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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラベル支援レーザー脱離イオン化質量分析法（LA-LDI MS）を用いて、
プローブと結合した断片ペプチドを選択的かつ高効率に検出できる光親和性プローブを創出し、新たな結合位置
解析法を開発することを目指した。まず、LA-LDI MSおよびMS/MS解析に適用できる6-アミドピレン（apy）基を
見出した。ついで光反応基（ジアジリン基）を持つ抗腫瘍性天然物アプリロニンAのapyプローブを合成し、これ
が溶媒分子と高効率で共有結合することを見出した。さらにNHS基を持つアプリロニンAのapyプローブを合成
し、アクチンの定量的なラベル化とラベル化ペプチドの配列決定に成功した。

研究成果の概要（英文）：To establish new binding mode analysis methods of target biomacromolecules, 
we aimed to develop photoaffinity probes that can covalently bind to target molecules and 
efficiently analyze their fragment peptides by using label-assisted laser desorption/ionization mass
 spectrometry (LA-LDI MS). We found that 6-amidopyrene (apy) derivatives were highly detectable by 
the LDI MS instrument. An apy-conjugated photoaffinity derivative of an antitumor natural product, 
aplyronine A, was then synthesized. By the irradiation of UV light (365 nm), this probe efficiently 
photoreacted with solvent molecules and form covalent bonds. Furthermore, actin was quantitatively 
labeled with an apy NHS ester probe of aplyronine A, and the sequence of an apy-labeled peptide was 
established by MS/MS analysis. 

研究分野：天然物有機化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	
 強力な生理活性を示す化合物（リガンド）
の標的分子の同定や結合位置の解明は、ケミ
カルバイオロジーや創薬研究において重要
である。その解析法の一つに、リガンドに反
応基と検出基を導入した誘導体（ケミカルプ
ローブ）を用いる方法がある。標的分子がタ
ンパク質の場合、ラベル化反応後、酵素消化
により得られる断片ペプチドを MALDI、ESI 
など高感度な質量分析法で解析する PMF 解
析により，標的分子の種類や結合位置を決定
できる。本手法は、標的分子とリガンドの相
互作用が弱い場合や、標的分子が不安定な場
合など、X 線や NMR 解析が困難な場合にも
適用できる。一方で、ラベル化効率の低いこ
とや、目的のペプチドフラグメントの精製や
検出法などに課題があり、より高感度な手法
の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
	
 そこで、標的タンパク質のラベル化反応と
酵素消化を行うだけで、プローブと結合した
標的分子由来の断片ペプチドを、選択的かつ
高感度で検出できるケミカルプローブを創
製し、新たな結合位置解析法を開発すること
を目指した。芳香族炭化水素であるピレン基
を持つ化合物は、紫外線レーザーにより分子
自身が励起され、イオン化する。よって、
MALDI 法で必要なマトリックスを使用しな
いラベル支援レーザー脱離イオン化法
（label-assisted laser desorption/ionization mass 
spectrometry, LA-LDI MS）で検出される。よ
って、検出基としてピレン基を持つケミカル
プローブを用いて標的タンパク質のラベル
化と酵素消化を行い、得られたペプチド混合
物の LA-LDI MS を測定すれば、ラベル化ペ
プチドを精製せずに、選択的に検出できると
考えた。さらに、リガンドの結合部位や複合
体の結晶構造に基づいて、計算科学のアプロ
ーチを組み合わせてプローブの結合部位を
予測し、これを MS解析と比較することで、
その有用性を実証することを目指した。 
 

 
図１．LA-LDI MSを用いた標的タンパク質の
結合位置解析法 

３．研究の方法 
(1) アミドピレン誘導体の合成 
	
 米国 Stanford 大の Kozmin らは、励起波長
355 nm の Nd:YAG レーザーを備えた
UltraXtreme-TN型装置（Bruker Daltonics社）
を用いた LA-LDI MS により，1-ピレン酪酸 
(1) を 35 nmol 量で検出した。我々も同じ装
置で検討し、1を 100 pmol量で再現よく検出
できることを確認した（図 2）。しかし、PMF
解析で一般的な µg~ng量の標的タンパク質を
扱うには、より高感度での測定が必要である。
そこで、ピレン基の吸収極大波長を長波長側
にシフトさせた 6-アミノおよび 6-アミドピレ
ン誘導体 2, 3を合成した。 
 
(2) apyラベル化と LA-LDI MS解析 
	
 6-アミドピレン (3) から 2段階でアミドピ
レンの NHSエステル（apy–OSu, 4）を合成し、
塩化カルシウム−炭酸水素ナトリウム水溶液
中、過剰量の 4をアクチンと反応させること
で、モノマーあたり 19 個含まれるリジン残
基を非特異的にラベル化した。 
 
４．研究成果 
(1) LA-LDI MSタグとして見出した 6-アミド
ピレン 
	
 LA-LDI MSを測定した結果、2は系内で酸
化的二量化などが起こり、スペクトルが複雑
化した。一方で、3は 0.1 pmol量でも高い S/N
比で分子イオンピークが検出され，また MS
系内でMcLafferty転位によりケテン（CH2CO，
分子量 42）が脱離することで、特徴的なフラ
グメントイオンとして 2が検出された。以上
から、6-アミドピレン (apy) 基が LA-LDI MS
のすぐれた検出基であると評価した。 

 
図 2. ピレン誘導体の LA-LDI MS 
 
(2) アミドピレン基でラベル化した断片ペプ
チドの MS解析 
	
 得られたラベル化アクチンをトリプシン
で消化し、MSを測定した結果、MALDI法で
はラベル化および非ラベル化ペプチドのイ



オンピークが同程度観測されたのに対し、
LA-LDI MS ではラベル化ペプチドがほぼ選
択的に検出された（図 3）。MALDI 法に比べ
ると検出感度が低いものの、LA-LDI 法でも
分子量 4,000 Da 程度までのペプチドの
MS/MS解析ができることがわかった。 
 

 
図 3. アミドピレンのNHSエステル(4)でラベ
ル化したアクチン断片ペプチドの解析  (a) 
MALDI-TOF MS, (b) LA-LDI MS, 白丸は非ラ
ベル化ペプチド, 黒丸はラベル化ペプチド.  
 
(3) 抗腫瘍性物質アプリロニン Aのアミドピ
レンプローブの設計と合成 
本手法の有用性を評価するため、生理活性リ
ガンドに apy基を実際に導入することとした。
海洋生物由来のアプリロニン A (ApA, 5) は
アクチンを脱重合させ、モノマーのアクチン
と 1:1複合体を形成する(図 4)。一方で、ApA
は既存のアクチン作用薬よりも低濃度で腫
瘍細胞の増殖を抑制し、顕著な抗腫瘍活性を
示す。我々はこれまでに、ApAの光親和性プ
ローブなど様々なケミカルプローブを合成
し、in situ（細胞内）光ラベル化により ApA
の第２標的分子としてチューブリンを同定
した。さらに ApAがアクチン・チューブリン
間のタンパク質間相互作用  (protein-protein 
interaction, PPI) を誘導し、アクチンと相乗的
に微小管の重合や紡錘体形成を阻害するこ
とを発見した。本化合物の PPI誘導作用は、
ゲルろ過分析や、in vitroチューブリン重合阻
害活性に加えて、表面プラズモン共鳴による
速度論的解析からも解明した。ApAのように、
アクチン–有機小分子の複合体がチューブリ
ンに直接作用する、もしくは微小管阻害薬が

アクチンの重合ダイナミクスにも影響する
という例はこれまでなく、本化合物の作用は
非常にユニークと言える。 
	
 これまでの知見をもとに、ApAにジアジリ
ン基、および PEG鎖を介して apy基を導入し
た光親和性アミドピレンプローブ (ApA–PaP, 
6) を設計し、5から 2段階で合成した。プロ
ーブ 6は、アクチン重合阻害活性、細胞毒性、
有糸分裂の阻害など、ApAの強力な活性を保
持していた。なお、アルキル鎖を介して apy
基をつないだ誘導体は、アクチンへの結合能
を失った。この理由として、疎水性の高いピ
レン基が非特異的にアクチンと作用するこ
とや、非特異的な π–π相互作用などによりプ
ローブ分子同士で会合することが考えられ
た。よって 6の PEG鎖の存在は、プローブの
溶解性に加えて、標的分子への結合能など、
リガンドの生理活性にも重要な役割を果た
していると考えられた。 
	
  

 
図 4. 抗腫瘍性物質アプリロニン A およびア
ミドピレン誘導体の構造 
 
(4) アプリロニン Aのアミドピレンプローブ
を用いたアクチンのラベル化 
次に、アクチンに対する ApA–PaP (6) の光ラ
ベル化を検討した。予備実験として、MeOH
中で 6に 365 nmの紫外線を照射すると、42%
という比較的高い収率で MeOH 付加体が得
られ、紫外光を吸収する apy基が分子内にあ
っても、ジアジリン基が光反応基として機能
することがわかった。ついで G-buffer中でア
クチンと 6を混合して光反応を行い、複合体
の MALDI-TOF MSを測定した。しかし、共
有結合した複合体の分子イオンピークはほ
とんど検出されず、6 のラベル化効率は非常



に低いことがわかった。これは 6がアクチン
と 1:1 の複合体を形成するものの、アクチン
の内部に含まれる水などの溶媒分子と反応
したためと考えられた。 
	
 そこで、プローブのラベル化効率の向上を
目指して、反応性官能基をジアジリン基から
NHS 基に代えたアミドピレンプローブ
（ApA–apy–OSu, 7）を合成し、アクチンのラ
ベル化を行った。複合体の SDS-PAGEおよび
MALDI-TOF MS解析から、7によるアクチン
のラベル化はほぼ定量的に進行し、さらに過
剰量のApA (5) によりアクチンのラベル化が
競合的に阻害されたことから、この反応が特
異的であることがわかった。 
 
(5) アプリロニン Aプローブでラベル化した
アクチン断片ペプチドの MS解析および分子
モデリング計算 
	
 プローブ 7でラベル化したアクチンについ
て、トリプシンと Glu-Cの 2種類の酵素を用
いて溶液内消化を行い、断片ペプチドの混合
物をMALDI-TOF MSで測定した。その結果、
ラベル化されていない多数の断片ペプチド
に加えて、m/z 2841.5 のラベル化ペプチドの
ピークが 1 本のみ観測された（図 5a）。さら
に MS/MS 解析より、ラベル化ペプチドの構
造を 113番目の Lys残基で 7が共有結合した
Ala108–Arg116と決定した。 
	
 このラベル化位置が妥当であるか確認す
るために、分子モデリング計算（菱化システ
ム MOE）を検討した。アクチン–ApA結晶構
造（PDB: 1WUA）を鋳型にして、プローブ 7
のリガンド部分（ApA の C1–C34位）をアク
チンとともに固定し、残りのリンカー部分を
アクチン表面上で自由に動かす配座探索を
行った（図 6）。その結果、Lys113残基は ApA
が結合するアクチンの SD1, SD3 間の疎水性
クレフトに近い位置にあり、また最安定配座
において、7の NHS基と Lys113残基の�-アミ
ノ基の距離が 6.9 Åと非常に短いことがわか
った。したがって、apy 基や反応基、PEG リ
ンカーなどで修飾しても、7 はもとの天然物
リガンドと同じ様式でアクチンに結合した
と考えられた。 
	
 続いて、ラベル化ペプチド混合物の
LA-LDI MSを測定した結果、MALDI法で観
測された m/z 2841.5のラベル化ペプチド、お
よびそれよりも 42 mu少ないフラグメントイ
オンが観測されたが、いずれもピーク強度は
低く、予想に反して非ラベル化ペプチドが多
数検出された（図 5b）。観測されたものには、
Tyr 残基や Trp 残基などの芳香族アミノ酸を
含むものが多かったことから、これらの芳香
環も弱いながらも LA-LDI MS で励起・イオ
ン化され、ラベル化ペプチドの検出感度が低
い場合には相対的に観測されることがわか
った。なお、LA-LDI MSにおいて m/z 531.2
のフラグメントイオンが基準ピークとして
観測されたことから、MS 系内において apy
基とリガンド、ペプチド鎖をつなぐリンカー

部分で開裂したことが、ラベル化ペプチドの
検出感度が低下した主な原因と考えられた。
現在、リンカーの構造や反応性官能基などプ
ローブの構造を改良し、ラベル化ペプチドの
LA-LDI MS における検出感度の向上を目指
している。 
 

 
図 5. プローブ 7 でラベル化したアクチン断
片化ペプチドの解析 
(a) MALDI MS, (b) LA-LDI MS, 白丸は非ラ
ベル化ペプチド, 黒丸はラベル化ペプチド.  
 

 
図 6. 分子モデリング計算（LowModeMD法、
AMBER12-EHT力場）により得られたアクチ
ンーアミドピレンプローブ 4の複合体の構造 
 
(6) 今後の展望 
	
 今回、アミドピレン（apy）基と LA-LDI-MS
を用いた、標的分子の新たな結合部位解析法
について報告した。また抗腫瘍性天然物アプ
リロニン A のアミドピレンプローブを用い
て、標的タンパク質アクチンを定量的にラベ
ル化し、その結合位置を LA-LDI MS で決定



し、さらに計算科学と組み合わせることで、
リガンドの結合様式が妥当であることを評
価できた。 
	
 本研究は、機器分析法の最先端研究をケミ
カルバイオロジー分野に応用することで、従
来は不可能だった標的分子解析の高感度化
と解析精度の向上を目指すものである。
MALDI 型の質量分析装置やハイスループッ
ト PMF 解析法は、医療や創薬、生命科学研
究などで広く普及しているが、LA-LDI MSは
MALDI 法で添加するマトリックスを除くだ
けで測定できるので、特別な追加設備を必要
としない。よって今回述べた標的分子の結合
位置解析法は、生命科学の幅広い基礎研究や
医薬品開発、臨床検査分野などでの応用に利
用できると期待される。 
	
 今後は、LA-LDI MSに適した蛍光タグのさ
らなる改良に努めるとともに、標的分子–プ
ローブ間の単純な系のみならず、細胞抽出液
や培養細胞の系など、混合物におけるアミド
ピレンプローブを用いたラベル化反応や
LA-LDI MS解析も検討し、有用な結合位置解
析法の開発を目指していきたい。 
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