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研究成果の概要（和文）：アジド基（N3）は小さな官能基であり、生理活性物質と標的タンパク質の親和性の阻
害を最小限にとどめることが期待される。そこで、アジド基のみを生理活性物質に導入したプローブを用いた標
的タンパク質同定法を開発した。本方法により植物生長促進物質であるアザヒポキサンチンの結合タンパク質と
してイネのV-ATPアーゼBサブユニット2およびV-ATPアーゼ Aサブユニットが同定された。また、植物ホルモンの
アブシジン酸の新たな結合タンパク質としてシロイヌナズナのチオレドキシンの一種であるAtTrxh3が同定され
た。本手法が生理活性物質の標的タンパク質の同定に有効であることが示された。

研究成果の概要（英文）：A method to identify a target protein of a bioactive compound using a probe,
 which has an azido group, was developed. Using this method, V-ATPase B subunit 2 and V-ATPase in 
rice were identified as binding proteins of azahypoxanthine, which is a plant growth promoter. 
Additionally, AtTrxh3, a thioredoxin in Arabidopsis thaliana, has been identified as a binding 
protein of abscisic acid, which is a plant hormone. It is shown that this method is effective in 
identifying a target protein of a bioactive compound.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 標的タンパク質　生理活性物質　アフィニティークロマトグラフィー　ペプチドマスフィンガープリン
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小さな官能基のアジド基を生理活性物質に導入したプローブを用いることで、標的タンパク質とプローブの親和
性をできるだけ保ちつつ標的タンパク質を同定する方法を開発した。本方法により、植物生長促進物質のアザヒ
ポキサンチンの結合タンパク質が同定された。この結果は、作物の収量を増加させるメカニズムの解明につなが
る。また、チオレドキシンは植物のストレス応答に関わっていることが知られている。チオレドキシンが植物ホ
ルモンの一種であるアブシジン酸の結合タンパク質であるという結果は、アブシジン酸の新たな生理活性発現機
構の解明にもつながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
（１）多くの生理活性物質は受容体や酵素などの標的タンパク質と結合することではじめて生
理活性を示す。従って、生理活性物質の標的タンパク質の同定は、その作用機構を解明するうえ
で非常に重要である。既存の標的タンパク質同定法は、生理活性物質にビオチンや光親和性標識
基などの大きな官能基を導入したプローブを用いていたため、標的タンパク質とプローブの親
和性が減少してしまうという問題があった。そのため、この問題を解決した生理活性物質の標的
タンパク質同定法の開発が期待されていた。 
（２）アザヒポキサンチン（AHX）は、キノコの一種 Lepista sordidaが生産する植物生長促進
物質として発見された。1) また、AHXは、フィールド実験においても様々な作物の収量を増加
させた。その作用機構の解明は、作物の収量を増加させる新しい農業技術開発への貢献が期待さ
れていた。また、12-オキソファイトジエン酸（OPDA）は、植物ホルモンの一種であるジャス
モン酸（JA）の生合成中間体であり様々な生理活性が報告されている。2) OPDAは JAとは異
なる独自の生理作用を持つことが示されているが、その作用機構は未解明であった。 
 
２． 研究の目的 
（１）生理活性物質に小さな官能基であるアジド基（N3）のみを導入したプローブ（アジドプロ
ーブ）を用いた新規標的タンパク質同定法の開発を目的とした。その有効性を示すため、アブシ
ジン酸（ABA）3) にアジド基を導入したプローブ（ABA-N3）を用いて、ABA受容体 AtPYLsの
同定を試みた。 
（２）植物生長促進物質 AHXの作用機構解明のため、アジドプローブ（AHX-N3）を用いて AHX
結合タンパク質の同定を試みた。 
（３）OPDAの作用機構解明のため、アジドプローブ（OPDA-N3）を用いて OPDA結合タンパ
ク質の同定を試みた。 

図１．本研究に用いた化合物の構造. 
 
３．研究の方法 
（１）ウェスタンブロッティングによる標的タンパク質の検出 
① アジドプローブを用いた新規標的ンタンパク質検出法の概略を図２に示す。4) タンパク質抽 
出液にアジドプローブを添加しインキュベートすることで標的タンパク質とアジドプローブ
の複合体が形成される。 
② このタンパク質抽出液にビオチン、アミノ基および末端アルキンを有するリンカーを添加す
る。クリック反応によりアジドプローブとリンカーを結合させることで、標的タンパク質－
アジドプローブ－リンカーから成る 3者複合体が形成される。 
③ 標的タンパク質とリンカーのアミノ基同士をタンパク質架橋剤で架橋する。 
④ SDS-PAGE の後、ウェスタンブロッティングにより架橋された 3者複合体を検出する。 

図２．アジドプローブを用いた新規標的ンタンパク質検出法. 
 
 



（２）ペプチドマスフィンガープリンティングによる標的タンパク質の同定 
① アジドプローブを用いた新規標的ンタンパク質同定法の概略を図３に示す。標的タンパク質
－アジドプローブ－リンカーから成る 3者複合体形成までは、（１）と同様に行う。 
② 分子内にジスルフィド結合を持つタンパク質架橋剤を用いて 3者複合体を架橋させる。 
③ 本複合体をビオチン特異的に結合するストレプトアビジン担体に結合させ、洗浄バッファー
で洗浄後、還元剤を含むバッファーを用いてアジドプローブに結合した標的タンパク質を選
択的に溶出させる。 
④ 標的タンパク質は、トリプシン消化したペプチド断片の nano LC-MS/MS 分析およびデータベ
ース検索により同定する。 
 
（３）標的タンパク質と生理活性物質の結合の検証 
① 同定された標的タンパク質の組換えタンパク質を作成する。この組換え標的タンパク質を用
いて、（１）と同様の方法でウェスタンブロッティングを行う。 
② 過剰量の生理活性物質を添加することでアジドプローブの標的タンパク質への結合が阻害さ
れる。この操作により、ウェスタンブロッティングにおいて標的タンパク質由来のシグナル
が消失していれば、標的タンパク質と生理活性物質の結合が証明される。 

図３．アジドプローブを用いた新規標的ンタンパク質同定法. 

 
４．研究成果 
（１）ABA のアジドプローブを用いた新規標的タンパク質同定法の検証 
植物ホルモンの ABA およびその受容体 AtPYL2 をモデルとして、アジドプローブを用いた標的
タンパク質同定法の確立を目指した。ABA のアジドプローブ ABA-N3と、末端アルキン、アミノ基
およびビオチンを持つリンカーを合成した（図１）。組換え AtPYL2 を発現させた大腸菌のタンパ
ク質抽出液と ABA-N3をインキュベートさせた後、ABA-N3とリンカーをクリック反応で結合させ
た。分子内ジスルフィド結合を持つタンパク質架橋剤 DTSSP でリンカーと AtPYL2 のアミノ基を
架橋した。その後、3者複合体を含む本タンパク質溶液をビオチンと特異的に結合するストレプ
トアビジン担体と相互作用させた。ストレプトアビジン担体と非特異的に結合したタンパク質
を、十分に洗浄した後、還元剤含有バッファーで架橋を切断し ABA 結合タンパク質を溶出した。
本溶出液の SDS-PAGE の結果、分子量約 20 kDa に単一のタンパク質バンドが確認された。nano 
LC-MS/MS 分析およびデータベース解析の結果、AtPYL2 が同定された。本結果より、アジドプロ
ーブと末端アルキン、アミノ基およびビオチンを持つリンカーを用いて生理活性物質の標的タ
ンパク質を同定できることが示された。 
本方法を用いて、シロイヌナズナのタンパク質抽出液から AtPYLs の同定を試みた。前述の方
法に従い、ABA 結合タンパク質を含む画分を取得し SDS-PAGE 解析を行った。その結果、AtPYLs
（分子量約 20 kDa）ではなく、分子量が約 12 kDa のタンパク質が ABA 結合タンパク質として得
られた。続いて、得られた ABA 結合タンパク質をゲルから切り出し、ペプチドマスフィンガープ
リンティングによりタンパク質の同定を試みた。その結果、本タンパク質はチオレドキシンの一
種である AtTrxh3（NP_199112）と同定された。ウェスタンブロッティングにより、組換え AtTrxh3
と ABA-N3 の結合が示され、過剰の ABA の添加でウェスタンブロッティングのシグナルが消えた
ため、AtTrxh3 は ABA の結合タンパク質であることが示された。チオレドキシンと ABA は、いず
れも植物のストレス応答に関与していることが知られている。3,5) ABA と AtTrxh3 の結合が植物
のストレス応答に影響を及ぼしている可能性がある。目的とした AtPYLs の同定には至らなかっ
たが、本手法が生理活性物質の標的タンパク質同定法として有効であることが示された。 
 
（２）植物生長促進物質 AHX の結合タンパク質の同定 
 イネのタンパク質抽出液と AHX のアジドプローブ AHX-N3をインキュベートさせた後、AHX-N3
とリンカーをクリック反応で結合させた。タンパク質架橋剤 BS3 でリンカーと AHX 結合タンパ
ク質のアミノ基を架橋した後、本タンパク質溶液をビオチンと特異的に結合するストレプトア
ビジン抗体を用いたウェスタンブロッティングにより解析した。その結果、分子量が約 70 kDa
および約 55kDa に AHX 結合タンパク質と推定されるシグナルが確認された。 
 イネのタンパク質抽出液に AHX-N3を添加しインキュベートした。その後、リンカーのアミノ



基と標的タンパク質は、分子内ジスルフィド結合を有するタンパク質架橋剤 DTSSP で結合させ、
ビオチンを介してストレプトアビジン担体に結合させた。研究成果（１）と同様に非特異的にス
トレプトアビジン担体に結合するタンパク質を十分に洗浄した後に、AHX-N3と結合するタンパク
質を選択的に溶出させた画分（Fr.1）が得られた。イネのタンパク質抽出液に過剰の AHX を添加
し、Fr.1 を得た方法と同様の方法で得られた画分を Fr.2 とした。この操作では、AHX 結合タン
パク質はストレプトアビジン担体に結合できないため、Fr.2 には AHX 結合タンパク質は含まれ
ていないことが推定された。さらに、タンパク質抽出液を無処理のストレプトアビジン担体と相
互作用させた後、タンパク質を溶出した画分を Fr.3 とした。Fr.3 には、ストレプトアビジン担
体に非特異的に結合するタンパク質が含まれていることが推定された。これらの画分をそれぞ
れ nano LC-MS/MS で分析し、データベース検索を行うことで、各画分に含まれるタンパク質が同
定された。Fr.1 にのみ含まれ、Fr.2 および Fr.3 には含まれないタンパク質が 14 個あり、これ
らは AHX に特異的に結合するタンパク質であることが示唆された。ウェスタンブロッティング
の結果を考慮すると、その分子量から V-ATPase B subunit 2（Os01t0711000、55 kDa）および
V-ATPase A subunit（Os02t0175400、69 kDa）が AHX 結合タンパク質と推定された。両タンパク
質の組換えタンパク質を作製し、前述と同様の方法でウェスタンブロッティングを行った。その
結果、それぞれのタンパク質由来のシグナルが観察された。また、それぞれのシグナルは、過剰
の AHXを添加することで消失した。本結果から V-ATPase B subunit 2およびV-ATPase A subunit
が AHX 結合タンパク質であることが明らかとなった。 
 
（３）12-オキソファイトジエン酸（OPDA）の結合タンパク質の同定 
 シロイヌナズナのタンパク質抽出液と OPDA のアジドプローブ OPDA-N3をインキュベートし、
研究成果（２）と同様の方法でウェスタンブロッティングを行った。その結果、非常に多くのバ
ンドが確認された。また、過剰の OPDA を添加しても、これらのバンドはほとんど消失すること
がなかった。これらの結果から、ウェスタンブロッティングで確認されたバンドは非特異的に
OPDA に結合したタンパク質に由来していることが予想された。このため、OPDA の結合タンパク
質の同定には至らなかった。 
 
（４）考察 
 本研究により、アジド基のみを導入したプローブを用いて標的タンパク質を同定できること
が証明された。本方法は、2種類のリンカーを用い、類似の工程でウェスタンブロッティングと
アフィニティークロマトグラフィーを行えるという利点があり、今後さらなる応用が期待され
る。その一方で、標的タンパク質の同定に至らない場合もあった。アジド基は小さな官能基であ
るが、その導入部位によっては、標的タンパク質との親和性を大きく減少させることも推定され
る。そのため、アジド基の導入部位が異なる複数のプローブを用意して実験を行う事で、標的タ
ンパク質同定の可能性が高くなることが期待される。 
 また、本研究において、ABA の新たな結合タンパク質として AtTrxh3 が、AHX の結合タンパク
質として V-ATPase B subunit 2 および V-ATPase A subunit が同定された。これらのタンパク
質が ABA や AHX の標的タンパク質であることを証明するため、タンパク質をコードした遺伝子
に変異が生じた植物を作製し、その表現型を観察する予定である。 
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