2013]、未だ多くのオーファン

受容体がリガンド不明のままであり [Civelli et al., 2013]、発見が待たれる生理活性ペプ

チドが存在する可能性は極めて高い。世界中の研究者が新規生理活性ペプチドの同定を

目指し、抽出の対象とする動物種や組織、抽出液の分画精製において指標とする活性評

価法について、幾通りもの組み合わせを検討している。しかしながら、新規ペプチド発

見の報告はニューロメディン S [Mori et al., 2005] の同定以降著しく減少しており、ペプ

チド探索研究には新しいアプローチが求められているのかもしれない。 

 

新規遺伝子の発見 

Neurosecretory protein GL (NPGL) 及び Neurosecretory protein GM (NPGM) は、ニワト

リの視床下部漏斗部より、サブトラクション法を用いた遺伝子探索からのアプローチに

より発見された新規遺伝子である [Ukena et al., 2014]。サブトラクション法とは遺伝子

の引き算であり、ある領域で特異的に発現する遺伝子を同定する手法である。標的領域

の cDNA にアダプターを付加したものと、対照領域の cDNA をハイブリダイズさせ、

二重鎖を形成しなかったアダプター付き cDNA を回収すれば、標的領域で特異的に発現

する遺伝子を同定できるという仕組みである [Gurskaya et al., 1996; Diatchenko et al., 

1996]。ニワトリには大きく分けて卵用鶏と肉用鶏があるが、肉用鶏は食欲旺盛で急速

に成長し、孵化 1 週間後には体重が卵用鶏の約 2 倍になる。その肉用鶏の摂食調節中枢

である視床下部漏斗部を標的領域とし、小脳を対照領域としてサブトラクション法によ

るスクリーニングが行われた。そして、596 クローンの DNA シークエンス結果から、

既知遺伝子を除く 20 遺伝子について特異的なプライマーが作製され、大脳、間脳、中

脳、小脳、視床下部漏斗部での mRNA 発現量の解析が行われた。その二次スクリーニ

ングの結果、3 つの遺伝子が視床下部漏斗部に特異的に発現していた。その 3 つの遺伝

子において、in situ ハイブリダイゼーション法による形態解析が行われ、2 つはグリア

細胞に発現していることが分かり、最後に残った 1 つが神経細胞に発現している NPGL

であった [Ukena et al., 2014]。NPGL は、データベース上に機能不明のタンパク質をコ

ードした遺伝子として登録されており、翻訳産物の前駆体タンパク質には、生理活性ペ

プチドに特徴的な C 末端アミド化ドナーである Gly 残基と、プロセシングサイトであ

る塩基性アミノ酸対を含んでいた。さらに、データベース解析により、別の染色体上に
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パラログ遺伝子である NPGM が存在することが明らかとなった [Ukena et al., 2014]。 

 

NPGL 及び NPGM の進化的保存性 

NPGL 及び NPGM の進化的保存性について、バイオインフォマティクス解析が行われ

ている（谷内ら、未発表）。TBLASTN を用いた相同性検索やシンテニー（遺伝子の並

びの保存性）解析により、NPGL と NPGM が脊椎動物に広く保存されていることや、

NPGL の近隣には ADAM23 が、NPGM の近隣には ADAM22 が存在することが明らかに

なっている（図 1A,B）。ADAM22 と ADAM23 は AMPA 型グルタミン酸受容体の制御タ

ンパク質である LGI1 の受容体であり、ADAM22 はシナプス後細胞に、ADAM23 はシ

ナプス前細胞に存在している [Sagane et al., 2008; Kegel et al., 2014]。ADAM22 と

ADAM23 もパラログ関係にあり、それらの近傍に存在する NPGL と NPGM がパラログ

関係にあることと一致している。 

哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類においては NPGL 及び NPGM の両方が存在する（図

1A,B,D）。一方で魚類においては、ゾウギンザメ等の軟骨魚類では NPGL 及び NPGM の

両方が存在するが、硬骨魚類のうちの真骨類ではどちらか片方のみしか持たないものが

多く、メダカやフグ等は NPGL のみ、ゼブラフィッシュは NPGM のみを持っている（図

1A,B,D）。さらに、ヤツメウナギ等の円口類にも 2 つのホモログ遺伝子が存在するが、

そのうちの 1 つは近隣遺伝子の並びがヒトの NPGL と NPGM の両方と類似しており、

NPGL と NPGM の共通祖先である可能性が示唆されている（図 1C,D）。このように、

NPGL 及び NPGM は脊椎動物に広く存在しており、その起源は少なくとも円口類まで遡

る。これらのことから、NPGL 及び NPGM は重要な生理機能を担っていることが示唆さ

れている。 

 

NPGL 及び NPGM の mRNA 発現 

NPGL 及び NPGM の mRNA の発現について、リアルタイム PCR 法による解析が行わ

れている（浮穴ら、未発表）。ニワトリにおいて、肉用鶏と卵用鶏のいずれにおいても、

成長に伴って NPGL の発現は増加するが、NPGM の発現は反対に減少する。1 日齢のヒ

ナにおいて、肉用鶏より卵用鶏のほうが NPGL の発現が約 4 倍高く、NPGM の発現が約

6 倍高いが、15 日齢では差が見られなくなる。48 時間の絶食条件下では、NPGL の発現

には肉用鶏と卵用鶏のいずれにおいても変動は見られないが、NPGM の発現は肉用鶏に
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おいて約 3 倍に増加し、卵用鶏において約 6 倍に増加する。 

ラットやマウスにおいても NPGL は、ニワトリの視床下部漏斗部に相当する視床下部

基底部に特異的に発現している。一方で NPGM は、ラットにおいては大脳でも発現が

見られ、マウスにおいては間脳でも発現が見られる。また、ラットにおいてのみ精巣で

も NPGL 及び NPGM の発現が見られるが、それらがタンパク質に翻訳されて生理機能

を担っているかは不明である。さらに、ラットにおいて様々なエネルギー代謝状態下に

おける mRNA 発現変動についても解析が行われている。48 時間絶食条件下では、NPGL

の発現は約 2 倍に、NPGM の発現は約 1.4 倍に増加する。レプチン受容体遺伝子に変異

があり、肥満を呈す Zucker 糖尿病肥満ラットにおいては、野生型に比べて NPGL 及び

NPGM の発現が約 30%減少する。また、野生型ラットにインスリンを皮下投与すると

NPGL 及び NPGM の発現が約 20～30%減少するが、ストレプトゾシンを用いて膵臓ラ

ンゲルハンス島β細胞を破壊した 1 型糖尿病モデルラットにインスリンを皮下投与す

ると、NPGL 及び NPGM の発現が約 2 倍に増加する。絶食やレプチンシグナル異常、イ

ンスリン投与によって NPGL 及び NPGM の発現が変動することから、エネルギーホメ

オスタシスに関与することが示唆されている。 

 

NPGL 及び NPGM の成熟構造 

多くのペプチドホルモンは前駆体タンパク質から数段階の酵素反応を経て成熟体と

なる [Hook et al., 1994]。まずシグナルペプチダーゼにより N 末端のシグナルペプチド

が切断され、次にプロホルモン転換酵素により塩基性アミノ酸対 (Lys-Arg, Arg-Arg, 

Lys-Lys, Arg-Lys) で切られ、カルボキシペプチダーゼ H（E）やアミノペプチダーゼに

より余分なアミノ酸が切られ、さらにその過程で、糖鎖付加やアセチル化、リン酸化、

スルホン化、C 末端のアミド化等の活性や安定性に重要な翻訳後修飾が生じ、成熟ペプ

チドになる（図 2A）[Hook et al., 1994; Kim and Seong, 2001]。カルシトニンのように 1

つの前駆体タンパク質から 1 つの成熟ペプチドが生じるものもあれば、エンケファリン

のように複数の成熟ペプチドが生じるものもあり、インスリンのように 2 量体を形成す

るものもある（図 2B）[Hook et al., 1994]。 

ニワトリ、ヒト、ラットの NPGL 及び NPGM の翻訳産物のアミノ酸配列のアライメ

ントを図 3A に示す。上述の通り、分泌を指示するシグナルペプチド配列、活性に重要

な C 末端アミド化のドナーとなる Gly 残基、プロセシングサイトである塩基性アミノ

酸対（Arg-Arg または Lys-Arg）を有していることから、分泌性ペプチドの前駆体タン
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パク質であることが示唆される。また、2 つの Cys 残基が高度に保存されており、活性

や立体構造形成に重要なジスルフィド結合を形成することが示唆される。哺乳類の

NPGM では、さらに 3 つ目の Cys 残基を有しており、ジスルフィド結合の形成パター

ンが 3 通り考えられる。これらのことから、保存された Cys 残基を含む領域、即ち、シ

グナルペプチド直下からアミド化ドナーである Gly 残基直前までの約 80 アミノ酸残基

からなる小タンパク質が成熟 NPGL 及び NPGM として切り出されることが示唆される

（図 3B）。NPGL及びNPGMという名は、その推定成熟構造のC末端配列がGly-Leu-NH2

あるいは Gly-Met-NH2と高度に保存されていることに由来している [Ukena et al., 2014]。

しかしながら、内因性の NPGL 及び NPGM は同定されておらず、それらの詳細な生理

機能や作用機序等は明らかになっていない。 

 

NPGL 及び NPGM の化学合成 

NPGL 及び NPGM の生理機能を解明するためには、行動薬理学的および形態学的解

析等に用いるための大量のペプチドが必要であり、それらを合成しなければならない。

様々なペプチドを簡便且つ迅速に合成することができる手法として、固相法 [Merrifield, 

1963] がよく知られている。固相法とは、レジンを足場としてアミノ酸を C 末端側から

1 残基ずつ伸長させていく手法である（図 4）。レジンはペプチドよりもはるかに大きな

ビーズであり、それにペプチドを連結させておくことで、各反応後にレジンが通らない

大きさのフィルターでろ過するだけで容易に反応液を除去することができる。用いるア

ミノ酸のアミノ基や側鎖は、副反応を防ぐために保護基により保護されている。アミノ

基が9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) 基で保護されたアミノ酸をFmocアミノ酸とい

い、それを用いる固相法を Fmoc 固相法という [Fields and Noble, 1990]。1 アミノ酸の伸

長は、約 1 時間のアミノ酸の縮合反応と、約 15 分間の Fmoc 基の脱保護反応からなり、

これを目的ペプチドのアミノ酸の数だけ繰り返し、最後に TFA によってレジンと側鎖

の保護基を切り離すと（クリーベイジ）、目的ペプチドが得られる（図 4）。今日では試

薬の分配や撹拌を自動で行ってくれる合成装置も普及している。しかしながら、固相法

は短鎖ペプチドの合成には有効であるが、長鎖ペプチドになればなるほど反応数が増え

るため、合成難易度も高くなっていく。例えば、1 アミノ酸残基の伸長成功率が 99%で

あったとしても、88 残基になるとその収率は単純計算で 0.99
88≒40%である。その 1 残

基の成功率が 95%に下がれば、収率は 0.95
88≒1%にまで低下する。また、長鎖ペプチド

になるほど二次構造を形成しやすくなり、反応点が隠れてしまい、合成効率が低下する。
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ペプチドの疎水性が高いほど凝集傾向も高く、より合成困難である。これらのことから、

一般的に 50 残基以上のペプチドの合成は極めて困難である。 

NPGL 及び NPGM は 80 アミノ酸残基以上の長鎖ペプチドであり、疎水性も高い。先

行研究において固相法による合成が試みられているが、やはり失敗に終わっている。そ

こで、長鎖ペプチドの合成効率向上が期待できるシュードプロリンジペプチドを用いた

合成が試みられた。シュードプロリンジペプチドとは、OH 基を側鎖に持つ Ser または

Thr 残基を Pro 残基様に可逆的に保護したジペプチドであり、伸長中ペプチドの二次構

造の形成を抑制し、凝集を防ぐ（図 5A） [Wöhr et al., 1996]。また、2 残基同時に導入

することができるため、収率向上に加えて合成時間を短縮できるという利点もある。Pro

様骨格は非ネイティブな構造であるが、クリーベイジ時の TFA 処理によって元のネイ

ティブ構造に戻る。このシュードプロリンジペプチドを用いて NPGL 及び NPGM の合

成が試みられたが、収率は 1%に満たなかった（図 5B,C）。 

 

本研究の目的 

上述の通り、NPGL 及び NPGM は脊椎動物において重要な生理機能を担うことが示

唆されるが、内因性の NPGL 及び NPGM は同定されておらず、その詳細な生理機能は

明らかになっていない。それらを明らかにするためには行動薬理学的および形態学的解

析等に用いるための大量のペプチドが必要であり、NPGL 及び NPGM を再現性良く安

定的に調製できる系を構築しなければならない。しかしながら、NPGL 及び NPGM の

合成は一般的な手法では極めて困難である。そこで本研究では、分子生物学的手法から

有機化学的手法まで様々な手法を用いて、rat NPGL (rNPGL)、rat NPGM (rNPGM)、

chicken NPGL (cNPGL)、chicken NPGM (cNPGM) の合成法を確立することを目的とした。

第 1 章では大腸菌を用いた組み換え発現系による rNPGL と rNPGM の調製について、

第 2 章では Intein のタンパク質スプライシング反応の原理を用いた手法による rNPGM

の調製について、第 3 章ではマイクロウェーブを用いた固相法による rNPGL、rNPGM、

cNPGL、cNPGM の調製について述べる。第 4 章では、rNPGM のジスルフィド結合の位

置解析と、合成した NPGL 及び NPGM の架橋形成について述べる。 
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図 1. 次頁へ続く 
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図 1. NPGL 及び NPGM のバイオインフォマティクス解析 

(A) NPGL と近隣遺伝子のシンテニー解析。(B) NPGM と近隣遺伝子のシンテニー解析。NPGL

と NPGM の近傍に、パラログ遺伝子である ADAM23 と ADAM22 が存在する。(C) ヒトの NPGL

及びNPGMとヤツメウナギのNPGL/NPGMホモログ。ヤツメウナギのNPGL/NPGMホモログは、

NPGL と NPGM の共通祖先である可能性が示唆される。(D) NPGL 及び NPGM のアミノ酸配列

の分子系統樹（近隣結合法、JTT モデル）。NPGL 及び NPGM は脊椎動物に広く保存されている。

メダカは NPGL のみ、ゼブラフィッシュは NPGM のみ存在する。NPGL と NPGM の重なる部分

は、ヤツメウナギに存在する NPGL と NPGM の共通祖先と考えられるホモログ。 
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図 2. ペプチドホルモンのプロセシング [Hook et al., 1994] 

(A) プロセシング過程。シグナルペプチダーゼにより N 末端のシグナルペプチド（灰色部分）

が切断され、プロホルモン転換酵素により塩基性アミノ酸対 (K-R, R-R, K-K, R-K) で切られ、

カルボキシペプチダーゼ H やアミノペプチダーゼにより余分なアミノ酸が切られ、成熟ペプチ

ドになる。(B) 様々なペプチドの前駆体構造。上から、カルシトニン、エンケファリン、インス

リンの前駆体。全て N 末端にシグナルペプチドがある。1 つの前駆体から生じる成熟ペプチドの

数は様々である。インスリンは、A 鎖と B 鎖がジスルフィド結合によって 2 量体を形成した後

に C ペプチドが切断されて成熟体となる。 
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図 3. NPGL 及び NPGM のアミノ酸配列と推定成熟構造 

(A) ニワトリ、ヒト、ラットの NPGL 及び NPGM の前駆体タンパク質のアミノ酸配列。分泌を

指示するシグナルペプチド（青）、アミド化ドナーである Gly 残基とプロセシングサイトである

塩基性アミノ酸対（緑）、ジスルフィド結合に関与すると考えられる Cys 残基（赤）を有するこ

とから、黄色で示す領域が成熟 NPGL 及び NPGM として切り出されることが示唆される。(B) ニ

ワトリとラットの成熟 NPGL 及び NPGM の推定構造の模式図。哺乳類の NPGM のみ Cys 残基を

3 つ有すことから、3 通りのジスルフィド結合の形成パターンが考えられる。 
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図 4. Fmoc 固相法の模式図 

レジンを足場としてアミノ酸を C 末端側から 1 残基ずつ伸長させるペプチド合成法。Fmoc アミ

ノ酸の縮合と Fmoc 基の脱保護を繰り返し、最後にレジンから切り出す（クリーベイジ）。 
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図 5. シュードプロリンジペプチドを用いた固相法による rNPGL 及び rNPGM の合成 

(A) シュードプロリンジペプチド。Ser または Thr 残基の OH 基（青）を Pro 残基様に可逆的に

保護（紫）したジペプチドであり、伸長中ペプチドの二次構造形成を抑制する。TFA によって

元の Ser・Thr 残基に戻る。(B) rNPGL 及び rNPGM のアミノ酸配列。シュードプロリンジペプチ

ドの挿入位置を赤字で示す。(C) シュードプロリンジペプチドを用いて固相法により合成した

rNPGL 及び rNPGM の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 35–65% ACN 

over 30 min; 1.0 ml/min; 220 nm)。シュードプロリンジペプチドを用いても収率は 1%に満たなか

った。 
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第 1 章 大腸菌を用いた組み換え発現系による調製 

1. 序文 

組み換え発現系は、宿主の転写・翻訳システムを利用するため長鎖ペプチドの調製が

容易である。多くのバイオ医薬品は組み換え発現系によって調製されており、インスリ

ンやアルブミン、成長ホルモン、インターフェロン等がその例としてあげられる 

[Demain and Vaishnav, 2009]。宿主としては、大腸菌や酵母、哺乳類培養細胞や昆虫細胞

等を選択できるが、中でも大腸菌は最も古くから様々なタンパク質の調製に広く用いら

れている [Terpe 2006; Fernández and Vega, 2013]。酵母や哺乳類培養細胞、昆虫細胞を用

いる場合は発現に週単位の時間を要するのに対して、大腸菌を用いれば日単位で迅速に

組み換えタンパク質を得ることができ、コストも低いという利点がある [Brondyk, 

2009]。しかしながら、組み換えタンパク質の発現量や可溶性は、そのタンパク質の特

性や、用いる宿主大腸菌及び発現ベクターに大きく左右されるため、より効率的な発現

条件及び精製条件を検討する必要がある。また、大腸菌は C 末端アミド化の機構を持

たないため、組み換え発現後に修飾を施さなければならない。 

本章では、rNPGL 及び rNPGM の C 末端にアミド化ドナーとなる Gly 残基を付加した

ものを発現させた後、アミド化酵素を用いて C 末端のアミド化を試みた。宿主大腸菌

には、最も一般的なプロテアーゼ欠損株である BL21 (DE3) 株、RNaseE 変異株である

BL21 Star (DE3) pLysS 株、ジスルフィド結合形成を促す SHuffle 株や SHuffle lysY 株

（pLysS や lysY を持つ株は、非誘導時の発現を抑える）を用いた。発現ベクターには、

発現効率の高い T7 プロモーターをコードする pETIK ベクター（図 6A）と、低温ショ

ックにより発現を誘導する cspA プロモーターと、精製を簡便にするための His タグ、

バクテリア由来のシャペロンであり組み換えタンパク質のフォールディングを促す

Trigger Factor (TF) をコードする pCold TF DNA ベクター（図 6B）を用いた。まず、pETIK

ベクターを用いて rNPGL-Glyの発現を試みたところ、不溶性の封入体を形成したため、

封入体からの精製を試みた。次に、rNPGM-Gly においては、pCold TF DNA ベクターを

用いて可溶化発現を試みた。最後に、アミド化酵素による C 末端のアミド化を試みた。 
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図 6. rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly の発現に用いた発現ベクター 

(A) rNPGL-Gly の発現に用いた pETIK ベクター。発現効率の高い T7 プロモーターをコードして

いる。(B) rNPGM-Gly の発現に用いた pCold TF DNA ベクター。低温ショックにより発現を誘導

する cspA プロモーター、精製を簡便にするための His タグ、バクテリア由来シャペロンである

Trigger Factor をコードしている。 
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2. 方法 

2.1. 試薬類 

pGEM-T easy vector は Promega (WI, USA) より、pETIK はバイオダイナミクス（東京、

日本）より、pCold TF DNA vector はタカラバイオ（滋賀、日本）より購入した。大腸

菌 DH5α 株はニッポンジーン（東京、日本）より、BL21 株は GE Healthcare (Little Chalfont, 

UK) より、BL21 (DE3) 株はバイオダイナミクスより、BL21 Star (DE3) pLysS 株は

Thermo Fisher Scientific (MA, USA) より、SHuffle 株と SHuffle T7 lysY 株は New England 

Biolabs (MA, USA) より購入した。 

 

2.2. 発現プラスミドの作製 

7 週齢オスの Wistar ラットの視床下部基底部より、TRIzol reagent (Life Technologies, 

CA, USA) と Oligotex-(dT) 30（タカラバイオ）を用いて mRNA を抽出し、ReverTra Ace 

qPCR RT Kit（東洋紡、大阪、日本）を用いて cDNA に逆転写した。cDNA を鋳型に、

Nde I サイトを含むフォワードプライマーと、EcoR I サイト、終止コドン、アミド化ド

ナーとなる Gly 残基を含むリバースプライマーを用いて、rNPGL 及び rNPGM を増幅し

た（表 1）。PCR は、Ex Taq（タカラバイオ）を用いて、初期変性 95℃-20 秒、変性 95℃

-20 秒、アニーリング 55℃-20 秒、伸長 72℃-20 秒、40 サイクルで行った。さらに、rNPGM

は 72℃-10 分により末端にアデニンを付加した。 

rNPGL-Gly と pETIK を Nde I 及び EcoR I で消化し、Ligation high（東洋紡）を用いて

繋いだ（以後、pETIK×rNPGL-Gly と表記する）。大腸菌 DH5α 株を形質転換し、30 µg/ml

のカナマイシンを含む LB 培地で 37℃で一晩培養し、Plasmid DNA purification kit（日本

ジェネティクス、東京、日本）を用いてプラスミドを精製した。rNPGM-Gly は、pGEM-T 

easy vector に Ligation high を用いて繋いだ。大腸菌 DH5α 株を形質転換し、50 µg/ml の

アンピシリンを含む LB 培地で 37℃で一晩培養し、NucleoSpin Plasmid 

(MACHEREY-NAGEL, Düren, Germany) を用いてプラスミドを精製した。それを Nde I

及び EcoR I で処理して rNPGM-Gly を切り出し、pCold TF DNA vector に繋ぎ、上述と同

様にプラスミドを精製した（以後、pCold TF DNA×rNPGM-Gly と表記する）。シークエ

ンスの確認は、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits と ABI Prism 310 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) を用いて行った。 
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表 1. rNPGL と rNPGM の増幅に用いたプライマー配列 

 配列 

rNPGL Forward 5'- GGCAATTCCATATGCACAGTCAGACAGACCTGCT -3' 

rNPGL Reverse 5'- CGGAATTCTATCCTAAGCCATGGTTCCTAG -3' 

rNPGM Forward  5'- GCCGCATATGGACTTGGAATTTCAGAAAGG -3' 

rNPGM Reverse  5'- CGGAATTCTAGCCCATCCCATGAGACCTTGAAA -3' 

 

2.3. rat NPGL-Gly の調製 

pETIK×rNPGL-Gly を用いて、大腸菌 BL21 (DE3) 株、BL21 Star (DE3) pLysS 株、

SHuffle T7 lysY 株をそれぞれ形質転換した。BL21 (DE3) 株は、15 µg/ml のカナマイシ

ンを含む LB プレート上で 37℃で一晩選別し、コロニーを 8 ml LB 培地（30 µg/ml カナ

マイシン）に植え継ぎ、37℃で培養した。BL21 Star (DE3) pLysS 株は、15 µg/ml のカナ

マイシンと 34 µg/ml のクロラムフェニコールを含む LB プレート上で 37℃で一晩選別

し、コロニーを 5 ml の LB 培地（30 µg/ml カナマイシン、34 µg/ml クロラムフェニコー

ル）に植え継ぎ、37℃で培養した。SHuffle T7 lysY 株は、30 µg/ml のカナマイシンを含

む LB プレート上で 37℃で一晩選別し、コロニーを 10 ml の LB 培地（30 µg/ml カナマ

イシン）に植え継ぎ、37℃で培養した。それぞれ、OD600 = 0.4 のとき、IPTG を終濃度

0.1 mM になるよう添加し、37℃で 3 時間発現を誘導した。遠心分離（5,000×g、10 min、

4℃）により菌体を回収し、－80℃で凍結保存した。タンパク質の発現は、SDS-PAGE

と 2D-SILVER STAIN II（コスモバイオ、東京、日本）を用いた銀染色により確認した。 

BL21 (DE3) 株の菌ペレット 1 g に対して 5 ml の BugBuster Protein Extraction Reagent 

(Novagen, WI, USA) を添加して溶菌し、遠心分離（15,000 rpm、20 min、4℃）後、沈殿

を回収した。沈殿を洗浄バッファー（1% Triton X-100、0.1 M NaCl、50 mM Tris-HCl、1 

mM EDTA、pH 8.0）で懸濁し、遠心分離（15,000 rpm、20 min、4℃）後、沈殿を回収し

た。これを 4 回繰り返した。沈殿を D2W で懸濁し、遠心分離（15,000 rpm、20 min、4℃）

後、沈殿を回収した。これを 2 回繰り返した。沈殿を可溶化バッファー（6 M グアニジ

ン塩酸塩、0.1 M NaCl、50 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0）で溶解し、遠心分離（10,000 

rpm、20 min、4℃）後、上清を回収した。逆相高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

により、カラム：C8（TSKgel Octyl-80Ts、4.6×250 mm；東ソー、東京、日本）、流速：

0.5 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線

濃度勾配（B 液 42–62%、40 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。 



第 1 章 大腸菌を用いた組み換え発現系による調製 

19 

 

2.4. rat NPGM-Gly の調製 

pCold TF DNA×rNPGM-Gly を用いて、大腸菌 BL21 株と SHuffle 株をそれぞれ形質転

換し、50 µg/ml のアンピシリンを含む LB プレート上で 37℃で一晩選別した。コロニー

を LB 培地（50 µg/ml アンピシリン）で 37℃で一晩培養後、新しい LB 培地（50 µg/ml

アンピシリン）200 ml に植え継ぎ、37℃で培養した。OD600 = 0.5 のとき、培養液を 30

分間氷冷後、IPTG を終濃度 0.1 mM になるよう添加し、15℃で 24 時間発現を誘導した。

遠心分離（5,000×g、10 min、4℃）により菌体を回収し、−80℃で凍結保存した。タン

パク質の発現は SDS-PAGE 及び銀染色により確認した。 

SHuffle 株の菌ペレット 1 g に対して 5 ml の BugBuster Reagent を添加して溶菌し、遠

心分離（15,000 rpm、20 min、4℃）後、上清を回収した。カラムに Ni-NTA agarose (Qiagen, 

Venlo, Netherlands) を入れ、平衡化バッファー（50 mM NaH2PO4、0.3 M NaCl、pH 8.0）

で平衡化後、カラムの出口を閉めて抽出上清を添加し、4℃で 1 時間インキュベートを

行った後、溶出バッファー（50 mM NaH2PO4、0.3 M NaCl、0.1 M イミダゾール、pH 8.0）

で溶出した。溶出液をHis-TFタグ切断反応用バッファー（20 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、

2 mM CaCl2、pH 8.0）に対して 4℃で一晩透析した。BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo 

Fisher Scientific) を用いてタンパク定量を行い、タンパク質 1 mg に対して Factor Xa 

protease (New England Biolabs) 2 µg を添加し、20℃で 16 時間反応させた後、

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) を終濃度 1 mM になるよう添加して反応を停止し

た。アセトンを終濃度 40%になるよう添加し、His-TF タグを沈殿除去した。逆相 HPLC

により、カラム：シアノプロピル（TSKgel CN-80Ts、4.6×250 mm；東ソー）、流速：0.5 

ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃

度勾配（B 液 35–55%、40 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。 

 

2.5. C 末端のアミド化 

アミド化酵素は recombinant human peptidylglycine α-amidating monooxygenase / PAM 

(R&D systems, MN, USA) を用いた。rNPGM-Gly 1 mg を 2 ml のバッファー（0.2 M 

Tris-HCl、pH 7.0、0.5% Nonidet P-40、5 mM アスコルビン酸、20 µM CuSO4、0.1 mg/ml 

カタラーゼ、2 µg/ml アミド化酵素）に溶解し、37℃で一晩反応させた。逆相 HPLC に

より、カラム：C8（YMC-Pack C8、4.6×150 mm；YMC、京都、日本）、流速：0.5 ml/min、

溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B
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液 40–60%、40 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。 

 

2.6. 質量分析 

生成物の質量は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化法（matrix assisted laser 

desorption ionization time-of-flight mass spectrometry: MALDI-TOF-MS）またはエレクトロ

スプレーイオン化法（electrospray ionization mass spectrometry: ESI-MS）により測定した。

MALDI-TOF-MS は AXIMA-CFR plus（島津製作所、京都、日本）を用いて、ESI-MS は

LTQ Orbitrap XL 及び Xcalibur (Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。主な理論質量

値を表 2 に示す。 

 

表 2. 各生成物の理論質量値一覧 

 [M+H]
+ 

(average) [M+H]
+ 

(monoisotopic) 

Met-rNPGL-Gly (SH) 9538.02 9531.64 

Met-rNPGL-NH2 (SH) 9479.98 9473.64 

His-Met-rNPGM-Gly (SH) 10494.20 10487.13 

His-Met-rNPGM-NH2 (SH) 10436.16 10429.12 
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3. 結果 

3.1. rat NPGL-Gly の発現 

発現効率の高いT7プロモーター [Studier and Moffatt, 1986] をコードする pETIKを用

いて、rNPGL-Gly（約 10 kDa）を発現するプラスミドを作製した（図 7A）。開始 Met

残基が残るため、最終的に Met-rNPGL-Gly となる。この発現プラスミドを用いて大腸

菌 BL21 (DE3) 株、BL21 Star (DE3) pLysS 株、SHuffle T7 lysY 株の 3 種類を形質転換し、

OD600 = 0.5 のときに 0.1 mM IPTG により発現を誘導し、37℃で 3 時間培養した。その結

果、BL21 (DE3) 株及び BL21 Star (DE3) pLysS 株では発現が認められたが、いずれも封

入体を形成しており、SHuffle T7 lysY 株においては発現が認められなかった（図 7B）。

そこで、より発現量の多かった BL21 (DE3) 株の封入体からの rNPGL-Gly の精製を試み

た。まず、封入体に含まれる不要なタンパク質を除去するため、1%の Triton X-100 を含

むバッファー（1% Triton X-100、0.1 M NaCl、50 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0）

に懸濁して 30 分程度振とうさせ、遠心分離して上清を捨て、この作業を 4 回以上繰り

返した。次に、D2W による懸濁と遠心分離を 2 回繰り返して Triton X-100 を除去した。

そして、6 M グアニジン塩酸塩を含むバッファー（6 M グアニジン塩酸塩、0.1 M NaCl、

50 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0）により可溶化した。可溶化液を逆相 HPLC によ

り精製したところ、29 分と 40 分にピークが見られた（図 7C）。MALDI-TOF-MS の結

果、いずれも rNPGL-Gly に相当する質量が検出された。それぞれの溶出位置から、29

分のピークはジスルフィド結合を形成した rNPGL-Gly であり、40 分のピークは架橋し

ていない rNPGL-Gly であることが示唆された。 

 

3.2. rat NPGM-Gly の発現 

rNPGL-Gly の発現において封入体を形成したため、rNPGM-Gly は可溶化タグとの融

合タンパク質として、低温で発現させることにした。そこで、低温ショックにより発現

を誘導する cspA プロモーター、翻訳を促進する translation enhancing element (TEE) 配列

[Etchegaray and Inouye, 1999]、精製用の His タグ、バクテリア由来シャペロンである TF

をコードする pCold TF DNA ベクターに rNPGM-Gly を挿入し、His-TF-rNPGM-Gly 

(His-TF tag = 52 kDa, rNPGM-Gly = 10 kDa) を発現するプラスミドを作製した（図 8A）。

His-TF tag は Factor Xa により切断することができるが、Nde I サイトである His-Met 配
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列が残るため、最終的に His-Met-rNPGM-Gly となる（図 8A）。この発現プラスミドを

用いて BL21 株と SHuffle 株を形質転換し、OD600 = 0.5 のときに氷冷及び 0.1 mM IPTG

により発現を誘導し、15℃で 24 時間培養した。その結果、BL21 株においては発現した

His-TF-rNPGM-Gly の多くが封入体を形成したが、SHuffle 株においては可溶性画分に発

現が認められた（図 8B）。そこで、SHuffle 株の可溶性画分からの His-TF-rNPGM-Gly

の精製を試みた。SHuffle 株の可溶性画分を His タグに対するアフィニティーカラムで

ある Ni
2+カラムに添加し、His-TF-rNPGM-Gly を精製した。His-TF タグを Factor Xa によ

り切断し、アセトンを終濃度40%になるよう添加して沈殿させた。その上清を逆相HPLC

により精製したところ、2 つのピークが見られた（図 8C）。ESI-MS の結果、21 分のメ

インピークからはジスルフィド結合を形成した His-Met-rNPGM-Gly が検出された（図

8D）。また、22 分のピークは、Factor Xa の非特異的な切断によるものと考えられる、

His-Met-rNPGM-Gly より C 末端が 5 残基短いものであった（データ非表示）。培養液 1 L

あたり 0.4 mg の rNPGM-Gly が得られた。 

 

3.3. C 末端のアミド化 

rNPGM-Gly を用いて、アミド化酵素による C 末端のアミド化を試みた。rNPGM-Gly 1 

mg を 2 ml のアミド化反応液（0.2 M Tris-HCl、pH 7.0、0.5% Nonidet P-40、5 mM アス

コルビン酸、20 µM CuSO4、0.1 mg/ml カタラーゼ、2 µg/ml アミド化酵素）に溶解し、

37℃で一晩反応させた。それを逆相 HPLC により精製したところ、3 つのピークに分か

れた（図 9A）。それぞれのピークを ESI-MS により解析し、rNPGM-Gly 及び rNPGM-NH2

の理論値と比較したところ、ピーク 1 及び 2 から rNPGM-NH2が検出された（図 9B）。

しかしながら、rNPGM-NH2より質量が 18 小さい、脱水物と考えられる副生成物も混在

していた（図 9B）。また、ピーク 3 からは rNPGM-NH2により質量が 32 大きい、酸素が

2 つ付加したものと考えられる副生成物が検出された（図 9B）。未反応の rNPGM-Gly

は見られなかった（図 9B）。アミド化酵素により rNPGM-NH2を調製することができた

が、副反応を避けられず、HPLC の条件を検討しても分離することができなかった。 
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図 7. rNPGL-Gly の発現 

(A) 発現プラスミドの設計。pETIK ベクターのマルチクローニングサイト（MCS）に rNPGL-Gly

を挿入した。(B) BL21 (DE3) 株、BL21 Star (DE3) pLysS 株、SHuffle T7 lysY 株における rNPGL-Gly

の発現比較（15%ゲル、銀染色）。BL21 (DE3) 株と BL21 Star (DE3) pLysS 株の封入体に発現が認

められた。(C) rNPGL-Gly の逆相 HPLC クロマトグラム。BL21 (DE3) 株の封入体を 1% Triton 

X-100 バッファーで洗浄後、6 M グアニジン塩酸塩バッファーで可溶化し、逆相 HPLC により精

製した (TSKgel Octyl-80Ts, 4.6×250 mm; 42–62% ACN over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。 
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図 8. rNPGM-Gly の発現 

(A) 発現プラスミドの設計。pCold TF DNA ベクターのマルチクローニングサイト（MCS）に

rNPGM-Gly を挿入し、N 末側に His タグと Trigger Factor を融合した rNPGM-Gly を発現するプラ

スミドを作製した。(B) BL21 株と SHuffle 株における His-TF-rNPGM-Gly の発現比較（10%ゲル、

銀染色）。SHuffle 株上清に可溶化発現が認められた（矢印）。(C) 精製した rNPGM-Gly（矢印）。

SHuffle 株上清を Ni-NTA アフィニティーカラムにより精製し、His-TF タグを切断後、逆相 HPLC

により純化した (TSKgel CN-80Ts, 4.6×250 mm; 35–55% ACN over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。(D) 

精製物の ESI-MS。架橋した rNPGM-Gly に相当する質量値が検出された。 
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図 9. アミド化酵素による rNPGM-Gly のアミド化 

(A) アミド化反応後の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack C8, 4.6×150 mm; 40–60% ACN 

 over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。(B) 各ピークの ESI-MS の実測スペクトルと、rNPGM-Gly 及

び rNPGM-NH2の理論スペクトル。ピーク 1 と 2 より rNPGM-NH2に相当する質量値が検出され

たが、脱水物（10415.15）と考えられる副生成物も混在していた。 



第 1 章 大腸菌を用いた組み換え発現系による調製 

26 

 

4. 考察 

4.1. rat NPGL-Gly と rat NPGM-Gly の発現 

まず、発現効率の高い T7 プロモーター [Studier and Moffatt, 1986] をコードする

pETIK ベクターを用いて rNPGL-Gly の発現を試みた結果、BL21 (DE3) 株及び BL21 Star 

(DE3) pLysS 株において発現させることができた。BL21 (DE3) 株は最も一般的なプロテ

アーゼ欠損株であり、そのうちの Star 株は、菌内に転写された mRNA がより安定にな

るように RNaseE に変異が入れられている。pLyzS を持つ株は、T7 リゾチームを恒常的

に発現して T7 ポリメラーゼによる転写を抑制し、非誘導時にバックグラウンドとなる

発現レベルを低下させるため、毒性のあるタンパク質に対して有効である。発現誘導前

は lac リプレッサーによりプロモーターからの転写、翻訳が抑制されているが、それは

完全ではないためである。その BL21 (DE3) 株及び BL21 Star (DE3) pLysS 株において

rNPGL-Gly の発現が認められたが、いずれも封入体を形成していた。組み換えタンパク

質は宿主にとって異物であるため、不溶性の封入体を形成しやすい傾向がある。封入体

を形成してしまった場合、変性剤等による可溶化及び再構成が必要となるが、封入体に

は大腸菌由来の膜画分のプロテアーゼが混在しているため、それらが活性再生すると目

的タンパク質を分解してしまう。従って、再構成前に封入体を界面活性剤等により洗浄

し、プロテアーゼを除去しておく必要がある。そこで、封入体の洗浄及び可溶化条件を

検討したところ、1%の Triton X-100 を含むバッファーで洗浄し、6 M グアニジン塩酸塩

を含むバッファーで可溶化させることができた。最終的な収量としては BL21 (DE3) 株

の方が多かったため、BL21 (DE3) 株の封入体から rNPGL-Gly を精製した。 

封入体は正しくフォールディングされなかったものの凝集体であり、その再構成の条

件の最適化は困難を伴うことが多いため、一般的に目的タンパク質は可溶化発現させる

のが望ましいとされている。発現タンパク質が毒性を示したり封入体を形成したりして

しまう場合は、発現効率の低いプロモーターや低温発現系の利用、可溶化タグの融合等

が推奨される [Terpe, 2006]。そこで、rNPGM-Gly の発現においては、低温ショックに

より発現を誘導する cspA プロモーター [Goldstein et al., 1990] と、バクテリア由来のシ

ャペロンである Trigger Factor (TF) をコードする pCold TF DNA ベクターを用いた。T7

システムでは発現量や溶解性が低いタンパク質に関して、pCold ベクターによりそれら

が改善する例がいくつもある [Qing et al., 2004]。低温での発現は、cspA プロモーターの

下流にある目的タンパク質の発現を促すが、一方で、大腸菌由来のタンパク質の発現は
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抑制される。このシステムは、目的タンパク質の溶解性、収率、立体構造、活性におい

て一般的に良い結果をもたらす [Rosano and Ceccarelli, 2014]。さらに、TF は新生タンパ

ク質のフォールディングを促進する働きを持っている [Hartl and Hayer-Hartl, 2002; 

Maier et al., 2005]。9 種類のタグ {His、SUMO [Malakhov et al., 2004]、チオレドキシン 

[LaVallie et al., 2000]、MsyB [Su et al., 2007]、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）

[Smith and Johnson, 1988]、HaloTag7 [Ohana et al., 2009]、マルトース結合ドメイン（MBP）

[Kapust and Waugh, 1999]、TF、NusA [Davis et al., 1999]} を用いて 20 種類のタンパク質

の発現及び可溶化効率を比較した研究があるが、SUMO、チオレドキシン、MBP、TF

が特に有効であるとしている [Bird, 2011]。そこで、低温発現系と TF を用いて

rNPGM-Gly の可溶化発現を試み、BL21 株と SHuffle 株を形質転換したところ、SHuffle

株において可溶化発現が認められた。SHuffle 株は、ジスルフィド結合の形成を促すグ

ルタチオンやチオレドキシンを還元してしまう酵素（チオレドキシン還元酵素とグルタ

チオン還元酵素）を欠損しており、さらに、本来ペリプラズム（細胞膜と細胞外膜の間

の空間）にある、ジスルフィド結合の形成を促すイソメラーゼ DsbC を細胞質に発現す

るように改良された株である [Lobstein et al., 2012]。これらのことから、低温発現系、

シャペロン、ジスルフィド結合を形成しやすい環境の相乗効果により、発現した

rNPGM-Gly の立体構造形成が促され、可溶化したと考えられる。また、結果には示し

ていないが、rNPGL-Gly は pCold TF DNA ベクターや SHuffle 株を用いても可溶化発現

させることはできなかった。上述の 9 種類の可溶化タグの比較研究においては特に

SUMO タグが優れているとされているため [Bird, 2011]、rNPGL-Gly の発現にそれを用

いると良いかもしれない。 

組み換え発現系により調製した rNPGL 及び rNPGM は、N 末端に Met 残基あるいは

His-Met 残基が付加している。組み換えタンパク質に付加配列を残さないために、Met

残基の C 末端側で切断する作用があり、酵素よりも安価な臭化シアン（CNBr）

[Rais-Beghdadi et al., 1998] がよく用いられるが、rNPGL 及び rNPGM は内部に Met 残基

を有しているためそれを使用することはできない。rNPGL 及び rNPGM は 80 及び 88 ア

ミノ酸残基の長鎖ペプチドであるため、N 末端の 1~2 残基の付加は活性に大きな影響を

及ぼさないと考えられるが、その確証はない。 

各種条件検討により rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly を調製することができたが、その収

量は多くなかった。本研究ではバッフル付フラスコを用いて培養したが、エアレーショ

ン効率は大腸菌の生育に大きく影響するため、酸素量や pH を厳密に制御できるファー
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メンターを用いることで収量をあげられると考えられる。また、飛躍的な収量向上が期

待できる手法として、発現タンパク質を大腸菌内に溜め込ませずにペリプラズムや培地

中に放出させる手法がある [Mergulhão et al., 2005]。ペリプラズムにはフォールディン

グを促すジスルフィド結合イソメラーゼやペプチジルプロリルイソメラーゼが存在す

るため、分泌されたタンパク質は活性や安定性、溶解性の点で優れていることが多い 

[Shokri et al, 2003; Mergulhão et al., 2005]。大腸菌は 5 つのタイプの分泌経路を有してい

るが本来のタンパク質の分泌量はそう多くなく、組み換えタンパク質を分泌させること

ができれば夾雑物が比較的少ない状態で得られる [Mergulhão et al., 2005]。また、組み

換えタンパク質の N 末端にシグナルペプチドを付加することによって分泌させること

ができ、そのシグナルペプチドは役目を終えた後に切断されるため、N 末端に Met 残基

等の余分なアミノ酸残基が残らない [Mergulhão et al., 2005]。驚くべきことに、この手

法によりグラムオーダーで組み換えタンパク質を得ている例がいくつかあり、コレラ毒

B（1 g/L）[Slos et al., 1994]、セルロース結合ドメイン（2.8 g/L）[Hasenwinkle et al., 1997]、

インスリン様成長因子Ⅰ（2.5 g/L）[Joly et al., 1998]、アルカリホスファターゼ（5.2 g/L）

[Choi et al., 2000]、ヒトの顆粒球コロニー刺激因子（3.2 g/L）[Jeong and Lee, 2001]、レバ

ンフルクトトランスフェラーゼ（4 g/L）[Lee et al., 2001] があげられる。この手法によ

り rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly の収量も大きく向上させることができるかもしれない。

ただし、分泌効率はタンパク質の大きさやアミノ酸組成によって大きく異なる点に注意

する必要がある [Mergulhão et al., 2005]。 

上述の通り、rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly の収量については課題が残るが、rNPGM-Gly

については抗体作製に十分な量は得られた。それを抗原として、rNPGM に特異的に反

応を示す抗体が作製された。 

 

4.2. C 末端のアミド化 

哺乳類のペプチドホルモンの約 50%、昆虫ホルモンの 80%以上は、その C 末端がア

ミド化されている [Eipper BA and Mains, 1988; Kim and Seong, 2001]。アミド化酵素は下

垂体の内分泌細胞や多くの神経細胞において高い発現が見られるが、内皮細胞、上皮細

胞、筋肉細胞等、全身に広く存在している [Kim and Seong, 2001]。また、アミド化酵素

を欠損したマウスやショウジョウバエは早期に死に至る [Bousquet-Moore et al., 2010]。

C 末端のアミド化は、ペプチドの活性発揮に重要な役割を担っている。例えば、ラット

において neuroendocrine regulatory peptide (NERP)-1 (LEGSFLGGSEAGERLLQQGLAQV 
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EA-NH2) 及び NERP-2 (EAEATRQAAAQEERLADLASDLLLQYLLQGGARQRDLG-NH2) 

はバソプレシンの分泌を抑制するが、C 末端が Gly 残基の NERP-1 及び NERP-2 にはそ

の分泌抑制作用が全く見られない [Yamaguchi et al., 2007]。同様に、NPGL 及び NPGM

においても C 末端のアミド化は活性に必要であると考えられる。 

アミド化酵素がカエルの皮膚やウシの下垂体から単離及び構造決定されて以来 

[Mizuno et al., 1986; Murthy et al., 1986; Mizuno et al., 1987]、組み換え発現系によりアミド

化酵素が作られ、様々なペプチドの C 末端のアミド化に用いられてきた。その例とし

て、マストパラン-X (INWKGIAAMAKKLL-NH2) [Kohno et al., 1998] やヒトのアドレノ

メデュリン (YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQTYQFTDKDKDNVA 

RPSKISPQGY-NH2) [Mitsuda et al., 2002]、甲殻類の血糖上昇ホルモン (GAMGSLFDPSC 

TGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVATECRSNCYNNPVFRQCMAYVVPAHLHNEH

REAVQMV-NH2) [Katayama et al., 2002; Mosco et al., 2008; Nagai et al., 2009] 等があげら

れる。同様に、アミド化酵素を用いて rNPGM-Gly の C 末端のアミド化を試みたが、収

率が低く副生成物の混入を避けられなかった。rNPGM-Gly に反応性の高いフリーの Cys

残基が存在することが副反応の原因である可能性が考えられる。アミド化酵素は高価で

あるため、収率の低さは深刻な問題である。さらに、本研究遂行途中で主要メーカーの

アミド化酵素の製造が中止となり、入手さえも困難となってしまった。これらのことか

ら、アミド化酵素による rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly の C 末端のアミド化は断念せざる

を得なくなった。代替の C 末端アミド化法として、カルボキシペプチダーゼ Y を用い

て C 末端のアミノ酸残基をアミド化したアミノ酸残基に置換するという手法があり

（–X–Y–OH + H–Z–NH2 ⇒ –X–Z–NH2 + H–Y–OH；X, Y, Z = アミノ酸）、組み換え発現

系により調製したヒトのグルカゴン様ペプチド 1（7-36）の C 末端をアミド化させてい

る例がある（HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2）[Hong et al., 2000; Zhang 

et al., 2004]。しかしながら、rNPGL-Gly 及び rNPGM-Gly の収量向上が先決問題である。 
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第 2 章 Intein の原理を用いた手法による調製 

1. 序文 

第 1章において、アミド化酵素による rNPGM-GlyのC末端アミド化反応効率が低く、

さらに、アミド化酵素の入手が困難となった。従って、アミド化酵素を用いない手法で

NPGL 及び NPGM を調製する必要がある。そこで、Intein の原理を用いたペプチド調製

法を検討することにした。Intein とは、酵母やバクテリアに存在し、タンパク質スプラ

イシングを生じさせるタンパク質である。タンパク質スプライシングとは、「N 末側

Extein－Intein－C 末側 Extein」からなる前駆体タンパク質から、「Intein」がスプライシ

ングを生じさせて抜け落ち、両端の Extein が結合されて「N 末側 Extein－C 末側 Extein」

となる反応であり、反応の進行にはCys残基のSH基が重要な役割を担っている（図 10）。

この反応機構を応用したものとして、C 末端アミド化法 [Cottingham et al., 2001] と

Native chemical ligation (NCL) 法 [Dawson et al., 1994] が知られている。そこで本章では、

これらの手法により rNPGM の調製を試みた。 

C 末端アミド化法は、目的タンパク質の C 末端に Intein を融合し、アンモニウム塩存

在下で SH 基を持つ DTT を添加してスプライシング様反応を生じさせ、C 末端をアミド

化するというものである（図 11A）[Cottingham et al., 2001]。Intein と精製用タグの Chitin 

Binding Domain (CBD) をコードする pTXB1 ベクターが市販されているため、それに

rNPGM を挿入し、さらに rNPGM-Intein-CBD を切り出し、pCold TF DNA ベクターに挿

入して N 末端に His-TF タグを付加し、可溶化発現を試みた（図 11B）。その後、C 末端

のアミド化と His-TF タグの切断を試みた（図 11B）。 

NCL 法は、ペプチドフラグメントを縮合する手法であり、C 末端にチオエステル構

造を有するペプチド（ペプチドチオエステル）と N 末端に Cys 残基を有するペプチド

（Cys ペプチド）を中性条件下で混合すると、ネイティブなペプチド結合で縮合される

（図 12A）[Dawson et al., 1994]。そこで、rNPGM の 3 つの Cys 残基（Cys
24、Cys

28、Cys
80）

のうち、Cys
28を縮合部位に選定し、N 末側の 27 残基（rNPGM

1-27）をペプチドチオエ

ステルとして、C 末側の 61 残基（rNPGM
28-88

-NH2）を Cys ペプチドとして調製し、NCL

法による縮合を試みた（図 12B）。rNPGM
1-27チオエステルは、アミド化法と同様の原理

で Inteinとの融合タンパク質にチオールを反応させることにより調製することができる

ため、組み換え発現系による調製を試みた。rNPGM
28-88

-NH2は、確実に C 末端がアミド

化されたものとして得るため、リンクアミドレジンを用いた固相法による合成を試みた。
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図 10. タンパク質スプライシング [Ding et al., 2003] 

N 末側 Extein－Intein－C 末側 Extein からなる前駆体タンパク質から、Intein が抜け落ちて両側の

Extein が縮合される。Cys 残基がチオール基（青）とアミノ基（ピンク）が反応の進行に重要で

ある。 



第 2 章 Intein の原理を用いた手法による調製 

32 

 

 

 

図 11. Intein の原理を応用した C 末端アミド化法による rNPGM の調製 

(A) C 末端アミド化法 [Cottingham et al., 2001]。目的ペプチドと Intein の融合タンパク質に、アン

モニウム塩存在下で DTT を添加すると、目的ペプチドの C 末端がアミド化される。 (B) C 末端

アミド化法による rNPGM の調製のスキーム。rNPGM を pTXB1 ベクターに挿入後、Intein-CBD

と共に切り出し、pCold TF DNA に挿入することで、His-TF-rNPGM-Intein-CBD を可溶化発現さ

せる。その後、C 末端のアミド化と His-TF タグの切断を行い、rNPGM-NH2を調製する。 
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図 12. Intein の原理を応用した Native chemical ligation (NCL) 法による rNPGM の調製 

(A) NCL 法の原理 [Dawson et al., 1994]。C 末端がチオエステル化したペプチド(Peptide 1) と N

末端に Cys 残基を持つペプチド (Peptide 2) を中性条件下で混合すると、ペプチド結合により縮

合される。(B) NCL 法による rNPGM の調製のスキーム。rNPGM の 28 番目の Cys 残基を縮合部

位とし、rNPGM
1-27をペプチドチオエステルとして Intein の原理を用いた手法により調製し、

rNPGM
28-88

-NH2を Cys ペプチドとして固相法により調製し、NCL 法により縮合する。 
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2. 方法 

2.1. 試薬類 

pCold TF DNA vector はタカラバイオより、pTXB1 vector は New England Biolabs より

購入した。大腸菌 DH5α 株はニッポンジーンより、BL21 (DE3) 株はバイオダイナミク

スより、BL21 Star (DE3) pLysS 株は Thermo Fisher Scientific より、SHuffle 株は New 

England Biolabs より購入した。 

Fmoc アミノ酸誘導体、TGS-RAM、PyBOP、HOBt は島津製作所より購入した。Fmoc

アミノ酸誘導体の側鎖の保護基は、Asn・Cys・Gln・His は Trt 基、Asp・Glu は OtBu 基、

Arg は Pbf 基、Lys・Trp は Boc 基、Ser・Tyr は tBu 基のものを用いた。シュードプロリ

ンジペプチド｛Fmoc-Leu-Thr(psiMe, MePro)-OH、Fmoc-Lys(Boc)-Ser(psiMe, MePro)-OH、

Fmoc-Tyr(tBu)-Ser(psiMe, MePro)-OH、Fmoc-Leu-Ser(psiMe, MePro)-OH｝は Novabiochem 

(Darmstadt, Germany) より購入した。ピペリジン、TFA、ジエチルエーテルはナカライ

テスク（京都、日本）より購入した。チオアニソール、EDT、エチルメチルスルフィド、

2-メチルインドールは東京化成工業（東京、日本）より購入した。フェノールはシグマ

アルドリッチより、NMM は片山化学工業より購入した。 

 

2.2. C 末端アミド化法による調製 

2.2.1. His-TF-rNPGM-Intein-CBD の発現と精製 

第 1 章で作製した pCold TF DNA×rNPGM-Gly を鋳型に、Nde I サイトを含むフォワ

ードプライマーと Sap I サイトを含むリバースプライマーを用いて、rNPGM を増幅した

（表 3）。PCR は、Ex Taq（タカラバイオ）を用いて、初期変性 94℃-3 分、変性 94℃-30

秒、アニーリング 55℃-30 秒、伸長 72℃-30 秒、30 サイクルで行った。PCR 産物と pTXB1

を Nde I 及び Sap I で消化し、Ligation high（東洋紡）を用いて繋いだ（以後、pTXB1×

rNPGM と表記する）。大腸菌 DH5α 株を形質転換し、50 µg/ml のアンピシリンを含む

LB プレート上で 37℃で一晩選別した。コロニーを 100 µg/ml のカルベニシリンを含む

LB 培地 5 ml に植え継ぎ、37℃で一晩培養後、Nucreo Spin Plasmid (MACHEREY-NAGEL) 

を用いてプラスミドを精製した。pTXB1×rNPGM を Nde I 及び Pst I で処理して

rNPGM-Intein-CBD を切り出し、pCold TF DNA ベクターに繋いだ（以後、pCold TF DNA
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×rNPGM-Intein-CBD と表記する）。DH5α 株を形質転換し、50 µg/ml のアンピシリンを

含む LB プレート上で 37℃で一晩選別した。コロニーを 5 ml の LB 培地（50 µg/ml アン

ピシリン）で 37℃で一晩培養後、Nucleo Spin Plasmid を用いてプラスミドを精製した。

シークエンスの確認は、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits と ABI Prism 310 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を用いて行った。 

 

表 3. rNPGM の増幅に用いたプライマー配列 

 配列 

Forward  5'- GGCAATTCCATATGGACTTGGAATTTCAGAAAGG -3' 

Reverse  5'- GGTGGTTGCTCTTCCGCACATCCCATGAGACCTTGAAA-3' 

 

pCold TF DNA×rNPGM-Intein-CBD を用いて、大腸菌 SHuffle 株、BL21 Star (DE3) 

pLysS 株、BL21 (DE3) 株をそれぞれ形質転換し、50 µg/ml のアンピシリンを含む LB プ

レート上で 37℃で一晩選別した。コロニーを 5 ml の LB 培地（50 µg/ml カルベニシリ

ン）で 37℃で一晩培養後、新しい培地（50 µg/ml カルベニシリン）に 50 分の 1 量を植

え継ぎ、37℃で培養した。OD600 = 0.5 のとき、培養液を 30 分間氷冷後、IPTG を終濃度

0.1 mM になるように添加し、15℃で 24 時間発現を誘導した。遠心分離（5,000×g、10 

min、4℃）により菌体を回収し、－80℃で凍結保存した。タンパク質の発現は SDS-PAGE

及び銀染色により確認した。 

BL21 Star (DE3) pLysS 株の菌ペレット 1 g に対して、5 ml の BugBuster Reagent 

(Novagen) と 5 µl の Benzonase (Novagen) を添加して溶菌し、遠心分離（15,000 rpm、20 

min、4℃）後、上清を回収した。カラムに TALON Metal Affinity Resin（タカラバイオ）

を入れ、カラム体積 5 倍量の平衡化バッファー（50 mM NaH2PO4、0.3 M NaCl、pH 7.0）

で平衡化し、抽出上清を添加後、3 倍量の平衡化バッファーで洗浄し、3 倍量の溶出バ

ッファー（50 mM NaH2PO4、0.3 M NaCl、0.1 M イミダゾール、pH 7.0）で溶出した。 

 

2.2.2. C 末端のアミド化と His-TF タグの切断 

溶出液を C 末端アミド化反応用バッファー（20 mM HEPES、0.1 mM EDTA、pH 8.0）

に対して 4℃で一晩透析した。炭酸水素アンモニウム（NH4HCO3）を終濃度 2 M になる

よう添加して溶解させた後、DTT を終濃度 50 mM になるよう添加し、一晩室温で攪拌

した。次に、His-TF タグ切断反応用バッファー（20 mM Tris-HCl、0.1 M NaCl、2 mM CaCl2、
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pH 8.0）に対して 4℃で一晩透析した。BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher 

Scientific) を用いてタンパク定量を行い、タンパク質 1 mg に対して Factor Xa (New 

England Biolabs) 0.5 µl を添加し、室温で 16 時間反応させた後、PMSF を終濃度 1 mM に

なるよう添加して反応を停止した。 

切離した Intein-CBD 及び His-TF タグをメタノール沈殿により除去した。サンプル体

積に対して 0.5、1、1.5 または 2 倍量のメタノールを添加し、4℃で 15 分間静置した。

遠心分離（1,700×g、15 min、4℃）後、上清を回収し、エバポレーターを用いてメタノ

ールを除去した。逆相 HPLC により、カラム：シアノプロピル（TSKgel CN-80Ts、4.6

×250 mm；東ソー）、流速：0.5 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセト

ニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B 液 33–53%、40 分間）、検出：220 nm の条件

で精製した。 

 

2.3.  Native chemical ligation 法による調製 

2.3.1. rat NPGM
1-27チオエステルの調製 

第 1 章で作製した pCold TF DNA×rNPGM-Gly を鋳型に、Nde I サイトを含むフォワ

ードプライマーと Sap I サイトを含むリバースプライマーを用いて、rNPGM
1-27を増幅し

た（表 4）。PCR は、Ex Taq を用いて、初期変性 94℃-3 分、変性 94℃-30 秒、アニーリ

ング 55℃-30 秒、伸長 72℃-15 秒、30 サイクルで行った。PCR 産物と pTXB1 vector を

Nde I 及び Sap I で消化し、Ligation high を用いて繋いだ（以後、pTXB1×rNPGM
1-27と

表記する）。大腸菌 DH5α 株を形質転換し、50 µg/ml のアンピシリンを含む LB プレー

ト上で 37℃で一晩選別した。コロニーを 5 ml の LB 培地で 37℃で一晩培養後、Wizard 

Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) を用いてプラスミドを精製した。シ

ークエンスの確認は、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits と ABI Prism 310 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を用いて行った。 

 

表 4. rNPGM
1-27の増幅に用いたプライマー配列 

 配列 

Forward  5'- GGCAATTCCATATGGACTTGGAATTTCAGAAAGG -3' 

Reverse  5'- GGTGGTTGCTCTTCCGCAAGTGTTCCAGCACTGAAGAT -3' 
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pTXB1×NPGM
1-27を用いて、大腸菌 BL21 (DE3) 株を形質転換し、50 µg/ml のアンピ

シリンを含む LB プレート上で 37℃で一晩選別した。コロニーを 10 ml の LB 培地（50 

µg/ml アンピシリン）で 37℃で一晩培養後、新しい LB 培地（50 µg/ml アンピシリン）

300 ml に 50 分の 1 量を植え継ぎ、37℃で培養した。OD600 = 0.5 のとき、IPTG を終濃度

0.1 mM になるよう添加し、37℃で 3 時間発現を誘導した。遠心分離（5,000×g、10 min、

4℃）により菌体を回収し、－80℃で凍結保存した。タンパク質の発現は SDS-PAGE と

銀染色により確認した。 

菌ペレット 4.6 g に BugBuster Reagent 23 ml と Benzonase 33 µl を添加して溶菌し、遠

心分離（15,000 rpm、20 min、4℃）後、上清を回収し、3 等分した。カラムに 2 ml の

Chitin Beads (New England Biolabs) を入れ、3 条件（pH 8.0-25℃、pH 6.5-25℃、pH 8.0-4℃）

でチオエステル化効率を比較した。カラム体積 10 倍量の平衡化バッファー（20 mM 

HEPES、50 mM NaCl、pH8.0 または 6.5）で平衡化し、抽出上清を添加後、3 倍量の平

衡化バッファーで洗浄した。カラムの出口を閉め、3 倍量のチオエステル化バッファー

（0.1 M MESNA、20 mM HEPES、50 mM NaCl、pH 8.0 または 6.5）を添加し、25 また

は 4℃で一晩反応させた後、カラムの出口を開けて反応液を回収した。逆相 HPLC によ

り、カラム：C8（YMC-Pack C8、4.6×150 mm；YMC）、流速：0.5 ml/min、溶出：A 液

（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B 液 27–67%、

40 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。 

 

2.3.2. rat NPGM
28-88

-NH2の合成 

自動ペプチド合成装置 PSSM-8（島津製作所）を用いて合成した。レジンは TGS-RAM

（0.24 mmol/g）40 mg を用い、10 µmol のスケールで合成した。縮合反応は、アミノ酸

/PyBOP/HOBt/NMM (10:10:10:15 equiv.) を用いて、3 分間の活性化の後、30 分間行った。

脱保護反応は、30%ピペリジン/DMF を用いて 4 分間を 2 回行った。合成終了後、メタ

ノールで合成物を洗浄し、乾燥させた。 

クリーベイジは、2 ml のカクテル（TFA 82%、チオアニソール 5%、H2O 5%、フェノ

ール 3%、EDT 3%、エチルメチルスルフィド 2%、2-メチルインドール 20 mg）を用い

て室温で 6 時間行い、冷ジエチルエーテルで沈殿させ、室温で乾燥させた。沈殿物を 1 

ml の DMSO で溶解し、逆相 HPLC により、カラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；

YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% 

TFA）の直線濃度勾配（B 液 35–65%、30 分間）、検出：280 nm の条件で精製した。 
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2.3.3. Native chemical ligation 

Met-rNPGM
1-27チオエステル 3 mgと rNPGM

28-88
-NH2 7 mg を 1 ml の NCL反応用バッ

ファー（8 M グアニジン塩酸塩、0.1 M Na2HPO4、pH 8.0、0.1 M MPAA、20 mM TCEP）

に溶解した。反応液は窒素でバブリングし、25℃で一晩静置した。逆相 HPLC により、

カラム：シアノプロピル（TSKgel CN-80Ts、4.6×250 mm；東ソー）、流速：0.5 ml/min、

溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B

液 40–60%、40 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。 

 

2.4. 質量分析 

生成物の質量は、MALDI-TOF-MS または ESI-MS により測定した。MALDI-TOF-MS

は AXIMA-CFR plus（島津製作所）を用いて、ESI-MS は LTQ Orbitrap XL 及び Xcalibur 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。主な理論質量値を表 5 に示す。 

 

表 5. 各生成物の理論質量値一覧 

 [M+H]
+ 

(average) [M+H]
+ 

(monoisotopic) 

Met-rNPGM
1-27

-OH 3037.50 3035.48 

Met-rNPGM
1-27

-thioester 3160.50 3158.48 

rNPGM
28-88

-NH2 7280.53 7275.59 

Met-rNPGM
1-88

-NH2 (SH) 10299.01 10292.06 

His-Met-rNPGM-NH2 (SH) 10436.16 10429.12 

His-Met-rNPGM-OH (SH) 10437.15 10430.11 
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3. 結果 

3.1. C 末端アミド化法による調製 

His-TF-rNPGM-Intein-CBD (92 kDa) を発現するプラスミドを作製し、大腸菌 SHuffle

株、BL21 Star (DE3) pLysS 株、BL21 (DE3) 株の 3 種類を形質転換した。その結果、SHuffle

株と BL21 Star (DE3) pLysS 株においては可溶化発現が認められたが、BL21 (DE3) 株で

は発現は見られなかった（図 13A）。そこで、より可溶化効率の高かった BL21 Star (DE3) 

pLysS 株の上清から His-TF-rNPGM-Intein-CBD の精製を試みた。His タグに対するアフ

ィニティーカラムである Co
2⁺カラムを用いて精製したところ、溶出画分に

His-TF-rNPGM-Intein-CBD がメインバンドとして見られ、効率良く精製することができ

た（図 13B）。しかしながら、His-TF-rNPGM (62 kDa) に相当するバンドや、His-TF (52 

kDa) に相当するバンドも見られた（図 13B）。 

His-TF-rNPGM-Intein-CBDを含む溶出液をC末端アミド化用バッファーに対して透析

し、炭酸水素アンモニウム存在下、DTT で処理したところ、Intein-CBD は効率良く切

断された（図 13C）。さらに、His-TF タグ切断用バッファーに対して透析し、Factor Xa

で処理したところ、rNPGM に相当するバンドが見られた（図 13C）｡ 

切断した Intein-CBD 及び His-TF タグは、それぞれ約 30 kDa 及び約 52 kDa の高分子

であり、そのまま逆相 HPLC に添加するとカラムの詰まりの原因となる。そこで、メタ

ノール沈殿による除去を試みた。サンプル量に対してメタノール量が 0.5、1、1.5、2 倍

となるように添加し、Intein-CBD 及び His-TF タグの沈殿の程度を比較したところ、

His-TF タグはメタノール添加量が等量以上で、Intein-CBD はメタノール添加量が 1.5 倍

量以上で、ほぼ沈殿除去することができた（図 13D）。しかしながら、メタノール添加

量が 0.5 倍量以上で rNPGM も同じく沈殿してしまった（図 13D）｡ 

メタノール添加量が 1.5 倍量の時の上清を逆相 HPLC により精製したところ、27 分に

シングルピークとして溶出された（図 13E）。それを MALDI-TOF-MS により解析したと

ころ、rNPGM に相当する質量値が検出された。しかしながら、His-Met-rNPGM-NH2及

び His-Met-rNPGM-OH の理論質量値はそれぞれ 10429.12 及び 10430.11 であり、分子量

が大きい中での約 1 の差を TOF-MS の精度では識別することができず、調製した

His-Met-rNPGM の C 末端がアミドであるかフリーであるか、あるいは混在しているの

か、正確にはわからなかった。 
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図 13. 次頁へ続く 
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図 13. C 末端アミド化法による rNPGM-NH2の調製 

(A) His-TF-rNPGM-Intein-CBD の発現比較。pCold TF DNA×rNPGM-Intein-CBD を用いて、SHuffle

株、BL21 Star (DE3) pLysS 株、BL21 (DE3) 株を形質転換し、His-TF-rNPGM-Intein-CBD の発現

を比較した（10%ゲル、銀染色）。BL21 Star (DE3) pLysS 株の上清により多く可溶化発現が認め

られた（矢印）。(B) BL21 Star (DE3) pLysS 株の上清の Co
2+カラム精製（10%ゲル、銀染色）。

His-TF-rNPGM-Intein-CBD を矢印で示す。(C) DTT 及びアンモニウム塩を用いた rNPGM の C 末

端アミド化と、Factor Xa を用いた His-TF タグの切断（15%ゲル、銀染色）。(D) メタノール沈殿

による His-TF 及び Intein-CBD の除去（15%ゲル、銀染色）。メタノール添加量が 1.5 倍量以上で

His-TF タグ及び Intein-CBD を沈殿除去することができたが、rNPGM も沈殿した。(E) メタノー

ル 1.5 倍量時の上清の逆相 HPLC クロマトグラム (TSKgel CN-80Ts, 4.6×250 mm; 33–53% ACN 

over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。rNPGM を精製したが、C 末端がアミド化されているかは判別

できなかった。 
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3.2. Native chemical ligation 法による調製 

rNPGM
1-27チオエステルは、組み換え発現系により調製を試みた。Intein 及び CBD を

コードする pTXB1 ベクターのマルチクローニングサイトに rNPGM
1-27を挿入し、

rNPGM
1-27

-Intein-CBD を発現するプラスミドを作製した（図 14A）。これまでと同様に、

rNPGM
1-27

-Intein-CBD の N 末端には開始 Met 残基が残る（図 14A）。この発現プラスミ

ドを用いて大腸菌 BL21 (DE3) 株を形質転換したところ、可溶性画分に

Met-rNPGM
1-27

-Intein-CBD に相当する 33 kDa (Met-rNPGM
1-27

 = 3 kDa, Intein-CBD = 30 

kDa) のバンドが見られた（図 14B）。続いて、その上清をキチンカラムに添加し、オン

カラムで rNPGM
1-27の C 末端のチオエステル化を試みた。チオエステル化反応の模式図

を図 14C に示す。Met-rNPGM
1-27

-Intein-CBD に 2-メルカプトエタンスルホン酸ナトリウ

ム（sodium 2-mercaptoethanesulfonate: MESNA）を作用させ、Intein-CBD を切り離すとと

もに Met-rNPGM
1-27の C 末端をチオエステル化し、Met-rNPGM

1-27チオエステルをカラ

ムから溶出させた。その際、チオエステル化反応は pH が高いほど迅速であるが、形成

したチオエステルはpHが低い方が安定に保たれることが知られているため [Kawakami 

et al., 2009]、Met-rNPGM
1-27チオエステル化効率を pH 8.0-25℃、pH 6.5-25℃、pH 8.0-4℃

の 3 条件で比較した。その結果、pH 6.5-25℃の条件下において最も Met-NPGM
1-27チオ

エステル化効率が高く、pH 8.0-4℃の条件下においては著しく収率が低かった（図 14D）。

収率は 2.7 mg/L であった。 

rNPGM
28-88

-NH2は確実に C 末端がアミド化したものとして調製するため、リンクアミ

ドレジンを用いて固相法により合成を試みた。また、61 残基と長鎖であるため、シュ

ードプロリンジペプチドを Ler
30

-Thr
31、Lys

56
-Ser

57、Tyr
63

-Ser
64、Leu

82
-Ser

83の 4 ヶ所に導

入して合成した（図 15A）。その結果、10 µmol の合成スケールにおいて 15%の収率で

合成することができた（図 15B）。 

最後に、調製した Met-rNPGM
1-27チオエステルと rNPGM

28-88
-NH2の縮合を試みた。

NCL 反応は中性条件下におくだけで進行するが、一般的には様々なチオールが触媒と

して用いられる。中でも特に反応性が高く、水に可溶であり、悪臭のない 4-メルカプト

フェニル酢酸（4-mercaptophenylacetic acid: MPAA）[Johnson and Kent, 2006] を触媒とし

て用いた。NCL 反応の模式図を図 16A に示す。Met-rNPGM
1-27チオエステル 3 mg と

rNPGM
28-88

-NH2 7 mg を 1 ml の NCL 反応用バッファー（8 M グアニジン塩酸塩、0.1 M 

Na2HPO4、pH 8.0、0.1 M MPAA、20 mM TCEP）に溶解し、室温で一晩反応させたとこ

ろ、縮合された Met-rNPGM
1-88が得られた（図 16B）。収率は 30%であった。
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図 14. Intein を用いた rNPGM
1-27チオエステルの調製 

(A) rNPGM
1-27

-Intein-CBD 発現プラスミドの設計。(B) BL21 (DE3) 株における発現（10%ゲル、

銀染色）。(C) C 末端のチオエステル化反応の模式図。目的ペプチドの C 末端側に Intein を融合し

たタンパク質に MESNA を添加すると、目的ペプチドの C 末端がチオエステル化される。(D) チ

オエステル化反応効率の比較(YMC-C8, 4.6×150 mm; 27–67% ACN over 40 min; 0.5 ml/min; 220 

nm)。pH 6.5 で 25℃の条件下が最も rNPGM
1-27チオエステルの収率が高かった。 
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図 15. シュードプロリンジペプチドを用いた固相法による rNPGM
28-88

-NH2の合成 

(A) rNPGM
28-88

-NH2のアミノ酸配列。シュードプロリンジペプチドの挿入位置を赤字で示す。 

(B) 合成した rNPGM
28-88

-NH2の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 

35–65% ACN over 30 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。 
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図 16. NCL 法による rNPGM の調製 

(A) NCL 反応の模式図。(B) 室温で一晩反応後の反応液の逆相 HPLC クロマトグラム (TSKgel 

CN-80Ts, 4.6×250 mm; 35–55% ACN over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。縮合された Met-rNPGM
1-88

が得られた。 
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4. 考察 

4.1. C 末端アミド化法による調製 

第 1 章においてアミド化酵素を用いた C 末端のアミド化が困難となったため、Intein

を用いた C 末端アミド化法 [Cottingham et al., 2001] による調製を試みた。第 1 章と同

様に pCold TF DNA ベクターを用いることによって His-TF-rNPGM-Intein-CBD を可溶化

発現させることができた。しかしながら、Co
2+カラムで精製した際、その溶出液中に目

的のHis-TF-rNPGM-Intein-CBDの他にHis-TF-rNPGMであると考えられるものも混在し

ており、Intein-CBD が非特異的に切断されてしまう可能性があることがわかった。

Intein-CBDが非特異的に切断されてしまうと rNPGM の C末端をアミド化することがで

きない。rNPGM-OH と rNPGM-NH2を逆相 HPLC によって分離できるかどうかわからな

いため、アミド化反応を行う前に、非特異的に切断された His-TF-rNPGM-OH を除去し

ておくことが望ましい。結果には示していないが、His タグに対するアフィニティーカ

ラムではなく CBD に対するアフィニティーカラムにより精製すれば、

His-TF-rNPGM-OH は保持されないため除去できると考え、キチンカラムでの精製を試

みた。しかしながら、His-TF-rNPGM-Intein-CBD はキチンカラムへの保持力が弱く素通

りしてしまった。そこで、カラムの底を閉め、サンプル添加後に 1 時間インキュベート

を行うことでカラムへ保持させようと試みたが、改善されなかった。 

また、アミド化反応と Factor Xa 処理によって His-TF 及び Intein-CBD を切断すること

ができたが、メタノール沈殿によって His-TF 及び Intein-CBD のみならず rNPGM も同

様に沈殿してしまい、収率が低かった。分子量の差で分離する限外濾過を用いれば、原

理上は His-TF 及び Intein-CBD と rNPGM をわけることが可能であるが、疎水性の高い

rNPGM は濾過フィルターへの吸着が懸念される。 

最終生成物を MALDI-TOF-MS により解析した結果、His-Met-rNPGM に相当する質量

値が得られた。しかしながら、His-Met-rNPGM-NH2及び His-Met-rNPGM-OH の理論質

量値はそれぞれ 10429.12 及び 10430.11 であり、分子量が大きい中での約 1 の差を

TOF-MS の精度では識別することができなかった。例え C 末端がアミド化されていたと

しても、上述のようにフリー体が混在している可能性が高く、収率も低い。従って、Intein

を用いた C 末端アミド化法による rNPGM の調製は効率的とは言えなかった。また、こ

の手法を用いた C 末端アミド化ペプチドの調製に関する報告も少ないため、別の手法

に変更することにした。 
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4.2. Native chemical ligation 法による調製 

C 末端アミド化法による rNPGM の調製は効率的ではなかったため、同様に Intein の

原理を応用した手法である NCL 法による調製を試みた。NCL 法は様々な長鎖で合成困

難なペプチドの合成に恩恵をもたらしており [Thapa et al., 2014]、123 残基の造雄腺ホル

モン前駆体タンパク質 [Katayama et al., 2010] や 166 残基のエリスロポエチン 

[Richardson et al., 2008]、203 残基の HIV-1 プロテアーゼ [Torbeev et al., 2007] 等がその

成功例としてあげられる。 

NCL 法による縮合には Cys 残基が必要であるが、Cys 残基は存在比が約 2%と低いア

ミノ酸である。そのため、Cys 残基を 1 つも持たないペプチドやタンパク質に NCL 法

を適用できないことが問題であった。しかし、NCL 後に Cys 残基を脱硫化して Ala 残

基に変換する手法が開発され [Yan and Dawson, 2001]、Cys 残基を持たないペプチドで

も NCL 法により調製することができるようになった。その後様々なアミノ酸の側鎖に

SH 基を導入したものが開発され、近年では Val、Lys、Thr、Leu、Pro、Gln、Arg、Asp、

Glu、Trp 残基も縮合部位に選択できるようになっている [Malins and Pyne, 2014]。これ

らは脱硫の必要があるため、縮合部位以外に Cys 残基が存在する場合はそれも同様に脱

硫されてしまう。SH 基の硫黄（S）がセレン（Se）に置換されたものを導入したアミノ

酸（現在利用できるのは Ala [Metanis et al., 2010]、Pro [Townsend et al., 2012]、Phe [Malins 

and Pyne, 2012]、Asp 残基 [Thompson et al., 2013] の 4 つのみ）を用いれば、TCEP と

DTTによってSeのみを脱セレン化できるため、他のCys残基が脱硫されることはない。

このように技術開発によって現在では様々なアミノ酸残基を縮合部位として選ぶこと

ができるが、rNPGM は 3 つの Cys 残基（Cys
24、Cys

28、Cys
80）を有すため、まずはその

3 つの中から縮合部位を選択することにした。Cys ペプチドの合成の容易さの点から考

えれば、最も C 末端側の Cys
80が最適であると言える。しかしながらこの場合、ペプチ

ドチオエステルの調製において問題がある。Intein を利用したチオエステル構造の形成

効率は目的ペプチドの C 末端のアミノ酸残基に依存することが知られているが、その

アミノ酸残基が Asp 残基の場合は非特異的なクリーベイジが生じやすく、チオエステル

化の前に Intein が切離されてしまう傾向があり、一方で、Pro 残基の場合はクリーベイ

ジが生じず、チオエステル化させることができない [Muralidharan and Muir, 2006]。

rNPGM の Cys
80の N 末側のアミノ酸残基は Asp 残基であるため、ペプチドチオエステ

ルの調製の点から考えると縮合部位として適切ではない。これらのことから、Cys
28を

縮合部位に選択した。 
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Cys
28の N 末側のアミノ酸残基は Thr 残基であり、Intein を用いたチオエステル化反応

効率は約 90%であることが知られている。また、チオエステル化反応は pH が高いほど

迅速であるが、形成したチオエステルは pHが低い方が安定に保たれる [Kawakami et al., 

2009]。そこで、チオステル化反応時の pH を 8.0 と 6.5 で比較検討したところ、pH 6.5

の方がより収率が高かった。また、一般的に反応速度と温度には相関があることから、

温度制御が可能か否かを検討するために 25℃と 4℃での比較検討も行ったが、4℃では

チオエステル化されなかった。pH 6.5 で 25℃の条件において、rNPGM
1-27チオエステル

の収量は 2.7 mg/L であった。 

Cys
28を縮合部位に選定すると、Cys ペプチドが 61 残基と長鎖ペプチドになるため、

通常の固相法では合成困難である。長鎖ペプチドの調製には組み換え発現系が適してい

るが、組み換え発現系でペプチドを調製すると通常 N 末端が Met 残基（開始コドン）

となるため、Cys ペプチドの調製には適さない。組み換え発現系で Cys ペプチドを調製

するために、Factor Xa の認識配列の直下に Cys 残基がくるように設計し、組み換え発

現後に酵素消化することで N 末端を Cys 残基にするという方法がある [Erlanson et al., 

1996]。しかしながら、rNPGM
28-88

-NH2は確実に C 末端がアミド化したものとして調製

する必要があり、第 1 章で述べたようにアミド化酵素を用いることはできないため、リ

ンクアミドレジンを用いた固相法による合成を試みた。そして、序論で述べたシュード

プロリンジペプチドを用いて 10 µmol のスケールで合成したところ、約 11 mg の

rNPGM
28-88

-NH2が得られた。 

NCL の反応効率は縮合部位 Xaa-Cys のアミノ酸残基に依存し、Gly 残基のように側鎖

が小さなアミノ酸残基であれば数時間以内で効率良く縮合されるが、Pro や Ile、Val 残

基のように特にβ位がかさ高いアミノ酸は縮合に数日を要し、最終的な効率も概ね 50%

以下である [Hackeng et al., 1999]。rNPGM
1-27の C 末端は Thr 残基であり、縮合効率が低

い傾向があるため NCL 反応に数日を要することが予測されたが、実際には一晩で効率

良く縮合されていた。この縮合の速さには Cys
24が関与している可能性がある。Cys 残

基が豊富に含まれているペプチドは、MPAA 等のチオールを加えずとも効率良く縮合さ

れる例がある。4 つの Cys 残基を持つ 33 残基のオレキシン A（pQPLPDCCRQKTCSCR 

LYELLHGAGNHAAGILTL-NH2; 縮合部位は Thr
11

-Cys
12）や 6 つの Cys 残基を持つ 35 残

基のタランチュラ毒プロトキシンⅠ（ECRYWLGGCSAGQTCCKHLVCSRRHGWCVWD 

GTFS; 縮合部位は Thr
14

-Cys
15）、8 つの Cys 残基を持つ 63 残基のサソリ毒クルトキシン

（KIDGYPVDYWNCKRICWYNNKYCNDLCKGLKADSGYCWGWTLSCYCQGLPDNAR
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IKRSGRCRA; 縮合部位は Leu
26

-Cys
27）においては、チオール非存在下でも 20 時間以内

に縮合される [Tsuda et al., 2015]。反対に、プロトキシンⅠの Cys
15以外の 5 つの Cys 残

基を Acm 基により保護してしまうと、縮合効率が著しく低下する [Tsuda et al., 2015]。

フリーの Cys 残基が NCL 反応を促進するメカニズムとして、N 末側フラグメントに含

まれる Cys 残基がその C 末端のアミノ酸残基と反応してチオラクトンを形成し、反応

促進に寄与することが示唆されている [Tsuda et al., 2015]。これらのことから、rNPGM

においても N 末側フラグメントに含まれる Cys
24が NCL 反応の促進に関与していると

考えられる。 

上述の通り、rNPGM
1-27チオエステルと rNPGM

28-88
-NH2の縮合効率は予想より高く、

一晩で未反応物は見られなくなった。しかしながら、NCL 反応に用いた rNPGM
1-27チオ

エステルと rNPGM
28-88

-NH2の総重量に対して、NCL 反応後に最終的に得られた rNPGM

の重量は約 30%であった。124残基のヒトの分泌型ホスホリパーゼA2の合成において、

NCL による縮合効率は約 90%であったが、そこから精製を経た結果 50%のロスが生じ

たという報告がある [Hackeng et al., 1999]。このことから、rNPGM の収率の低さも精製

過程における非特異的吸着によるものであり、疎水性の高さに起因していると考えられ

る。rNPGM
1-27チオエステル及び rNPGM

28-88
-NH2の収率はそれぞれ 2.7 mg/L 及び 11 

mg/10 µmol スケールであり、いずれも調製に数日を要する。そして、rNPGM
1-27チオエ

ステルと rNPGM
28-88

-NH2を 1:1（約 3 mg : 7 mg）で NCL 反応にかけたとき、得られる

rNPGM は約 3 mg である。ラットを用いた投与実験でのペプチド必要量は、単回投与で

は約1 mgであるが、慢性投与では約30 mgであることを考えると、NCL法による rNPGM

の調製の収率は十分とは言えないため、収率向上が求められる。 

チオエステル化の工程は省くことが可能であり、N 末側ペプチドと Intein の融合タン

パク質をキチンカラムに保持させたまま、Cys ペプチドと MPAA を添加して NCL 反応

を行うことができる [Muir et al., 1998]。この方法であれば、ペプチドチオエステルの形

成反応中のロスや保管中の分解を避けることができ、また、精製や凍結乾燥に要する時

間を削減できる。しかしながらこの場合、NCL 反応中も Intein のフォールディング状態

を保持しておかなければならないため、変性剤や界面活性剤等を加えることができない。

そのため、ペプチドを高濃度で溶解させることが困難であり、縮合効率が低下しやすい

という問題がある [Muralidharan et al., 2006]。rNPGM
28-88

-NH2は疎水性が高く、水系溶

媒には溶解しないため、オンカラムでの NCL 法による縮合は困難であると考えられ、

収量向上は見込めない。 
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各フラグメントの収量を飛躍的に向上させることができれば、rNPGM の収量も向上

する。本研究ではペプチドチオエステルの調製に Intein の系を用いたが、固相法による

化学合成も可能である。チオエステルは塩基に対して不安定であるため、塩基による脱

保護を繰り返す Fmoc 法では通常合成することはできないが、スルホンアミドリンカー

を用いてペプチドチオエステルを合成する手法がある [Ingenito et al., 1999]。さらにそ

れを発展させたものとして、ペプチド N-アシルスルホンアミドを用いたライゲーショ

ン法がある [Burlina et al., 2012]。ペプチド N-アシルスルホンアミドは固相法により合成

することができ、ペプチドチオエステルへの変換の必要がなくそのままライゲーション

反応へ持ち込むことが可能であり、Cys ペプチドと MPAA を加えるとネイティブなペプ

チド結合により縮合される [Burlina et al., 2012]。ペプチド N-アシルスルホンアミドを合

成するためには、レジンにスルファミルブチリルリンカーを導入する必要があるが 

[Burlina et al., 2012]、リンカー導入の手間を省くために市販の 4-Sulfamylbutyryl Resin 

(Novabiochem) を用いることもできる。そのリンカーが導入されたレジンを用いて

Fmoc 法によりペプチドを合成後、トリメチルシリルジアゾメタン（TMS-CHN2）によ

りスルホンアミドをメチル化し、TFA によりクリーベイジすると、ペプチド N-アシル

スルホンアミドを得ることができる [Burlina et al., 2012]。ペプチド N-アシルスルホンア

ミドを用いたライゲーション法により実際に 58 残基のウシの膵臓トリプシンインヒビ

ター（RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRT 

CGGA; 縮合部位は Gly
37

-Cys
38）が合成されているが、ライゲーションに要する時間は

NCL 法による調製のとき [Lu et al., 1998] と同じ約 8 時間であり、代替法として有効で

ある [Burlina et al., 2012]。この手法を用れば rNPGM
1-27の大量合成が可能になると考え

られるが、上述の通りやや特殊な技術を要する。また、TMS-CHN2は強い毒性があり呼

吸器系に有害であるため、その取扱いには十分な注意が必要である [Murphy et al., 2009]。 
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第 3 章 マイクロウェーブを用いた固相法による調製 

1. 序文 

第 2 章において、NCL 法により確実に C 末端がアミド化している rNPGM を調製する

ことができた。しかしながら、フラグメントに分割したことによって合成や精製の工程

が増えてしまい、要する時間や手間に対して十分な収量を得られなかった。NPGL 及び

NPGM をより迅速かつ大量に調製するためには、作業工程をできるだけ簡略化する必要

がある。そのためには、固相法により約 80 残基を最後まで合成することが最善である

と考えられるが、序論でも述べたように、長鎖ペプチドの合成は通常の固相法では極め

て困難である。しかし近年、長鎖・疎水性ペプチドの合成に有効であるとして、マイク

ロウェーブを用いた固相法 [Pedersen et al., 2012] や O-アシルイソペプチド法 [Sohma 

et al., 2004] が注目されている。 

マイクロウェーブを用いた固相法とは、アミノ酸の縮合や Fmoc 基の脱保護の際にマ

イクロウェーブを照射するというものであり、反応時間短縮や反応効率向上、凝集抑制

等の様々な利点がある [Pedersen et al., 2012]。マイクロウェーブが初めて固相法に用い

られて以来 [Yu et al., 1992]、徐々にその有用性が評価され、近年ではマイクロウェーブ

照射機能を搭載した自動ペプチド合成装置が一般に利用されるようになってきている。

従来の自動ペプチド合成装置は反応条件がある程度決められているものが多かったた

め、目的ペプチドのアミノ酸配列を設定し、弾き出された通りに試薬を調製するだけで

合成を行うことができた。一方、近年のマイクロウェーブ照射式自動ペプチド合成装置

は、マイクロウェーブ照射時の温度（約 40~90℃）や時間、液量、洗浄回数、撹拌強度

等、反応工程毎に細かくカスタマイズできるようになっている。マイクロウェーブを用

いた固相法では、各反応における設定温度や反応時間が収量に大きく影響するが、それ

は一概に向上とは限らない。マイクロウェーブの照射によって様々な副反応のリスクも

高まるため、かえって純度が低下したり精製が困難になったりする可能性がある。その

ため、通常の固相法よりも各種合成条件を目的ペプチドに合わせて慎重に検討しなけれ

ばならない。また、縮合剤や脱保護剤、レジン、アミノ酸の側鎖の保護基にも、縮合効

率や脱保護効率を上げるものだけでなく、凝集や各種副反応を抑制するもの等、様々な

ものが開発されている。それらの組み合わせが目的ペプチドの収率を大きく左右する。 

O-アシルイソペプチド法とは、OH 基含有アミノ酸残基（Ser・Thr）において、NH2

基のアシル化（ペプチド結合）の代わりに側鎖 OH 基をアシル化（エステル結合）して
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ペプチドを合成する方法である（図 17）[Sohma et al., 2007]。O-アシル構造を有するこ

とでペプチドの二次構造形成が阻害され、凝集性が低くなり、溶解性も飛躍的に向上す

る。O-アシル結合は非ネイティブな結合であるが、中性条件下におくと O-to-N 分子内

アシル転移を生じ、ネイティブなペプチド結合に戻すことができる（図 17）[Sohma et al., 

2007]。言い換えれば、クリーベイジ後も中性条件下におくまでは O-アシル結合を維持

できるということであり、合成時のみならず、バイオアッセイ等に用いる直前までその

凝集抑制効果が期待できるという利点がある。近年では、O-アシル結合により結合した

ジペプチドが市販されており、合成の際に導入することで O-アシルイソペプチドを得

ることができる。さらに、光解離性保護基を用いてペプチド結合への復元を紫外線照射

により時間的・空間的に制御するなど、開発・応用が進んでいる [Taniguchi et al., 2006; 

Taniguchi et al., 2008]。 

本章では、マイクロウェーブを用いた固相法による rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM

の合成を試み、はじめに、縮合条件と脱保護条件の最適化を行った。その後、rNPGL、

rNPLM、cNPGL、cNPGM の合成効率を比較したところ、rNPGM の収率がとりわけ低

かったため、2 通りの方策で収率向上を試みた。1 つ目の方策として、O-アシルイソペ

プチド法による収率向上を試みた。rNPGM の Leu
30

-Thr
31部分に O-アシル結合の導入を

試み、ジペプチドの縮合条件やその後の脱保護条件、O-to-N アシル転移反応条件を検討

した。2 つ目の方策として、部分配列のプレ合成による収率向上を試みた。rNPGM の

中の数残基のアミノ酸配列を先に合成し、全長を合成する際にそのペプチドを導入すれ

ば、合成効率を向上できるのではないかと考えた。そこで、プレ合成に適した領域を検

討し、N 末側にある ”GVLAGI” と、中央部にある ”FMLFL” を合成することにした。

また、rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の全てにおいて、シュードプロリンジペプチ

ドを導入し、収率向上を試みた。加えて、rNPGL と rNPGM において、合成困難な領域

を調べた。rNPGL については、合成の合間にレジンを少量回収し、ペプチド鎖の伸長

経過を調べた。rNPGM については、N 末側の 39 残基（rNPGM
1-39）、中間部の 20 残基

（rNPGM
40-59）、C 末側の 29 残基（rNPGM

60-88）、の 3 つの領域に分割してそれぞれを合

成し、収率を比較した。 
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図 17. O-アシルイソペプチド法 [Sohma et al., 2007] 

OH 基含有アミノ酸残基（Ser・Thr）において、NH2基のアシル化（ペプチド結合）の代わりに

側鎖 OH 基をアシル化（エステル結合）してペプチドを合成する方法。O-アシル構造を有するこ

とでペプチドの二次構造形成が阻害され、凝集性が低くなり、溶解性が飛躍的に向上する。O-

アシル結合は、中性条件下におくと O-to-N 分子内アシル転移を生じ、ペプチド結合に戻る。 
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2. 方法 

2.1. 試薬類 

Fmoc アミノ酸誘導体、O-アシルイソジペプチド｛Boc-Thr(Fmoc-Leu)-OH｝、シュード

プロリンジペプチド｛Fmoc-Leu-Ser(psiMe, MePro)-OH、Fmoc-Leu-Thr(psiMe, MePro)-OH、

Fmoc-Asn(Trt)-Ser(psiMe, MePro)-OH、Fmoc-Lys(Boc)-Ser(psiMe, MePro)-OH、

Fmoc-Tyr(tBu)-Ser(psiMe, MePro)-OH、Fmoc-Ser(tBu)-Ser(psiMe, MePro)-OH｝は、

Novabiochem より購入した。Fmoc アミノ酸誘導体の側鎖の保護基は、Asn・Cys・Gln・

His は Trt 基、Asp・Glu は OtBu 基、Arg は Pbf 基、Lys・Trp は Boc 基、Ser・Tyr は tBu

基のものを用いた。Rink Amide-ChemMatrix resin (Matrix Innovation, Quebec, Canada) は

バイオタージ・ジャパン（東京、日本）より、Fmoc-Ile-Resin、Fmoc-Leu-Resin、

Fmoc-Lys-Resin、Fmoc-Arg-Resin、TGS-RAM は島津製作所より購入した。HATU は

AAPPTec (KY, USA) より、HBTU、HOAt、HOBt は渡辺化学工業（広島、日本）より、

COMU はシグマアルドリッチ (MO, USA) より、PyBOP は島津製作所より購入した。

ピペリジン、ピペラジン、DIEA、NMP、TFA、ジエチルエーテルはナカライテスクよ

り購入した。チオアニソール、EDT、1-メチルピロリジン、ヘキサメチレンイミン、エ

チルメチルスルフィド、2-メチルインドールは東京化成工業より購入した。フェノール、

DCM はシグマアルドリッチより購入した。DIPCI は渡辺化学工業より、NMM は片山化

学工業より、DMF は和光純薬工業（大阪、日本）より購入した。 

 

2.2. rat NPGL、rat NPGM、chicken NPGL、chicken NPGM の合成 

マイクロウェーブ照射式ペプチド自動合成装置 Syro Wave (Biotage, Uppsala, Sweden) 

を用いて合成した。レジンは Rink Amide-ChemMatrix resin (0.5 mmol/g) を用い、50 µmol

のスケールで合成した。各反応及び洗浄は 3 ml で行った。縮合反応は表 7 に示す条件

で行い、Arg 残基はダブルカップリングを行った。O-アシルイソジペプチド導入時は、

Boc-Thr(Fmoc-Leu)-OH/HOAt/DIPCI (4:4:4.4 equiv.)/DCM を用いて、室温で 2時間行った。

脱保護反応は、40%ピペリジン/DMF または 40%ピペリジン/0.1 M HOBt/DMF または 5%

ピペラジン/0.1 M HOBt/DMF を用いて、50℃で 3 分間行った。O-アシルイソジペプチド

導入後は、reagent A（25% 1-メチルピロリジン、2%ヘキサメチレンイミン、3% HOBt/ 

NMP:DMF = 1:1）を用いて室温で 20 分間行った。合成終了後、DCM で 3 回洗浄し、室
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温で乾燥させた後、－20℃で保存した。 

クリーベイジは、10 ml の reagent K（TFA 82.5%、フェノール 5%、チオアニソール 5%、

H2O 5%、EDT 2.5%）[King et al., 1990] を用いて室温で 3 時間行い、冷ジエチルエーテ

ルで沈殿させ、室温で乾燥させた。沈殿物を DMSO で溶解し、逆相 HPLC により、カ

ラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液

（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B 液 40–60%、

40 分間）、検出：280 nm の条件で精製した。 

 

2.3. O-アシルイソペプチドの O-to-N アシル転移 

O-アシル型 rNPGM 400 µg を 40 µl の DMSO で溶解し、20 µl ずつに分けた。一方を

pH 7.3 の PBS で 10 倍希釈し、1 時間後、遠心分離して沈殿を回収し、DMSO 100 µl で

溶解した。それぞれを逆相 HPLC により、カラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；

YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% 

TFA）の直線濃度勾配（B 液 40–60%、40 分間）、検出：280 nm の条件で精製した。 

 

2.4. rNPGM の部分配列の合成 

合成装置Syro Waveを用いて、通常の固相法により rNPGMの部分配列であるGVLAGI

と FMLFL を合成した。レジンはそれぞれ Fmoc-Ile-Resin と Fmoc-Leu-Resin を用い、100 

µmol のスケールで合成した。縮合反応は、アミノ酸/HBTU/HOBt･H2O/DIEA (3:3:3:6 

equiv.) を用いて 60 分間行った。脱保護反応は、20%ピペリジン/DMF を用いて 3 分間

と 15 分間の 2 回行い、最後の N 末端の Fmoc 基は残した。合成終了後、DCM で 3 回洗

浄し、室温で乾燥させた後、－20℃で保存した。 

クリーベイジは、3 ml の reagent K（TFA 82.5%、フェノール 5%、チオアニソール 5%、

H2O 5%、EDT 2.5%）[King et al., 1990] を用いて室温で 1 時間行い、冷ジエチルエーテ

ルで沈殿させ、室温で乾燥させた。沈殿物を 1 ml の DMSO で溶解し、逆相 HPLC によ

り、カラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：

A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配、検出：

280 nm の条件で精製した。 
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2.5. rNPGM
1-39、rNPGM

40-59、rNPGM
60-88の合成 

合成装置 PSSM-8（島津製作所）を用いて、通常の固相法により合成した。レジンは

それぞれ Fmoc-Lys-Resin (0.59 mmol/g)、Fmoc-Arg-Resin (0.46 mmol/g)、TGS-RAM (0.24 

mmol/g) を用い、9 µmol のスケールで合成した。縮合反応は、アミノ酸/PyBOP/HOBt･

H2O/NMM (10:10:10:15 equiv.) を用いて、3 分間の活性化の後、30 分間行った。脱保護

反応は、30%ピペリジン/DMF を用いて 4 分間を 2 回行った。合成終了後、メタノール

で洗浄し、乾燥させた。 

クリーベイジは、2 ml のカクテル（TFA 82%、チオアニソール 5%、H2O 5%、フェノ

ール 3%、EDT 3%、エチルメチルスルフィド 2%、2-メチルインドール 20 mg）を用い

て室温で 6 時間行い、冷ジエチルエーテルで沈殿させ、室温で乾燥させた。沈殿物を

DMSO で溶解し、逆相 HPLC により、カラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；

YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% 

TFA）の直線濃度勾配、検出：280 nm の条件で精製した。 

 

2.6. 質量分析 

生成物の質量分析は、ESI-MS により、LTQ Orbitrap XL 及び Xcalibur (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて行った。主な理論質量値を表 6 に示す。 

 

表 6. 各生成物の理論質量値一覧 

 [M+H]
+ 

(average) [M+H]
+ 

(monoisotopic) 

rNPGL (SH) 9348.78 9342.60 

rNPGM (SH) 10167.82 10161.02 

cNPGL (SH) 9183.62 9177.59 

cNPGM (SH) 9620.21 9613.76 
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3. 結果 

3.1. rat NPGL における合成条件の最適化 

3.1.1. 縮合条件の最適化 

マイクロウェーブによる加熱は Fmocの脱保護及びアミノ酸の縮合の両方に有効であ

るが、特に縮合に対して効果的である [Malik et al., 2010]。そこで、まず縮合条件（試

薬、温度、時間）の検討を行った。全ての脱保護は 40%ピペリジン/DMF を用いて 50℃

-3 分の条件で行った。 

まず、最も一般的な縮合剤及び補助剤である HBTU 及び HOBt を用いて、50℃-5 分

の条件で合成を試みた。その結果、メインピークはブロードであったものの、rNPGL

を合成することができ、収率は約 6%であった（表 7、図 18A）。次に、縮合剤及び補助

剤を変えて収率向上を試みた。HBTU より縮合能が高い試薬として、HATU や COMU

が知られている。まず、HBTU と価格が同程度である COMU と、補助剤として HOAt

を用いて合成を試みたが、rNPGL を合成することはできなかった（表 7）。そこで、極

めて縮合能が高く、エピ化防止や立体障害克服の点で優れており、価格も高い HATU

を使用したところ、rNPGL の収率が 10%に向上した（表 7、図 18B）。続いて、マイク

ロウェーブの照射条件（反応温度・反応時間）を検討した。反応温度を 50℃から 60℃

に上げて合成を行った結果、収率に顕著な差は見られなかった（表 7、図 18C）。また、

反応時間を 5 分から 10 分にしたところ、rNPGL は得られず、主生成物は質量値 5190.64

の短いものであった（表 7、図 18D）。 

上記の結果から、rNPGL の合成における縮合反応は HATU を用いて 50℃-5 分の条件

が最も適していた（表 7）。 

 

表 7. rNPGL 合成時の縮合条件及び収率一覧 

 Reagent Equiv. Temp. (℃) Time (min) Yield (%) 

1 AA/HBTU/HOBt/DIEA 4/3.6/4/8 50 5 6 

2 AA/COMU/HOAt/DIEA 4/3.6/4/8 50 5 ― 

3 AA/HATU/DIEA 4/4/8 50 5 10 

4 AA/HATU/DIEA 4/4/8 60 5 8 

5 AA/HATU/DIEA 4/4/8 50 10 ― 
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3.1.2. 脱保護条件の最適化 

Asp 残基を含むペプチドにおいて、ピペリジンを用いた脱保護時に副反応としてアス

パルチミド（分子量－18）やピペリジド（分子量＋67）が形成されるおそれがある 

[Dolling et al., 1994]。マイクロウェーブの照射はそれらの形成リスクを増加させるが、

ピペリジンをより反応性の穏やかなピペラジンに置換したり、HOBt を添加したりする

ことによって軽減させることができる [Palasek et al., 2007]。rNPGL は 6 つの Asp 残基

を含んでいるため、脱保護条件の検討を行った。縮合反応は HATU を用いて 50℃-5 分

の条件で行った。 

まず、40%ピペリジンに 0.1 M HOBt を添加し、50℃-3 分の条件で脱保護を行い、逆

相 HPLC により精製した（図 19A）。その主生成物を回収し、再度逆相 HPLC で精製し

た（図 19B）。そのメインピークと肩ピークを ESI-MS により解析したところ、メイン

ピークからは rNPGL が検出されたが、溶出の早い方の肩ピーク中にピペリジドと考え

られる副生成物がわずかに混在していた（図 19C）。また、酸素が 1 つまたは 3 つ付加

したものと考えられる副生成物も検出された（図 19C）。次に、40%ピペリジンを 5%ピ

ペラジンにし、0.1 M HOBt を添加して同様に合成と解析を行った（図 19D–F）。ESI-MS

の結果、アスパルチミドやピペリジドの形成は見られなかったが、Gln 残基や Cys 残基

が欠落したものと考えられる副生成物が混在していた（図 19F）。これらの結果から、

アミノ酸の欠落がより少ない 40%ピペリジン/0.1 M HOBt を用いることにした。 

 

3.2. rat NPGM、chicken NPGL、chicken NPGM の合成 

rNPGL の合成において、縮合反応は HATU を用いて 50℃-5 分、脱保護反応は 40%ピ

ペリジン/ 0.1 M HOBt を用いて 50℃-3 分の条件がより適していたため、同様の条件で

rNPGM、cNPGL、cNPGM の合成を試みた。それぞれの合成物を逆相 HPLC により精製

したところ、rNPGM においては 2 つのピークに分かれ、溶出の遅い方のピークは目的

の rNPGM であったが、溶出の早い方のピークは酸素が 1 つ付加したものと考えられる

酸化物であった（図 20A）。cNPGL においては比較的収率が良かったが、逆相 HPLC に

おいて主生成物より疎水性側にも同じ分子量を持つピークが見られ、何らかの副生成物

が生じていた（図 20B）。cNPGM においては主生成物の他に Trt 基が脱保護されていな

いものが多く見られた（図20C）。rNPGLの収率は10%であったのに対し、rNPGM、cNPGL、

cNPGM の収率はそれぞれ約 2%、12%、6%であり、大きなばらつきが見られた。 



第 3 章 マイクロウェーブを用いた固相法による調製 

59 

 

 

 

図 18. rNPGL の合成における縮合条件の検討 

(A) HBTU を用いて 50℃-5 分、(B) HATU を用いて 50℃-5 分、(C) HATU を用いて 60℃-5 分、(D) 

HATU を用いて 50℃-10 分の条件で縮合したときの合成物の逆相 HPLC クロマトグラム 

(YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 40–60% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。HATU を用いて

50℃-5 分 (B) の条件が最も良い。 
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図 19. rNPGL の合成における脱保護条件の検討 

(A~C) 40%ピペリジン/0.1 M HOBt を用いて脱保護したときの rNPGL の逆相 HPLC と ESI-MS。

(D~F) 5%ピペラジン/0.1 M HOBt を用いて脱保護したときの rNPGL の逆相 HPCL と ESI-MS。(A, 

D) 各合成物の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 40–60% ACN over 40 

min; 1.0 ml/min; 280 nm)。(B, E) 各主生成物の再精製（同条件）。(C, F) 各主生成物及び副産物 (B-a, 

b, c; E-d, e, f) の ESI-MS。40%ピペリジン/0.1 M HOBt ではわずかにピペリジドが見られ、5%ピ

ペラジン/0.1 M HOBt では Gln や Cys 残基の欠落が見られた。 
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図 20. rNPGM、cNPGL、cNPGM の合成 

(A) rNPGM、(B) cNPGL、(C) cNPGM の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 

mm; 1.0 ml/min; 280 nm; rNPGM, cNPGL, 40–60% ACN over 40 min; cNPGM, 35–65% ACN over 30 

min) と各主生成物及び副生成物 (a~g) の ESI-MS。 
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3.3. rat NPGM の収率向上条件検討 

3.3.1. O-アシルイソペプチド法を用いた合成 

同じ縮合及び脱保護条件で rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM を合成して収率を比較

した結果、rNPGM の収率が最も低かったため、O-アシルイソペプチド法により収率向

上を試みた。Leu
30

-Thr
31を O-アシルイソジペプチドに置換し（図 21A）、O-アシルイソ

ジペプチド導入時はジペプチド/HOAt/DIPCI/DCM を用いて室温で 2 時間反応させ、そ

れ以外の条件はこれまでと同様にして合成した。その結果、O-アシル結合部分で切断さ

れた rNPGM
31-88と考えられる質量値 8553.20 のものが得られた（データ非表示）。そこ

で、Leu
30

-Thr
31導入後の脱保護を Reagent A（25%メチルピロリジン、2%ヘキサメチレ

ンイミン、3% HOBt/ NMP:DMF = 1:1）[Yoshiya et al., 2009] に変えて室温で 20 分にした

ところ、ネイティブな rNPGM の溶出位置より約 3%親水性側にピークが現れた（図 21B）。

ESI-MS の結果、rNPGM に相当する質量値 10166.07 が検出されたが、Thr
17が縮合され

ず N 末端がグアニジル化された rNPGM
18-88と考えられる不純物（質量値 8537.21）も混

在していた（図 21B,E）。また、それぞれの酸化物も見られた（図 21B,E）。回収した主

生成物を再度逆相 HPLC により精製したが、それらの不純物を除去することはできなか

った（図 21C,E）。やむを得ず、不純物が混在したままの状態で O-to-N アシル転移反応

を行った。凍結乾燥した O-アシル型の rNPGM を少量の DMSO で溶解後、pH 7.3 の PBS

で 10 倍希釈したところ、すぐに白濁した。その沈殿物を DMSO で溶解して逆相 HPLC

により精製したところ、希釈前の 26 分のメインピークが減少して 29 分に新たなピーク

が現れた（図 21D）。このことから、rNPGM が O-アシル型から N-アシル型になり、ピ

ークがシフトしたと考えられた。しかしながら、ESI-MS の結果、ピークシフトが生じ

たのは rNPGM ではなく、グアニジル化した rNPGM
18-88と考えられる不純物の方であっ

た（図 21E）。また、合成効率も約 1.5%であり、O-アシルイソジペプチドを用いずに合

成した時の 2%を下回っていた。これらの結果から、O-アシルイソペプチド法による

rNPGM の収率向上は困難であった。 

 

3.3.2 部分配列のプレ合成 

O-アシルイソペプチド法による rNPGM の収率向上は困難であったため、部分配列の

プレ合成により収率向上を試みることにした。数残基のペプチドであれば確実に合成す
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ることができるため、それを先に調製し、Fmoc アミノ酸と同じ要領で縮合すれば、収

率を向上させることができるのではないかと考えた。すなわち、数残基のペプチドを合

成し、N 末端の Fmoc 基は残したままクリーベイジする。そこでまず、プレ合成に適し

た配列を探した。一度クリーベイジをするということは、側鎖の保護基も全て外れてし

まうということであり、反応性の高い側鎖を持つアミノ酸を含む配列はドメインに不向

きである。そこで、側鎖に保護基のないアミノ酸が連続する領域であればプレ合成に適

していると考え、それに該当する Ala、Leu、Phe、Gly、Val、Ile、Met、Pro 残基の位置

を調べた。その結果、N 末側に GVLAGI、中央部に FLMFL と、5 残基以上続く配列が

2 つあったため、それらを調製することにした（図 22A）。GVLAGI と FLMFL は短鎖ペ

プチドであるため通常の固相法により合成した。縮合は HBTU を用いて 60 分、脱保護

は 20%ピペリジンを用いて 3 分と 15 分の 2 回の条件で合成し、最後の N 末端の脱保護

は行わずに Fmoc 基を残した。それらをクリーベイジして逆相 HPLC により精製したと

ころ、GVLAGI はアセトニトリル約 70%、FLMFL はアセトニトリル約 90%で溶出し、

いずれも極めて高い疎水性を示した（図 22B,C）。収率は、GVLAGI が約 70%、FLMFL 

が約 80%であった。 

合成した 2 つのペプチドを用いて、マイクロウェーブを用いた固相法により rNPGM

の合成を試みた。脱保護は 40%ピペリジンを用いて 50℃-3 分、縮合は HATU を用いて、

通常のアミノ酸のときは 50℃-5 分、ペプチドのときは長めの 50℃-10 分の条件で合成

した。等量は、通常のアミノ酸は 5 等量、ペプチドは 3 等量になるようにした。これら

の条件で合成した結果、rNPGM を合成することができた（図 22D）。しかしながら、収

率は約 3%であり、顕著な向上は見られなかった。 

 

3.4. シュードプロリンジペプチドを用いた収率向上 

rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の全てにおいて、シュードプロリンジペプチドに

より収率向上を試みた。シュードプロリンジペプチドを挿入する際は、それら同士が 2

残基以上離れるように、また、Pro 残基と 2 残基以上離れるようにすることが推奨され

る。それに従って、rNPGL は Leu
7
-Thr

8、Ser
20

-Ser
21、Asn

34
-Thr

35、Ser
48

-Ser
49、Leu

74
-Ser

75

の 5 ヶ所、rNPGM は Asn
26

-Thr
27、Ler

30
-Thr

31、Lys
56

-Ser
57、Tyr

63
-Ser

64、Leu
82

-Ser
83の 5

ヶ所、cNPGL は Ser
20

-Ser
21、Ser

48
-Ser

49、Leu
74

-Ser
75の 3 ヶ所、cNPGM は Ser

23
-Ser

24、

Leu
77

-Ser
78の 2 ヶ所をシュードプロリンジペプチドに置換して合成した（図 23A）。その

結果、rNPGL と cNPGL においては副生成物が減少し、rNPGM と cNPGM においては収
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量向上が見られた（図 23B）。rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の各収率は、シュー

ドプロリンジペプチドを用いずに合成した時が約 10%、2%、12%、6%であったのに対

して、シュードプロリンジペプチドを用いて合成すると約 20%、4%、12%、30%であっ

た。rNPGL 及び rNPGM の収率は 2 倍に向上し、cNPGM においては 5 倍に向上した。

cNPGL においては収率に顕著な差は見られなかった。 

 

3.5. rat NPGL と rat NPGM の部分配列の合成効率比較 

rNPGL 及び rNPGM において、合成困難な領域の同定を試みた。rNPGL においては、

マイクロウェーブを用いた固相法による合成の途中でレジンを少量回収し、逆相 HPLC

及び ESI-MS により合成経過を調べた。縮合反応は HATU を用いて 50℃-5 で分行い、

脱保護反応は 40%ピペリジンを用いて 50℃-3 分で行った。Val
36の縮合が終了した時点

でレジンを少量回収して合成経過を調べたところ、極めて効率良く合成されており、ア

ミノ酸の欠落は見られなかった（図 24A–C）。しかしながら、メインピークより疎水性

側のピークからも同じ質量値が検出され、何らかの副生成物が生じていた（図 24B,C）。

次に、N 末側から 6 番目の Leu 残基の縮合が終了した時点で合成経過を調べたところ、

メインピークの中に Ala 残基が欠落したものと考えられる副生成物が混在していた（図

24A–C）。さらに、分子量が約 600~1500 程小さい不純物が多く見られた（図 24B,C）。

正確な組成は不明であるが、アミノ酸が欠落したものや途中で伸長が止まったもの、あ

るいは切断されてしまったものであると考えられる。これらのことから、rNPGL にお

いては Val
36より N 末側に合成困難な領域があることがわかった。 

rNPGM においては、N 末側の 39 残基（rNPGM
1-39）、中間部の 20 残基（rNPGM

40-59）、

C 末側の 29 残基（rNPGM
60-88）に分け、通常の固相法により合成し、それらの収率を比

較した（図 25A）。縮合反応は PyBop と HOBt を用いて 30 分行い、脱保護反応は 30%

ピペリジンを用いて 4 分を 2 回行った。その結果、収率は、rNPGM
1-39が 1%、rNPGM

40-59

が 24%、rNPGM
60-88が 11%であり、N 末端側の合成効率が極めて低かった（図 25B）。 
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図 21. O-アシルイソペプチド法による rNPGM の合成 

(A) rNPGM のアミノ酸配列。O-アシルイソジペプチド置換位置を赤字で示す。(B) O-アシルイソ

ジペプチドを用いて合成した rNPGM の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 

mm; 40–70% ACN over 30 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。(C) O-アシル rNPGM の再精製 (YMC-Pack Pro 

C18; 40–60% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。(D) O-to-N アシル転移反応 (pH 7.3, 1 h) 後の

逆相 HPLC クロマトグラム（同条件）。(E) 各主生成物 (B-a, b; C-c; D-d) の ESI-MS。O-アシル

イソジペプチドを用いて rNPGM を合成することができたが、N 末端がグアニジル化した

rNPGM
18-88と考えられる不純物（質量値 8537.21）も混在しており、1 h の O-to-N アシル転移反

応によりピーシフトが生じたのは不純物のみであった。 
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図 22. rNPGM の部分配列のプレ合成 

(A) rNPGM のアミノ酸配列。側鎖に保護基のないアミノ酸を赤字で、そのうちプレ合成した部

分を赤太字で示す。(B) 合成した GVLAGI の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 

10×150 mm; 60–100% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。(C) 合成した FMLFL の逆相 HPLC

クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18; 80–100% ACN over 20 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。(D) GVLAGI

と FMLFLを用いて合成した rNPGMの逆相HPLLCクロマトグラム (YMC-Pack Pro C18; 40–70% 

ACN over 30 min; 1.0 ml/min; 280 nm)。 
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図 23. シュードプロリンジペプチドを用いた NPGL 及び NPGM の合成 

(A) シュードプロリンジペプチドの導入位置（赤字）(B) rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の

逆相 HPLC 精製 (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 1.0 ml/min; 280 nm; rNPGL, rNPGM, cNPGL, 

40–60% ACN over 40 min; cNPGM, 35–65% ACN over 30 min)。シュードプロリンジペプチドを用

いずに合成したものを黒線で、シュードプロリンジペプチドを用いて合成したものを赤線で示す。 
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図 24. rNPGL の部分配列の合成効率比較 

(A) rNPGL のアミノ酸配列。Cys 残基を太字で示す。(B) rNPGL
36-80、rNPGL

6-80、rNPGL
1-80の逆

相 HPCL クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 40-60% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 

280 nm)。(C) 各主生成物と副生成物 (a~g) の ESI-MS。Val
36残基までは効率良く合成されており、

N 末側領域が合成困難であった。 
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図 25. rNPGM の部分配列の合成効率比較 

(A) rNPGM フラグメント 3 種のアミノ酸配列。Cys 残基を太字で示す。(B) rNPGM
1-39、rNPGM

40-59、

rNPGM
60-88の逆相 HPLC クロマトグラム (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 1.0 ml/min; 220 nm; 

rNPGM
1-39

, 25–65% ACN over 40 min; rNPGM
40-59

, 20–60% ACN over 40 min; rNPGM
60-88

, 35–65% 

ACN over 30 min)。目的物を矢印で示す。rNPGM
1-39が最も合成困難であった。 



第 3 章 マイクロウェーブを用いた固相法による調製 

70 

 

4. 考察 

4.1. 合成条件 

マイクロウェーブを用いた固相法は、アミロイドβ[Bacsa et al., 2010] やアミリン 

[Muthusamy et al., 2010]、マウス白血病ウイルスの CTL エピトープ [Malik et al., 2010]、

ハンチントン病原因因子ハンチンチン [Singer et al., 2010] など、多くの合成困難なペプ

チドの合成に効果を発揮している。そこで、マイクロウェーブを用いた固相法による

NPGL 及び NPGM の合成を試み、各種合成条件を検討した。 

最も古典的なレジンはポリスチレン製であるが、疎水性が高いために長鎖ペプチドの

合成には不向きである。それに対してポリエチレングリコール (polyethylene glycol: 

PEG) を用いたレジンが開発されている。PEG は親水性が高いだけでなく、膨潤しやす

い特性があり、ポリスチレンに比べて DMF 中では約 2 倍、TFA 中では約 10 倍に膨潤

する。そのため、ペプチド間の距離が離れて凝集が抑制され、合成溶媒や試薬が浸透し

やすくなり、効果的に反応を行える。ポリスチレンを PEG で修飾したレジンがあるが、

それらは概ね 30 残基程度の中程度のペプチドの合成に適している。本研究では、100% 

PEG 製である ChemMatrix [García-Martín et al., 2006; García-Ramos et al., 2010] を用いる

ことで約 80 残基の NPGL 及び NPGM を合成することができた。また、近年 CEM 社が

開発した SpheriTide も長鎖ペプチドの合成に有効であるとされている。SpheriTide は、

バクテリア由来のポリリジンをセバシン酸で架橋してパーティクルを構成したもので

ある。ポリスチレンや PEG はランダムに重合されているのに対し、SpheriTide はポリリ

ジンを用いているため反応点が規則的に並んでいる。そのため、バッチ毎の再現性が良

く、1 mmol/g 以上のハイロードでも立体的に効率よく凝集を防ぐことができるとされて

いる。つまり、反応溶液量が少なくて済むため合成スケールの拡大が可能である。本研

究では 10 ml の反応容器でロード量 0.5 mmol/g の PEG レジンを用いて 50 µmol のスケ

ールで合成を行ったが、SpheriTide を用いることでより高スケール且つ低ボリュームで

1 回の収量を上げることができると考えられる。 

縮合剤には、カルボジイミド系、ウロニウム系、ホスホニウム系、トリアジン系、ピ

リジニウム系など、様々な種類が存在する [El-Faham and Albericio, 2011]。古くからカ

ルボジイミド系のジイソプロピルカルボジイミド（diisopropylcarbodiimide: DIC）等がよ

く用いられており、反応促進やラセミ化抑制のために HOBt 等の補助剤が併用されてい

る [Benoiton and Kuroda, 1981]。HOBt のベンゼン環をピリジン環に置換したものが
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HOAt であり、より反応促進及びラセミ化抑制効果が高い [Carpino et al., 1993]。HOBt

及び HOAt を基本骨格としたウロニウム系縮合剤が、HBTU 及び HATU である [Carpino 

et al., 1993; Abdelmoty et al., 1994]。現在ではこれらが主流になっているが、縮合能の高

い HATU は高価であるため、困難でない合成には HBTU が一般的に用いられる。長年

HOBt や HOAt が広く用いられてきたが、これらのベンゾトリアゾール類は爆発性が高

いことが問題となり [Wehrstedt et al., 2005]、爆発性のない代替試薬として Oxyma が注

目され始めた [Subirós-Funosas et al., 2009a]。Oxyma を基本骨格としたウロニウム系縮

合剤が COMU であり [El-Faham et al., 2009]、縮合能の高さが注目されている。HBTU

や HATU は、反応性の高いウロニウム塩よりも反応性の低いグアニジウム塩の存在比

の方が高いが [Carpino et al., 2004]、COMU はウロニウム塩でのみ存在するという特徴

がある [El-Faham et al., 2009]。合成困難なペプチドとしてよく知られている Leu-エンケ

ファリンの Aib（α-アミノイソブタン酸）アナログ（Tyr-Aib-Aib-Phe-Leu-NH2）におい

て、HBTU、HATU、COMU を用いて合成したときのそれぞれの収率は 21%、76%、89%

であり、COMU の縮合能の高さが示されている [Subirós-Funosas et al., 2009b]。また、

COMU は DIEA 等の塩基と反応して呈色する性質を持ち、反応が終了すると変色するた

め、経過を視覚的に確認することができる [El-Faham et al., 2009]。さらに、COMU は

HATU より安価である。rNPGL の合成において HBTU、HATU、COMU を用いたところ、

HATU を用いたときの収率が 10%と最も高かった。一方で、HATU と同等以上の縮合能

を持つとされる COMU では、rNPGL を全く合成することができなかった。この原因と

して、縮合剤の安定性が関与していると考えられる。HBTU、HATU、COMU の半減期

は、DMF に溶解してオープンバイアルにおいたとき、それぞれ約 5 日、3 日、3 時間で

あると報告されている [Tofteng et al., 2012]。80 残基の rNPGL の合成には約 2 日を要す

るため、COMU より HATU の方が適していたと考えられる。 

マイクロウェーブの照射はアミノ酸の縮合や Fmoc基の脱保護効率を上げる反面、Cys

や His 残基のラセミ化のリスクも高めてしまう。ラセミ化は目的物の収率低下を招くだ

けでなく、一般的に目的物との分離が困難であることも問題である。30 アミノ酸残基

からなるニューロペプチド W（WYKHVASPRYHTVGRASGLLMGLRRSPYLW）の場合、

11 番目の His 残基がラセミ化したものはネイティブなものと極めて似た性質を示し、逆

相のみならずイオン交換 HPLC でも分離することができない [Hibino et al., 2012]。従っ

て、ラセミ化は最小限に留めなければならない。ラセミ化のリスクは縮合温度を 50℃

以下にすることで抑えることができる [Palasek et al., 2007]。rNPGL の合成において、縮
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合温度が 50℃と 60℃では収率に顕著な差は見られなかったため、よりラセミ化のリス

クが低い 50℃が適していると判断した。また、His 及び Cys 残基の保護基として一般的

に広く利用されている Trt 基 [Barlos et al., 1982] を用いたが、ラセミ化を効果的に抑制

することができる保護基として Ddm 基や Dpm 基 [Góngora-Benítez et al., 2012]、Mbom

基 [Hibino and Nishiuchi, 2011] がある。特に、Mbom 基を用いれば、80℃の高温条件下

においても His 及び Cys 残基のラセミ化を概ね 1%以下に抑えることができる [Hibino 

and Nishiuchi, 2012; Hibino et al., 2012; Hibino et al., 2014]。ただし、Mbom 基を用いる場

合は、TFA によるクリーベイジの際にホルムアルデヒドを生じてペプチドのヒドロキシ

メチル化を招くため、ホルムアルデヒドのスカベンジャーとして 5 等量のメトキシアミ

ン塩酸塩（MeONH2･HCl）を添加することが推奨される [Hibino and Nishiuchi, 2011]。

これらの保護基を用いることで NPGL 及び NPGM を高温条件下でより効率良く伸長さ

せることができる可能性がある。 

マイクロウェーブの照射は、Asp 残基が C 末側のアミノ酸残基と環化したアスパルチ

ミドや、アスパルチミドが開環してピペリジンが付加したピペリジドの形成リスクも高

める [Palasek et al., 2007]。アスパルチミドとピペリジドは目的ペプチドと分子量が異な

るため（それぞれ－18 と＋67）[Dölling et al., 1994]、質量分析での判別や HPLC での分

離が一般的に容易である。一方、アスパルチミドの開環時にα位でなくβ位に Asp 残基

が位置したものが生じるが、これは目的ペプチドと分子量が同じであり、HPLC の溶出

位置も重なる場合が多い [Behrendt et al., 2015]。従って、これらの副反応のリスクは極

力抑えなければならない。アスパルチミドの形成リスクは、Asp-Gly、Asp-Asp、Asp-Asn、

Asp-Arg、Asp-Ser、Asp-Thr、Asp-Cys(Acm) の配列において特に高いことが知られてい

る [Bodanszky and Kwei, 1978; Mergler et al., 2003; Behrendt et al., 2015]。その副反応は、

ピペリジンの代わりに反応性がより穏やかなピペラジンを用いたり、HOBt を添加した

りすることにより抑制できる [Palasek et al., 2007]。また、ギ酸の添加が有効であるとい

う報告もある [Michels et al., 2012]。rNPGL の合成においては、40%ピペリジンに 0.1 M 

HOBt を添加しただけではピペリジドの形成を完全に抑えることができなかった。一方、

5%ピペラジン/0.1 M HOBt では脱保護効率が低く、Cys や Gln 残基の欠落が目立った。

液体であるピペリジンと異なり、固体であるピペラジンは DMF や NMP に最大で 6%程

度しか溶解させることができないが、エタノールと NMP（10:90）の混合液中では 10%

まで溶解させることができ、20%ピペリジンと同程度の脱保護能が期待できるという報

告がある [Collins et al., 2014]。HOBt やピペラジンの濃度を高めることで、ピペリジド
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の形成やアミノ酸の欠落を現状より改善することができる可能性もあるが、側鎖の保護

基を変える方がより有効であると考えられる。アスパルチミドの形成を抑制する効果が

ある保護基として Die 基や Mpe 基が知られているが [Mergler and Dick, 2005]、近年、よ

り優れた保護基として Bno (5-n-butyl-5-nonyl) 基や Php (4-n-propyl-4-heptyl) 基が報告さ

れており、これらは 60℃の高温条件下且つ HOBt 非存在下においても効果的にアスパル

チミドやピペリジドの形成を抑制する [Behrendt et al., 2015]。この Bno 基や Php 基を用

いれば、rNPGL の合成においてもアミノ酸を欠落させることなく、アスパルチミドや

ピペリジドの形成を抑制することができると考えられる。 

上述のように、ラセミ化やアスパルチミド形成を抑える Mbom 基や Bno 基等を用い

れば、高温条件での合成が可能になり、NPGL 及び NPGM の収率向上が期待できる。

また、高温で反応させると廃液後もレジンに熱が残るため、その余熱によって DMF や

NMP による洗浄効率の向上が期待でき、その回数や時間、溶媒の消費量の削減が可能

になる [Collins et al., 2014]。洗浄の回数や時間を削減できれば、約 80 残基の合成にお

いては特に大幅な時間短縮に繋がる。また、用いる溶媒の大部分はレジンや送液ライン

の洗浄に充てられており、その消費量はランニングコストに大きく影響する。さらに、

洗浄は各縮合及び脱保護反応後に行うのが基本であるが、縮合反応後の残留アミノ酸は

脱保護反応に用いる第二級アミンによって不活化されるため [Kanzian et al., 2009]、縮

合反応後の洗浄は省略できるとも言われている [Collins et al., 2014]。本研究では、各縮

合及び脱保護反応後に 3 ml で 5 回の洗浄を行っており、送液ラインの洗浄に用いる分

も含めると、約 4 L の DMF を使用している。もしも縮合反応後の洗浄を省略すると、

DMF の消費量を約 1.2 L 削減することができる。さらに、1 回の洗浄に約 5 分を要して

おり、80 回分の洗浄を省略すると合成時間を約 7 時間短縮することができる。高温条

件での合成と併せて、洗浄工程についても検討の余地がある。 

 

4.2. rat NPGM の収率向上条件検討 

rNPGLと同様の条件で rNPGM を合成した結果、収率は約 5分の 1であった。そこで、

O-アシルイソペプチド法により収率向上を試みた。凝集性の高く合成困難なペプチドの

代表例としてアミロイドβ1-42（DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMV 

GGVVIA）が知られているが、その Gly
25

-Ser
26間に O-アシル構造を導入すると通常より

100 倍高い水溶性（0.14 mg/mL → 15 mg/mL）を示すと報告されている [Sohma et al., 

2005]。この効果は O-アシル構造によって NH2基が増えることによるものであると考え
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られている。同様に、rNPGM の Leu
30

-Thr
31を O-アシルイソジペプチドに置換して合成

したものは、逆相 HPLC においてネイティブな rNPGM より早く溶出し、親水性が高ま

っていることが示唆された。しかしながら、収率に顕著な差は見られず、グアニジル化

した rNPGM
18-88と考えられる不純物も混在していた。さらに、中性条件下におきネイテ

ィブ構造への変換を試みたが、ピークシフトが生じたのは不純物のみであった。 

次に、部分配列のプレ合成により収率向上を試みた。収率向上のみならず、数残基分

の縮合及び脱保護反応を省略することができるため、合成時間も短縮できると考えた。

数残基であれば大量合成が容易であると考えられるので、一度大量に調製しておけば何

度も利用することができ、作り足しの手間は少なくて済むと考えられる。しかしながら、

N 末側の ”GVLAGI” と中央部の”FMLFM” を先に合成し、それを用いて rNPGM を合

成することができたものの、その収率は約 3%であり、顕著な向上は見られなかった。

本研究ではプレ合成するペプチドとして側鎖に保護基のないアミノ酸が並ぶ配列を選

択したが、HO-TrtA-PEG Resin（渡辺化学工業）を用いれば任意の配列を選択すること

ができる。HO-TrtA-PEG Resin は、50%の酢酸でクリーベイジすることができるため、

側鎖の保護基を外すことなく次の合成に持ち込むことができる。rNPGM の部分配列の

合成効率を比較した結果、合成困難な領域は N 末側の約 40 残基に存在することが示唆

された。その領域の中で特に合成困難な領域を特定し、それを先に調製することができ

れば、rNPGM の収率を向上させることができる可能性がある。 

 

4.3. シュードプロリンジペプチドによる収率向上 

Pro 残基には二次構造の形成を阻害して凝集を防ぐ効果があり、アミリン類似体の糖

尿病治療薬プラムリンチドの設計にも応用されている。アミリンは膵臓ランゲルハンス

島β細胞から分泌される 37 残基のペプチドであり、インスリンやレプチンの作用を増

強させることが知られている [Cooper et al., 1987; Trevaskis et al., 2008]。一方でヒトのア

ミリン（KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-NH2）は凝集性が高く、

2 型糖尿病の膵臓に見られるアミロイドプラークの主成分でもある [Cooper et al., 1987]。

それに対してラットのアミリン（KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY 

-NH2）は凝集性がない。ヒトのアミリンの高い凝集性は 20~29 残基目の配列部分に起因

しているが、そのうちの FGAILSS の配列部分がラットでは LGPVLPP であり、Pro 残基

が 3 つ存在している [Cooper et al., 1989]。そこで、プラークを形成しないヒトのアミリ

ン類似体として、FGAILSS の Ala 及び Ser 残基を Pro 残基に置換したプラムリンチドが
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開発された [Kolterman et al., 1997]。また、ヒトのアミリンの合成においてもマイクロウ

ェーブとシュードプロリンジペプチドが用いられているが、収率向上に効果的なシュー

ドプロリンジペプチドの挿入位置はプラーク形成の要因となる配列より N 末側の

Ser
19

-Ser
20である [Harris et al., 2013]。マイクロウェーブを用いると、Arg

11までは効率良

く伸長できるが Gln
10の縮合効率が低く、その合成困難な配列が現れる前の Ser

19
-Ser

20

をシュードプロリンジペプチドに置換しておくことで収率が向上する [Harris et al., 

2013]。このことから、生理条件下において凝集の原因となる配列と合成困難な配列は

同じではないことがわかる。 

rNPGL 及び rNPGM の部分配列の合成効率を比較した結果、合成困難な領域は N 末側

の約 40 残基に存在することが示唆された。その領域を含め、全配列中でシュードプロ

リンジペプチドに置換可能な配列を全て置換して収率への影響を調べた。rNPGL 及び

rNPGM は 5 ヶ所、cNPGL は 3 ヶ所、cNPGM は 2 ヶ所をシュードプロリンジペプチド

に置換して合成を行った結果、特に cNPGM における収率向上が最も大きく、約 5 倍に

向上した。この顕著な収率向上には、ペプチド鎖がまだ短い C 末側の Leu
77

-Thr
78より

も、N 末側の Ser
23

-Ser
24をシュードプロリンジペプチドに置換したことが特に影響して

いると考えられる。一方、cNPGM より 3 ヶ所多く置換した rNPGL 及び rNPGM の収率

向上は約 2 倍であった。シュードプロリンジペプチドの過剰導入が原因である可能性も

考えられる。rNPGM の Lys
56

-Ser
57と Tyr

63
-Ser

64の間に Pro 残基が存在すること、また、

シュードプロリンジペプチドは通常のアミノ酸誘導体と比較して高価であることを踏

まえると、その挿入位置を N 末側に絞り、最も収率向上に効果的な位置を調べる必要

がある。また、cNPGL においてはシュードプロリンジペプチドの有無で収率に顕著な

差は見られなかった。しかしながら、第 4 章で詳細に述べるが、通常のアミノ酸誘導体

を用いて合成した cNPGL よりも、シュードプロリンジペプチドを用いて合成した

cNPGM の方が架橋収率が 1.8 倍高かった。このことから、シュードプロリンジペプチ

ドを用いたことにより純度が向上したと考えられる。 
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第 4 章 ジスルフィド結合の解析及び形成方法の検討 

1. 序文 

第 3 章において、マイクロウェーブとシュードプロリンジペプチドを用いた固相法に

より、rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の大量調製に成功した。これらはジスルフィ

ド結合を形成していないため、それを形成させる必要がある。一般的に、ジスルフィド

結合はペプチドの活性や安定性において重要な役割を担っている [Zhang et al., 2011]。

例えば、インスリンは 1 つの分子内結合と 2 つの分子間結合によって 2 量体構造を安定

化しているが、そのうちの 1 つでも欠損すると受容体への結合能が 0.02%以下に低下す

る [Chang et al., 2003]。同様に、NPGL 及び NPGM においてもジスルフィド結合は活性

に重要な影響を及ぼすと考えられる。中でも、哺乳類の NPGM は 3 つの Cys 残基を有

していることから架橋の形成パターンが 3 通り考えられるため、正しい位置で架橋させ

る必要がある。 

そこで本章では、まず rNPGM においてジスルフィド結合の形成に関与する Cys 残基

の同定を試みた。既に、哺乳類培養細胞である Chinese Hamster Ovary (CHO) 細胞に

rNPGM 前駆体遺伝子を導入した安定株が構築されているため、その培養上清を用いて、

CHO 細胞から産出・分泌された rNPGM の架橋の位置を解析した。また、第 1 章におい

て、正しいジスルフィド結合の形成を促すように改良された大腸菌である SHuffle 株を

用いて rNPGM-Gly を調製することができたため、その組み換え rNPGM-Gly を用いて同

様に架橋の位置を解析した。続いて、合成した rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM のジ

スルフィド結合の形成を試みた。いずれも疎水性が高く水系溶媒には難溶であるため、

溶媒組成を主に検討した。 
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2. 方法 

2.1. rat NPGM の架橋位置解析 

2.1.1. CHO 細胞由来 rat NPGM の解析 

CHO (dehydrofolate reductase—: dhfr—) 細胞に、rNPGM 前駆体遺伝子を pcDNA3.1 (Life 

technologies) に挿入した rNPGM 発現ベクターと dhfr 発現ベクター（pSV2-dhfr）を

X-treme GENE 9 DNA transfection reagent (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) を用いて

導入した。10%の fetal bovine serum (FBS) と 1 mg/ml の G418 を含むヌクレオシド非含

有の alpha-MEM (Life technologies) 中で培養し、細胞の選別を行った。さらに、6 週間

かけて 5–500 nM のメトトレキサートを添加して遺伝子増幅を行い、rNPGM 安定発現細

胞を樹立した。rNPGM の発現を免疫染色により確認するために、pcDNA3.1 導入（mock）

もしくは rNPGM 安定発現 CHO 細胞を Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide System (Thermo 

Fisher Scientific) に播種し、第 1 章で調製した組み換え rNPGM-Gly を抗原として得られ

た抗 rNPGM 抗体（1000 倍希釈）を用いて標識後、ローダミン標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗

体（1000 倍希釈）を結合させ、蛍光顕微鏡（キーエンス、大阪、日本）で観察した。 

rNPGM 安定発現 CHO 細胞の培養上清 400 ml をボイルし、冷却後、終濃度 5%になる

よう酢酸を添加した。遠心分離後、上清を Sep-Pak CN 6 cc Vac Cartridge (Waters, MA, 

USA) に添加し、14%メタノール/56%アセトニトリル/0.1% TFA により溶出した。逆相

HPLC により、カラム：C18（TSKgel ODS-80Ts、4.6×150 mm；東ソー）、流速：0.5 ml/min、

溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B

液 20–60%、40 分間）、検出：220 nm の条件で、2 分毎に分画した。ピークが見られた

フラクション 38 と 40 と、ポジティブコントロールとして組み換え rNPGM-Gly を用い

て、ウエスタンブロットを行った。15% SDS-PAGE により分離し、polyvinylidene fluoride 

membrane (Immobilon-P; Merck Millipore, Darmstadt, Germany) に転写し、抗 rNPGM 抗体

（1000 倍希釈）でブロット後、HRP 標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体 (GE Healthcare) を結合

させ、ECL Western Blotting Detection Reagents (Promega) を用いて検出した。 

ウェスタンブロット解析において組み換え rNPGM-Gly と同程度の分子量のバンドが

見られたフラクション 40 について、さらに 2 通りの解析を進めた。1 つ目の解析とし

て、フラクション 40 を 15% SDS-PAGE により分離し、Silver Stain MS kit（和光純薬工

業）を用いて銀染色を行い、組み換え rNPGM-Gly と同程度の分子量のバンドを切り出
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した。トリプシンを用いて 35℃で一晩ゲル内消化し、消化産物を MALDI-TOF-MS と

ESI-MS/MS により解析した。2 つ目の解析として、フラクション 40 を Asp-N (Roche 

Diagnostics) を用いて 37℃で一晩消化後、逆相 HPLC で精製し、得られたピークを

MALDI-TOF-MS により解析した。. 

 

2.1.2. 大腸菌 SHuffle 株由来 rat NPGM の解析 

rNPGM-Gly 0.1 mg を 500 µl のアルキル化反応液（50 mM ヨードアセトアミド、50 mM 

リン酸ナトリウム、pH 7.0）で溶解し、遮光下で 2 時間インキュベートし、フリーの Cys

残基を不可逆的にアルキル化した。反応液は、逆相 HPLC により、カラム：C8（YMC-Pack 

C8、4.6×150 mm；YMC）、流速：0.5 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（ア

セトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B 液 40–60%、40 分間）、検出：220 nm の

条件で精製した。 

アルキル化していないものとしたもののそれぞれを、0.5 µg の Asp-N を含む 50 mM 

リン酸バッファー（pH 7.0）200 µl 中で 37℃で一晩消化した。反応液は、逆相 HPLC に

より、カラム：C8（YMC-Pack C8、4.6×150 mm；YMC）、流速：0.5 ml/min、溶出：A

液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% TFA）の直線濃度勾配（B 液 10–60%、

50 分間）、検出：220 nm の条件で精製した。得られたピークを ESI-MS により解析した。 

 

2.2. 架橋形成 

2.2.1. DMSO 酸化法 

ペプチド 5 mg を DMSO 0.8 ml で溶解し、1N HCl 0.2 ml を添加し、室温で 4–48 時間

反応させた。逆相 HPLC により、カラム：C18 カラム（YMC-Pack Pro C18、10×150 mm；

YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニトリル、0.1% 

TFA）の直線濃度勾配、検出：280 nm の条件で精製した。 

 

2.2.2. グルタチオン法 

ペプチド 5 mgに対して DMSO 100 µl で完全に溶解し、900 µl の反応液（0.4 M Tris-HCl 

pH 8.5、50%アセトニトリル、1 mM EDTA、5 mM GSH、0.5 mM GSSG）で希釈し、室



第 4 章 ジスルフィド結合の解析及び形成方法の検討 

79 

 

温で 4–48 時間反応させた。反応後、6 M グアニジン塩酸塩溶液 500 µl を添加してアセ

トニトリル濃度を下げた。逆相 HPLC により、カラム：C18（YMC-Pack Pro C18、10×

150 mm；YMC）、流速：1.0 ml/min、溶出：A 液（水、0.1% TFA）と B 液（アセトニト

リル、0.1% TFA）の直線濃度勾配、検出：280 nm の条件で精製した。 

 

2.3. 質量分析 

生成物の質量は、MALDI-TOF-MS または ESI-MS により測定した。MALDI-TOF-MS

は AXIMA-CFR plus（島津製作所）を用いて、ESI-MS は LTQ Orbitrap XL 及び Xcalibur 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。主な理論質量値を表 8 に示す。 

 

表 8. 各生成物の理論質量値一覧 

 [M+H]
+ 

(average) [M+H]
+ 

(monoisotopic) 

rNPGL (SS) 9346.78 9340.60 

rNPGM (SS) 10165.82 10159.02 

cNPGL (SS) 9181.62 9175.59 

cNPGM (SS) 9618.21 9611.76 

DLQCWNTCSLTLI (SS) 1508.78 1507.71 

DCLLSRSHGMG 1176.3668 1175.5296 
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3. 結果 

3.1. rat NPGM の架橋位置解析 

rNPGM 前駆体遺伝子を導入した CHO 細胞を rNPGM 抗体を用いて免疫染色したとこ

ろ、細胞質に rNPGM の発現が認められた（図 26A）。その培養上清を逆相 HPLC によ

り 2分毎に分画したところ、フラクション 38と 40に 2つのピークが見られた（図 26B）。

それらを回収し、第 1 章において大腸菌を用いて調製した rNPGM-Gly と共にウエスタ

ンブロット解析を行ったところ、フラクション 38 からは組み換え rNPGM-Gly よりやや

大きい分子量のバンドが検出され、フラクション 40 からは組み換え rNPGM-Gly と同程

度の分子量のバンドが検出された（図 26C）。さらに、フラクション 38 と 40 を

MALDI-TOF-MS により解析した結果、フラクション 38 からは推定成熟 rNPGM の C 末

端側に 24 アミノ酸残基が付加したものに相当する質量値が、フラクション 40 からは推

定成熟 rNPGMの C末端側に 2~6 アミノ酸残基が付加したものに相当する質量値が検出

された（図 26D）。 

推定成熟 rNPGM により近いフラクション 40 を用いてさらに解析を進めた。まず、

LysまたはArg残基のC末側で切断する酵素であるトリプシンを用いてフラクション 40

をゲル内消化し、MALDI-TOF-MS により解析した。その結果、推定成熟 rNPGM の N

末端領域にある “DLEFQK” と、中央部にある “IEHNVDAFWNFMLFLQK” のフラグ

メントに相当する質量値が検出された（図 26E）。さらに ESI-MS/MS により、“DLEFQK”

の配列を決定した（図 26F）。“DLEFQK” の N 末端はトリプシンの消化サイトではない

ことから、シグナルペプチド直下で切断されて分泌されることが示された。次に、フラ

クション 40 を Asp 残基の N 末側で切断する酵素である Asp-N を用いて消化し、

MALDI-TOF-MS により解析した。その結果、推定成熟 rNPGM の N 末端領域にある

“DLEFQKGVLAGISPGITA” と、N 末側の 2 つの Cys 残基を含む “DLQCWNTCSLTLI”

のフラグメントに相当する質量値が検出された（図 26E）。さらに、“DLQCWNTCSLTLI”

と考えられるフラグメントを TCEP により還元処理したところ、質量値が 2 増加し、分

子内にジスルフィド結合が形成されていたことが示唆された（図 26G）。 

上述の結果、成熟 rNPGM はシグナルペプチド直下で切断されて分泌されること、また、

N 末側の 2 つの Cys 残基間でジスルフィド結合を形成していることが示唆された。しか

しながら、CHO 細胞により産出された rNPGM は微量であったため、C 末端側の Cys

残基を含むフラグメントを検出することはできなかった。 
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図 26. 次頁へ続く 
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図 26. CHO 細胞由来 rNPGM の架橋位置解析 

(A) rNPGM 安定発現細胞の免疫染色像。Bars = 50 µm。細胞質に rNPGM の発現が認められた。

(B) 培養上清の逆相HPLCによる分画 (TSK gel ODS-80Ts, 4.6×150 mm; 20–60% ACN over 40 min; 

0.5 ml/min; 220 nm)。(C) フラクション 38 及び 40 のウェスタンブロット解析。組み換え

rNPGM-Gly をポジティブコントロールとして使用した。(D) rNPGM 前駆体タンパク質のアミノ

酸配列と、フラクション 38 及び 40 の MALDI-TOF-MS により検出された配列。推定成熟配列を

太字、フラクション 38 の検出配列を緑線、フラクション 40 の検出配列を青線で示す。(E) rNPGM

前駆体タンパク質のアミノ酸配列と、トリプシン消化サイト（↓）、フラクション 40 トリプシン

消化後の検出配列（実線）、Asp-N 消化サイト（↑）、フラクション 40Asp-N 消化後の検出配列

（点線）。(F) トリプシン消化物の ESI-MS/MS。”DLEFQK” の N 末端はトリプシンの消化サイ

トではないことから、シグナルペプチド直下で切断されて分泌されることが示された。(G) Asp-N

消化物及びその還元物の MALDI-TOF-MS。”DLQCWNTCSLTLI” が検出され、還元処理により

質量値が 2 増加したことから、架橋されていたことが示された。 
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続いて、大腸菌 SHuffle 株に発現させた rNPGM-Gly を用いて、同じく架橋の位置を解

析した。まず、ヨードアセトアミドを用いてフリーの Cys 残基をアルキル化した。続い

て、アルキル化していないもの及びアルキル化したものの両方を、それぞれ Asp-N に

より消化した。各反応液を逆相 HPLC により精製し、得られたピークを ESI-MS により

解析した。その結果、アルキル化していない rNPGM-Gly において、C 末端側の Cys 残

基を含む ”DCLLSRSHGMG” が 22 分に溶出した（図 27A,B）。それに対し、アルキル

化した rNPGM-Gly においては、その ”DCLLSRSHGMG” のピークは見られず、その代

わりに Cys 残基がアルキル化した ”DCLLSRSHGMG” が 21 分に溶出した（図 27A,B）。

架橋された N 末側の 2 つの Cys 残基を含む ”DLQCWNTCSLTLI” は、アルキル化して

いない rNPGM-Gly 及びアルキル化した rNPGM-Gly のいずれにおいても検出された（図

27A,B）。また、31 分にはアルキル化した N 末端領域の ”HMDLEFQKGVLAGISPGITA”

に相当するものが溶出していたが、これは Met 残基が過剰にアルキル化されたものと考

えられる（図 27A,B）。以上の結果から、CHO 細胞により産出された rNPGM と同様に、

大腸菌 SHuffle 株に発現させた rNPGM-Gly も、N 末側の 2 つの Cys 残基間でジスルフ

ィド結合を形成していることが示された。さらに、C 末端側の Cys 残基はフリーである

ことが示された。 

 

3.2. rat NPGL の架橋形成 

まず rNPGL において架橋の形成条件を検討した。NPGL 及び NPGM は疎水性が高い

ため、溶媒組成を主に検討した。初めに、疎水性ペプチドの溶解性の問題を回避するこ

とができる DMSO 酸化法 [Tamamura et al., 1993] による架橋を試みた。5 mg の rNPGL

を 0.8 mlのDMSOで溶解し、0.2 mlの 1 N HClを添加して室温で反応させた。その結果、

rNPGL は完全に溶解していたが、架橋反応の進行は遅く、2 日後も未反応物が残ってい

た（図 28A）。 

次に、最もよく用いられる架橋法の一つであるグルタチオン法による架橋を試みた。

疎水性の高いペプチドである ω-conotoxin TxVII は、50%のメタノールを含むバッファー

中でグルタチオン法により架橋されているため [Sasaki et al., 1999]、同様の方法で架橋

を試みた。しかしながら、rNPGL は 50%メタノール中でも溶解性が低かったため、メ

タノールの代わりにアセトニトリルを用いて検討を行った。rNPGLをまず少量のDMSO

で完全に溶解し、その後 10 mM GSH 及び 1 mM GSSG を含む 50%アセトニトリルで 10

倍希釈したところ、析出することなく溶解したままに保つことができた。その反応液を

室温で撹拌したところ、48 時間後には未反応物が無くなった（図 28B）。メインピーク

と肩ピークを ESI-MS により解析したところ、メインピークからは架橋した rNPGL が、



第 4 章 ジスルフィド結合の解析及び形成方法の検討 

84 

 

親水性側の肩ピークからはグルタチオンが 2 つ付加したもの、疎水性側の肩ピークから

はグルタチオン 1 つと酸素 3 つが付加したものと考えられる副生成物が検出された（図

28C）。さらに、rNPGL の同位体ピークを、架橋及びアミド化されている目的の rNPGL、

アミド化していない rNPGL、架橋していない rNPGL のそれぞれの理論ピークと比較し

た。その結果、目的の rNPGL の理論ピークと完全に一致した（図 28D）。また、回収し

た rNPGL を再度逆相 HPLC にかけたところ、シングルピークとして得られ、高純度に

精製できていた（図 28E）。架橋の収率は 30%であった。 

 

3.3. rat NPGM、chicken NPGL、chicken NPGM の架橋形成 

rNPGL と同様に、50%アセトニトリル中でグルタチオンにより、rNPGM、cNPGL、

cNPGM の架橋を試みた。その結果、rNPGM は溶解せず白濁した。cNPGL と cNPGM は

完全に溶解し、架橋反応は 2 日で終了した（図 29A,B）。cNPGL においては、シュード

プロリンジペプチドを用いずに合成したものと用いて合成したものとで架橋後のピー

ク形状が異なり、シュードプロリンジペプチドを用いて合成したものの方が肩ピークが

小さかった（図 29A）。それぞれの収率は 20%と 36%であり、1.8 倍の差が見られた。

cNPGM の収率は 30%であった。rNPGM は 50%アセトニトリル中で溶解しなかったた

め、DMSO 酸化法による架橋を試みた。その結果、rNPGM は完全に溶解し、約 2 日で

架橋された（図 29C）。生成物の架橋位置を Asp-N 消化により解析した結果、CHO 細胞

や大腸菌に産生された rNPGM と同様に、N 末側の 2 つの Cys 残基間で架橋されていた

（図 29D,E）。収率は 20%であった。 
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図 27. 大腸菌由来 rNPGM-Gly の架橋位置解析 

(A) 非アルキル化及びアルキル化 rNPGM-Gly の Asp-N 消化物の逆相 HPLC クロマトグラム 

(YMC-Pack C8, 4.6×150 mm; 40–60% ACN over 40 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。21 分に C 末側のアル

キル化した Cys 残基を含むフラグメント (a) が、22 分に C 末側のアルキル化していない Cys 残

基を含むフラグメント (b) が、36 及び 38 分に N 末側の 2 つの Cys 残基を含むフラグメント (c, 

d) が見られた。(B) 組み換え rNPGM-Gly のアミノ酸配列と、Asp-N 消化サイト（斜線）及び検

出配列（下線）。(C) Cys 残基を含むフラグメントの ESI-MS。Peak b は ”DCLLSRSHGMG” の理

論値と一致しており、Peak a はそれより 57 大きいことからアルキル化されていることが示され

た。Peak c 及び d は還元型の ”DLQCWNTCSLTLI” 及び ” DLQCWNTCSLTLI” の理論値より 2

小さいことから、架橋されていることが示された。 
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図 28. 次頁に続く 
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図 28. rNPGL のジスルフィド結合形成 

(A) DMSO酸化法による架橋形成経過 (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 40–60% ACN over 40 min; 

1.0 ml/min; 220 nm)。48 時間後も未反応物が見られた。(B) 50%アセトニトリル中でのグルタチオ

ン法による架橋形成経過 (YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 40–60% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 

220 nm)。48時間で架橋された。(C) グルタチオン法における48時間後の生成物ピークのESI-MS。

主生成物は架橋した rNPGL であり、副生成物はグルタチオンが 1 つまたは 2 つ付加した rNPGL

であった。(D) 架橋した rNPGLの ESI-MSと各種理論ピーク（架橋及びアミド化している rNPGL、

アミド化していない rNPGL、架橋していない rNPGL）との比較。架橋及びアミド化している

rNPGL の理論ピークと一致した。(E) 最終精製品の逆相 HPLC による純度確認 (YMC-Pack Pro 

C18, 10×150 mm; 40–60% ACN over 40 min; 1.0 ml/min; 220 nm)。 
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図 29. rNPGM、cNPGL、cNPGM の架橋形成 

(A) グルタチオン法による cNPGL の架橋形成（黒線：シュードプロリンジペプチドを用いずに

合成した cNPGL の架橋形成。赤線：シュードプロリンジペプチドを用いて合成した cNPGL の

架橋形成）。(B) グルタチオン法による cNPGM の架橋形成。(C) DMSO 酸化法による rNPGM の

架橋形成。(YMC-Pack Pro C18, 10×150 mm; 1.0 ml/min; 280 nm; rNPGM, cNPGL, 40–60% ACN over 

40 min; cNPGM, 35–65% ACN over 30 min) (D) DMSO 酸化法により架橋した rNPGM の Asp-N 消

化による架橋位置解析 (YMC-Pack C8, 4.6×150 mm; 10–60% ACN over 50 min; 0.5 ml/min; 220 nm)。

(E) rNPGM のアミノ酸配列と、Asp-N 消化サイト（斜線）と検出配列（下線）。CHO 細胞や大腸

菌が産生した rNPGM と同様に N 末側の 2 つの Cys 残基で架橋された。
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4. 考察 

4.1. rat NPGM の架橋位置 

rNPGM 前駆体遺伝子を導入した CHO 細胞の培養上清を用いて、分泌されるペプチド

の構造解析を行った。予想通り、rNPGM はシグナルペプチド直下で切断され分泌され

ていた。しかしながら、C 末端はアミド化されておらず数残基の付加配列が残っていた。

この理由として、CHO 細胞の分泌経路が考えられる。分泌経路には、分泌小胞を形成

して細胞膜に輸送される構成性分泌経路と、分泌顆粒に貯蔵された後に刺激に応じて細

胞膜に輸送される調節性分泌経路があるが、非内分泌細胞である CHO 細胞は構成性分

泌経路しか持たない。Lys-Arg 配列を含むレニン前駆体は、CHO 細胞においては正しく

切断されないが、内分泌細胞であり調節性分泌経路を持つマウス下垂体細胞である

AtT-20 細胞においては活性型のレニンに変換される [Hosaka et al., 1991]。本実験では扱

いやすく生産性の高い CHO 細胞を用いたが、rNPGM の C 末端のアミド化について検

証するためには AtT-20 細胞等の内分泌細胞を用いることが望ましいと考えられる。ま

た、視床下部より内因性の rNPGM を単離し構造解析を行う必要がある。 

Cys 残基の保存性から、rNPGM も Cys
24

–Cys
80間でジスルフィド結合を形成している

のではないかと予測した。しかしながら、哺乳類細胞である CHO 細胞が産生した

rNPGM も、正しい架橋形成を促す大腸菌である SHuffle 株が産生した rNPGM も、どち

らも N 末側の Cys
24

–Cys
28間で架橋されており、Cys

80がフリーの状態であった。ダイマ

ー形成の可能性も考える必要があるが、CHO 細胞や大腸菌に産生させたものの中にも

合成物を化学的に架橋させた際もそれは得られたことがないため、フリーで存在してい

ると考えられる。フリーの Cys 残基を持つペプチドについて様々な報告がある。ヒトの

インターロイキン-2 [Wang et al., 1984]、ヘルペスウィルス 1 型の糖タンパク質 D [Wilcox 

et al., 1988]、ヒトの顆粒球コロニー刺激因子 [Lu et al., 1989] は、フリーの Cys 残基を 1

つ有しているが、受容体との相互作用や活性に特に必要でなく、細胞膜内やその分子の

内側など、外からアクセスしにくい場所に位置している。ヒトのインターフェロン-β

やショウジョウバエのアセチルコリンエステラーゼにおいては、フリーの Cys 残基を除

去すると安定性が向上するという報告がある [Mark et al., 1984; Fremaux et al., 2002]。フ

ァージのエンドリシンは 3 つの Cys 残基を持ち、不活性状態では C 末側の 2 つがジス

ルフィド結合を形成した状態で、N 末側の 1 つがフリーの状態でグラム陰性菌の細胞膜

に埋め込まれているが、細胞膜から放出されることによって埋め込まれていたフリーの
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Cys 残基が露出すると、分子内のジスルフィド結合に作用して架け替えを起こし、活性

化状態となって溶菌活性を発揮する [Xu et al., 2005; Kuty et al., 2010]。また、タンパク

質チロシンホスファターゼファミリーは HCX5R モチーフを有しており、その Cys 残基

が活性に不可欠である [Zhang et al., 2015]。rNPGM の詳細な生理機能は明らかになって

いないが、ジスルフィド結合のパターンの違いやフリーの Cys 残基の有無が活性にどの

ような影響を与えるのか、今後の検討課題である。  

 

4.2. 架橋形成 

最もシンプルなジスルフィド結合の形成方法は空気酸化である。そこに、ヨウ素やフ

ェリシアン化カリウム、グルタチオン等の酸化剤を添加すると架橋反応が促進されるが、

一方で、Cys 残基の過剰酸化によるスルホン酸形成や、Met、Trp、Tyr 残基の酸化とい

った副反応も起こり得る [Annis et al., 1997; Cline et al., 2004]。 

rNPGL、cNPGL、cNPGM は、50%アセトニトリル中でグルタチオンにより架橋させ

ることができ、それぞれの収率は 30%、36%、30%であった。rNPGM は DMSO 酸化法

で架橋することができ、収率は 20%であった。第 3 章において、cNPGL はシュードプ

ロリンの有無で合成効率に顕著な差が見られなかったが、シュードプロリンジペプチド

を用いずに合成したものの架橋収率は 20%であったのに対して、シュードプロリンジペ

プチドを用いて合成したものの架橋収率は 36%であり、1.8 倍の向上が見られた。すな

わち、シュードプロリンを用いたことにより合成後の純度が向上し、架橋効率も向上し

たと考えられる。 

いずれの架橋反応も、HPLC のクロマトグラムから判断すると未反応物は残っておら

ず、比較的効率良く進行しているように見えるが、精製したペプチドの重量から算出し

た収率は上述の通り 30%前後であった。このことから、疎水性が高いためにカラム等へ

非特異的に吸着したと考えられる。経験則として、Cys 残基を含むペプチドは収率が低

くなる傾向があることが知られている。特に、rNPGM の収率がより低いのは、Cys 残

基が一つ多いことが原因である可能性がある。 

rNPGL は、DMSO 酸化法でもグルタチオン法でも完全に溶解していたが、DMSO 酸

化法では架橋反応が進行しなかった。一方、rNPGM は DMSO 酸化法で架橋させること

ができた。この理由として、ジスルフィド結合に関与する Cys 残基の位置が影響してい

る可能性がある。rNPGL はそれらの Cys 残基間の距離が遠いため、DMSO 中での穏や

かな空気酸化では架橋を形成することができず、グルタチオンによるジスルフィド交換
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反応が必要であったと推測される。対して、rNPGM は Cys 残基間の距離が 3 アミノ酸

残基分と近いため、DMSO 酸化法でも架橋させることができたと考えられる。また、

DMSO 酸化法による rNPGM の架橋には約 2 日を要したが、アミリンの架橋においては

DMSO 中に 2,2'-ジピリジルジスルフィドを添加することで約 20 分で架橋を形成させて

いる [Harris et al., 2013]。同様の方法で rNPGM の架橋反応を促進することができるか、

また、DMSO のみでは架橋されなかった rNPGL も架橋されるか、検証の余地がある。

また、2,2'-ジピリジルジスルフィドやその異性体である4,4'-ジピリジルジスルフィドは、

酸性から弱塩基性まで幅広い pH 条件下において効果的に架橋形成を促進する 

[Grassetti et al., 1967; Maruyama et al., 1999]。その特性から、還元型ペプチドの HPLC 溶

出液に直接 2,2'-ジピリジルジスルフィドや 4,4'-ジピリジルジスルフィドを添加して架

橋反応を行うことも可能である [Cline et al., 2004]。同様に、還元型の NPGL 及び NPGM

を HPLC 溶出液から直接架橋反応に移行させることができれば、凍結乾燥の手間や時間

を省くことができるだけでなく、再溶解の問題も解消されると考えられる。 

いずれのペプチドも、架橋前のものに比べて架橋後のものは HPLC の溶出位置が親水

性側にシフトしていた。このことから、ジスルフィド結合はこれらの溶解性に重要な役

割を担っていることが示唆される。 
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結論 

 

NPGL 及び NPGM は、鳥類の視床下部漏斗部より初めて発見された新規遺伝子であり、

脊椎動物に広く存在することから重要な生理機能を担うことが示唆されている。NPGL

及び NPGM は分泌性小タンパク質の前駆体をコードすることが示唆されており、成熟

NPGL 及び NPGM は約 80 アミノ酸残基からなり、活性や立体構造形成に重要な C 末端

アミド化やジスルフィド結合を有していることが示唆される。しかしながら、内因性の

NPGL 及び NPGM は同定されておらず、それらの生理機能も明らかになっていない。

NPGL 及び NPGM の生理機能を解明するためには、行動薬理学的及び形態学的解析等

に用いるための大量のペプチドが必要であるが、最も一般的なペプチド合成法である固

相法では 50 残基以上の長鎖ペプチドを合成することは極めて困難である。そこで本研

究では、分子生物学的手法から有機化学的手法まで様々な手法を用いて、rNPGL、

rNGPM、cNPGL、cNPGM の合成法を確立することを目的とした。 

初めに、長鎖ペプチドの調製が容易な大腸菌を用いた組み換え発現系による調製を試

みた。大腸菌では C 末端のアミド化は生じないため、アミド化ドナーとなる Gly 残基

を C 末端に付加したものを発現させ、その後アミド化酵素によるアミド化を試みた。

発現効率の高いベクターを用いて rNPGL-Gly の発現を試みたところ、封入体を形成し

たため、封入体から精製した。rNPGM-Gly は、可溶化タグである TF との融合タンパク

質として低温発現系により発現させたところ、可溶化させることができ、可溶性画分か

ら精製することができた。しかしながら、アミド化酵素を用いた C 末端のアミド化に

おいて副生成物の混入を避けられなかった。また、本研究遂行中にアミド化酵素が製造

中止となり、入手さえも困難となった。 

アミド化酵素を用いない手法で調製する必要性に迫られたため、Intein のタンパク質

スプライシングの原理を用いた手法により、rNPGM の調製を試みた。まず、目的ペプ

チドの C 末端に Intein を融合したタンパク質に、アンモニウム塩と DTT を添加して目

的ペプチドの C末端をアミド化する手法による調製を試みた。rNPGM の C末側に Intein

を融合したタンパク質を、大腸菌を用いた組み換え発現系により調製し、炭酸水素アン

モニウムと DTT を添加したところ、Intein を切り離すことができた。しかしながら、C

末端がアミド化されているか否かは質量にして 1 の差であり、全体の分子量が約 10000 

Da である中で、その僅かな差の判別が困難であった。また、Intein の非特異的な切断も

見られ、rNPGM-OH の混入が懸念された。そこで、タンパク質スプライシングと同様
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の反応機構でペプチドチオエステルと Cys ペプチドを縮合する手法である NCL 法によ

る調製を試みた。rNPGM の 3 つの Cys 残基のうち N 末側から 2 番目の Cys 残基を縮合

部位とし、N 末側の 27 残基をペプチドチオエステルとして、C 末側の 61 残基を Cys ペ

プチドとして、それぞれ調製を試みた。ペプチドチオエステルは、Intein を用いた C 末

端アミド化法と類似の手法により、Intein との融合タンパク質に MESNA を添加するこ

とで調製することができた。C 末側の 61 残基は、リンクアミドレジンとシュードプロ

リンジペプチドを用いた固相法により、確実に C 末端がアミド化されたものとして合

成することができた。それらを NCL 法により縮合したところ、88 残基の rNPGM を調

製することができた。しかしながら、フラグメントにわけたことによって合成や精製の

工程も増えてしまい、疎水性の高い rNPGM は特に精製時のロスが大きく、調製に要す

る手間や日数に対して収量が十分ではなかった。 

NPGL 及び NPGM の合成法は、今後ルーチンワークとして繰り返し合成していくこ

とを考えると、収量に加えて簡便さと迅速さが求められる。そこで、近年注目されてい

るマイクロウェーブを用いた固相法による合成を試みた。まず、rNPGL の合成におい

て、固相や縮合剤、各反応の温度や時間等、各種条件の比較検討を行った。その結果、

100%PEG レジンを用いて、縮合反応は HATU を用いて 50℃-5 分、脱保護は 40%ピペリ

ジン/0.1 M HOBt を用いて 50℃-3 分の条件がより高収率であった。そして、同様の方法

で rNPGM、cNPGL、cNPGM も合成することができた。しかしながら、rNPGM の収率

は極めて低かった。そこで、疎水性ペプチドの凝集を抑制して溶解性を飛躍的に向上さ

せる手法である O-アシルイソペプチド法による収率向上を試みた。O-アシル構造はク

リーベイジ後も中性条件下におくまでは維持することができるため、合成時のみならず

精製時にもその凝集抑制効果が期待できると思われた。しかしながら、O-アシルイソジ

ペプチドを導入後は反応性の穏やかな脱保護条件に変える必要があったため、親水性の

O-アシル rNPGM を合成することはできたものの、その収率は O-アシルイソジペプチド

を用いずに合成した時を下回った。次に、部分配列のプレ合成による収率向上を試みた。

rNPGM の N 末端領域の 6 残基と中央部の 5 残基を先に調製し、アミノ酸と同じ要領で

縮合させることで、合成効率向上のみならず合成時間短縮も期待できると考えた。しか

しながら、rNPGM を合成することはできたものの、顕著な収率向上は認められなかっ

た。そこで、シュードプロリンジペプチドによる収率向上を試みた。rNPGL と rNPGM

は 5 ヶ所、cNPGL は 3 ヶ所、cNPGM は 2 ヶ所をシュードプロリンジペプチドに置換し、

縮合及び脱保護は同様の条件で合成した。その結果、rNPGL と rNPGM は約 2 倍、cNPGM
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は約 5 倍に収率が向上した。いずれも合成に要する時間は 2~3 日であり、精製に要する

時間は 1~2 日であった。rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の収率はそれぞれ 20%、4%、

12%、30%であった。 

最後に、合成した NPGL 及び NPGM のジスルフィド結合形成を試みた。架橋を試み

る前に、Cys 残基を 3 つ持つ rNPGM の正しい架橋位置を明らかにするため、哺乳類培

養細胞である CHO 細胞や、ジスルフィド結合を形成しやすいように改良された大腸菌

SHuffle 株に産生させた rNPGM の架橋の位置を解析した。産生された rNPGM をトリプ

シンや Asp-N により消化し、質量分析により解析したところ、N 末側の 2 つの Cys 残

基間で架橋していることが明らかになった。続いて、それぞれの架橋形成を試みた。い

ずれも疎水性が高いため溶媒組成を主に検討した結果、rNPGL、cNPGL、cNPGM は、

50%アセトニトリル中でグルタチオン法により架橋させることができた。より疎水性の

高い rNPGM は 50%アセトニトリル中でも溶解しなかったが、DMSO 酸化法により架橋

させることができた。いずれも架橋に要する時間は約 2 日であり、精製に要する時間は

約 1 日であった。rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の収率はそれぞれ 30%、20%、36%、

30%であった。 

本研究により確立した rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の合成法と収率を図 30 に

示す。凍結乾燥等に要する時間を含めると約 10 日間で、rNPGL 30 mg、rNPGM 5 mg、

cNPGL 20 mg、cNPGM 50 mg を合成できる系を確立した。ラットやニワトリを用いた

脳室内投与実験における必要ペプチド量は、単回投与では約 1 mg、2 週間の慢性投与で

は約 30 mg である。これまでは 1 mg の調製さえも極めて困難であったが、本研究によ

り単回投与実験のみならず慢性投与実験の遂行も可能になった。また、大腸菌を用いた

組み換え発現系により調製した rNPGM-Gly や、マイクロウェーブを用いた固相法によ

り合成した rNPGL を用いて、抗 NPGM 及び抗 NPGL 抗体が作製された。 

そして現在、ラットやニワトリを用いた投与実験により、NPGL 及び NPGM の生理

機能が少しずつ明らかになりつつある（鹿野ら、未発表）。NPGL 及び NPGM は、鳥類

の摂食調節中枢である視床下部漏斗部より発見されたため、摂食調節に関与すると考え

られていた。しかしながら、ラットの脳室内に NPGL や NPGM を単回投与しても、摂

食量に顕著な変化は認められなかった。そこで、NPGL の 2 週間の慢性投与が行われた

結果、熱産生に関与する褐色脂肪組織の機能低下を引き起こし、白色脂肪組織における

脂肪蓄積を促すことが示唆された。ニワトリにおいても、NPGL 及び NPGM の 2 週間

の慢性投与により白色脂肪組織の肥大化が認められている。NPGL 及び NPGM は中枢



 

95 

 

に局在する因子であるが、褐色脂肪組織へ投射する交感神経の活動を抑制することによ

り、末梢での脂肪蓄積を制御している可能性が示唆されている。投与実験によって

NPGL 及び NPGM は脂肪蓄積に関与することが示唆されたことから、ラットにおいて

アデノ随伴ウイルスを用いたNPGL及びNPGMの過剰発現実験が始められ、また、NPGL

のトランスジェニックマウスも作製され、慢性投与実験時と同様に脂肪蓄積作用が認め

られている。さらに、TAL エフェクターヌクレアーゼ（Transcription Activator-Like Effector 

Nuclease: TALEN）の技術を用いて NPGL ノックアウトラットも作製されており、現在

解析が進められている。今後、合成した NPGL 及び NPGM が受容体探索にも用いられ、

より詳細な生理機能や作用機序が明らかになっていくと期待される。 

本研究により NPGL 及び NPGM を大量に合成することができ、上述のように活性も

見られたが、内因性の NPGL 及び NPGM が同定されていないため、合成物の構造や活

性が天然物と同様であるか否かは明らかでない。内因性の NPGL 及び NPGM が同定さ

れ次第、二次構造や三次構造、活性の程度について比較解析を行う必要がある。また、

rNPGM において、架橋パターンの異なるものやフリーの Cys 残基を Ser 残基等に置換

したアナログペプチドを合成してそれらの活性を比較することができれば、哺乳類の

NPGMのみ有する3つ目のCys残基の意義についても言及することができるであろう。

さらに、代替ペプチドの開発も必要であると考えている。確立した合成系はマイクロウ

ェーブという特殊な技法を用いるため、専用の合成機が必要であり、誰しもが容易に再

現できるとは言い難い。また、NPGL 及び NPGM の溶解性の低さは、扱いの難しさの

原因となり再現性の高い解析結果を得る上で不都合である。投与実験の溶媒として現在

は 30%プロピレングリコールが用いられているが、溶解性を高める有機溶媒や界面活性

剤は細胞毒性が懸念されるため、できる限り使用すべきでない。非常に凝集性の高いア

ミロイドβにおいては、合成機の違いによって収率が変わることや実験者によって実験

結果がばらつくことは珍しくなく、円滑な研究推進が妨げられている。従って、天然物

と同等の活性を発揮し、より合成や扱いが容易な代替ペプチドを設計することには大き

な意義がある。そのためには、アミノ酸配列の保存性等を基に活性中心と予測される配

列を含むペプチドフラグメントをいくつか合成し、天然物と活性を比較してより近いも

のを選別する必要がある。代替ペプチドの開発に成功すれば、より短期間に低コストで

必要量を確保することができると考えられ、NPGL 及び NPGM の生理機能解析の飛躍

的な進展に繋がるはずである。 
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図 30. 確立した rNPGL、rNPGM、cNPGL、cNPGM の合成法と収率 

マイクロウェーブとシュードプロリンジペプチドを用いた固相法によりそれぞれ合成し、rNPGL、

cNPGL、cNPGM は 50%アセトニトリル中でグルタチオン法により、rNPGM は DMSO 酸化法に

より架橋する。50 µmol スケールで合成した際、最終的に rNPGL 30 mg、rNPGM 5 mg、cNPGL 20 

mg、cNPGM50 mg を得られる。 
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