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研究成果の概要（和文）：カイコ麻痺活性を示す環状ペプチドPF1171Fの疑似生体内環境中（水系溶媒やカイコ
血液）の立体配座を解析する目的で、PF1171Fの窒素原子を15Nで標識し、1H-15N の二次元核磁気共鳴（NMR）実
験を行った。その結果、PF1171Fの水系溶媒中での立体配座が有機溶媒中と全く異なることが示唆された。一
方、カイコ血液中ではNMRシグナルが観測されず、PF1171Fが血球などの巨大分子と結合しているものと考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：PF1171F is a cyclic hexapeptide with paralytic activity against silkworm 
larvae via oral administration.  To elucidate its conformation in pseudo body’s internal 
environment (aqueous solution and silkworm’s hemolymph), PF1171F whose nitrogen atoms were labeled 
with 15N was analyzed by 1H-15N 2-dimentional Nuclear Magnetic Resonance (NMR) experiments. The 
conformation in aqueous solution was found to be quite different from those in organic solvents. On 
the other hand, no NMR signals were observed in the 2D spectrum of PF1171F in silkworm’s hemolymph.
 This might be because PF1171F sticks to large biomolecules such as hemocytes.

研究分野：農芸化学、生物有機化学、ペプチド化学、核磁気共鳴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　環状ペプチドの立体配座は、標的分子結合や体内動態と密接に関係しているが、実際に活性が発現する生体環
境中における立体配座研究は、これまでほとんど行われていなかった。
　本研究では、15N標識したPF1171Fを有機合成し、二次元NMRを駆使することにより、疑似生体環境中の立体配
座解析を実現した。本解析法は、薬の候補分子として注目されている環状ペプチドの活性発現機構研究に有効で
ある。また、本研究で得られた疑似生体環境中における立体配座の知見は、環状ペプチドの合理的設計につなが
る。

圃瓢



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 天然由来の生物活性環状ペプチドには、様々な相互作用の絶妙なバランスによって特異な三
次元構造を取るものがある。それらの三次元構造形成ならびに活性発現機構を解明することは、
有用な生物活性環状ペプチドの合理的設計につながる。 
 PF1171類（図 1A）は、複数種の子嚢菌が生産する 19員環の環状ペプチドで、N-メチルロイ
シン（MeLeu）、ピペコリン酸（Pip）、アントラニル酸（Ant）などの特殊なアミノ酸残基に、D
体を含む 3つのアミノ酸残基が連結した特異な構造を有している。PF1171類は、カイコに対し
て経口投与で麻痺を引き起こすことから、本ペプチドの立体配座と活性発現との関係に興味が
持たれる。 
 これまでに、PF1171類の中で経口吸収性が最も高いPF1171FのX線結晶構造解析およびNMR
解析を行っている。その結果、PF1171Fは有機溶媒中で 4本の分子内水素結合（図 1B）を形成
しており、これらが活性立体配座の形成において重要であることが示唆された [Masuda, Y. et al. 
J. Org. Chem. 2017, 82, 11447]。しかしながら、PF1171類が実際に活性を発現する環境、つまり
水系溶媒やカイコ血液における立体配座は、溶解度が非常に低いために解明されていなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  (A) PF1171類の化学構造。(B) PF1171Fの X線結晶構造。点線は分子内水素結合を示す。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PF1171類を安定同位体標識して生体環境中での立体配座を NMRにより解析す
るとともに、アフィニティー精製や光親和性標識法を用いて PF1171 類の標的分子を同定する
ことにより、PF1171類がどのような立体配座をとることによりカイコ体内を巡り、標的分子と
結合するかを解明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 15Nで標識した PF1171類を化学合成し、カイコ血液中の立体配座を NMRにより解析する。 
(2) アフィニティー精製法や光親和性標識法により、PF1171類の標的分子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 分子内水素結合の形成に関わっている D-Ala、D-allo-Ile、L-Phe、Antのアミド窒素を 15N標
識した PF1171F（1, 図 2A）を合成し、リン酸緩衝液やカイコ血液中におけるアミドプロトン
の様子を NMRにより解析した。15N標識された L-Pheおよび Antは購入し、購入が困難な 15N
標識 D-Alaおよび D-allo-Ileは有機合成した（図 2B）。具体的には、脱離基であるトシル基を導
入した α ヒドロキシ酸 2に対して、15N 標識したベンジルアミンを求核置換反応させることに
より 3とした後、保護基の変換を経て目的とする保護アミノ酸 4へと導いた。4種類の 15N 標
識アミノ酸を、既に確立している PF1171類の合成法 [Masuda, Y., et al. J. Org. Chem. 2014, 79, 
7844] に適用することにより、1の合成を達成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2  (A) 15N標識した PF1171F (1)。 (B) 15N標識した Fmocアミノ酸の合成。 
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(2) 合成した 1をリン酸緩衝液（カイコ血液と同じ pH6.8）に溶解し、1H-15Nの二次元相関 NMR
を測定した。本測定には 800 MHzの NMR装置を使用し、1H-15Nの二次元相関スペクトルを高
感度で測定できる SO-FAST法を用いた。その結果、主に 3組の化学シフトが観測され、PF1171F
のリン酸緩衝液中の主要な立体配座が 3種類あることが判明した。これらの化学シフトは重ク
ロロホルム中のものと大きく異なっていたことから、PF1171F が有機溶媒と水系溶媒で全く異
なる立体配座を形成していることが明らかとなった。しかしながら、観測された立体配座がど
のようなものかを解析することは困難であった。 
 一方、1 をカイコ血液に溶解して同様の NMR 測定を行ったが、1H-15N 相関ピークは観測さ
れなかった。その原因の一つとして、PF1171F が血液中の何らかの巨大分子に結合しているた
め、NMRシグナルの緩和が非常に速くなっていることが考えられた。 
 
(3) リン酸緩衝液中における立体配座を解析するため、水溶性を向上させた PF1171F 類縁体を
設計・合成することにより、水中における PF1171Fの立体配座の NMR解析を目指した。側鎖
に水酸基を導入した水溶性類縁体 2種を設計・合成した。合成した類縁体 2種は PF1171Fより
も水溶性が 7 倍程度向上した。重クロロホルム中の構造を NMR で解析したところ、PF1171F
と同様の立体配座を形成していることが明らかになった。 
 
(4) 側鎖に光反応基、アジド、ビオチンなどを導入した PF1171F 類縁体数種の合成が完了して
いる。現在、PF1171F-ビオチン化合物をアビジンアガロース樹脂に固定化して、カイコ細胞破
砕液のアフィニティー精製を行っている。 
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