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研究成果の概要（和文）：本研究では、翻訳後修飾と同じ効果を小分子化合物で生み出すことに挑戦する。これ
までの試薬は、いずれも「デザイン」された試薬であり、現時点での知識を活用したものである。本研究では、
細胞内の特定のタンパク質に特異的に共有結合して機能を改変する化合物を網羅的に「発見」する。さらに、発
見された化合物がどのようにしてタンパク質の機能を改変するのか、そのメカニズムを研究した。1657個の反応
性合成化合物、83個の反応性天然物をプロテオームでスクリーニングし、２つの有望な合成化合物と１つ有望な
天然物を同定した。これらの化合物は標的タンパク質の機能を変調していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Small-molecule probes that are covalently attached to a protein of interest 
often serve as tools for biological research by facilitating detection and purification of the 
protein and its binding partners. This project proposes a new approach to discovering covalent 
chemical probes that label specific proteins. To identify such probe-protein pairs in an unbiased 
way, we have been taking advantage of our in-house chemical library that consists of 1,657 
electrophile synthetic compounds and 83 reactive natural products. The screening of the library 
isolated three promising molecules: two synthetic molecules and one natural product. We are 
currently in the process of analyzing their effects on the biological functions of the target 
proteins.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルバイオロジー　化合物ライブラリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多数のタンパク質に対して多数の化合物をスクリーニングし、「人工翻訳後修飾」を探索した例はこれまでにな
く、世界初。利用する反応性化合物ライブラリーは世界的に独自性が高い。成功すれば、これまでになかった新
しい知識を生み出して、生理活性小分子化合物や創薬の研究方向を変革する潜在的可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
これまでも、細胞内の内因性タンパク質に特異的に共有結合する化合物の研究は行われてきた。
例えば、京都大学の浜地らによる研究では、特定のタンパク質に結合する薬物に反応性置換基を
導入することで、そのタンパク質を選択的に化学修飾する方法を開発している。特定の細胞内タ
ンパク質をラベルして検出する優れた方法である。しかし、細胞内の翻訳後修飾のように、タン
パク質の機能を改変することは困難である。一方、オックスフォード大学の Davisらは、タンパ
ク質の特定のアミノ酸と反応する様々な試薬を開発してきた。これらの試薬はタンパク質の化
学修飾や機能解析に極めて有用である。しかし、細胞内の翻訳後修飾のように、特異的な内因性
タンパク質のみに反応し、機能を改変することはできない。 
 
本研究では、翻訳後修飾と同じ効果を酵素ではなく、小分子化合物で生み出すことに挑戦する。
分子量の小さな化合物が特定のタンパク質だけを認識して一つのアミノ酸に特異的に反応し、
しかもそのタンパク質の機能を改変する――そのような魔法のような化合物は存在するのだろ
うか？代表者は存在すると考えている。その理由は３つある。 
 
[理由１] 生物が作り出す天然物の中には、特定のタンパク質を認識して特異的に共有結合し、
タンパク質の機能を阻害するものがある。例えば、北里大学の大村らが発見したラクタシスチン
はプロテアゾームのスレオニンに特異的に反応し、プロテアゾームがタンパク質を分解するの
を阻害する。この化合物は有用な研究用試薬となっている。このようにスクリーニングによって
発見された天然物の中には、特定のタンパク質に共有結合して、タンパク質の機能を阻害するも
のが存在する。 
 
[理由２] そのような化合物は、人工的な合成化合物に存在するのだろうか。申請者らは 1657個
の反応性化合物ライブラリーから、TRPA1（わさび辛味成分や低温を感知するイオンチャネル）
を特異的かつ強力に活性化する化合物を発見し、報告した[J. Am. Chem. Soc., 2015]。この化合物
は TRPA1の１つのシステインに共有結合する。標的とするタンパク質によっては、特異的に共
有結合し、その機能を調節する合成化合物が存在する。 
 
[理由３] 研究計画で詳述するように、パイロット的なスクリーニングを行い、解析したところ、
極めて有望な化合物を発見した。同様のスクリーニングを続ければ、様々な興味深い化合物が発
見できると予想される。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、翻訳後修飾と同じ効果を小分子化合物で生み出すことに挑戦する。これまでの試薬
は、いずれも「デザイン」された試薬であり、現時点での知識を活用したものである。本研究で
は、細胞内の特定のタンパク質に特異的に共有結合して機能を改変する化合物を網羅的に「発見」
する。さらに、発見された化合物がどのようにしてタンパク質の機能を改変するのか、そのメカ
ニズムを解明する。これによって、新たな知識が生産できると期待できる。生命の根幹をなす翻
訳後修飾を小分子化合物で人工的に行う「人工翻訳後修飾」を開拓する。 
多数のタンパク質に対して多数の化合物をスクリーニングし、「人工翻訳後修飾」を探索した
例はこれまでになく、世界初。利用する反応性化合物ライブラリーは世界的に独自性が高い。成
功すれば、これまでになかった新しい知識を生み出して、生理活性小分子化合物や創薬の研究方
向を変革する潜在的可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
 
●スクリーニング 
独自の反応性化合物ライブラリー（1657 個の反応性合成化合物及び 100 個の反応性天然物）を
利用する。まず、細胞抽出液にライブラリー化合物を一つ一つ加え、反応させる。次に、プロテ
オーム中にある多数の酵素の活性を一気に判別する蛍光プローブを加えて反応させ、SDS-PAGE
で分離し、酵素の蛍光バンドを検出する。酵素の活性が変調されると、その酵素の蛍光バンドに
変化が生じる。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
●反応性化合物ライブラリー 
本研究で使用する化合物ライブラリーは、マ
イルドな親電子反応性基を備えた 1657 個の
化合物からなる（図１）。分子量は 300以上で
あり、反応性基と医薬品的な構造のハイブリ
ッドである。すでに研究室が所有している。
条件が揃えば、システイン、セリン、リシン
などに共有結合すると考えられる。代表者ら
の知る限り、これほど多数の反応性化合物を
持つ研究室は他に存在しない。 
 
●活性判別蛍光プローブ 
スクリーニングには、活性判
別蛍光プローブを用いる（図
２）。このプローブを細胞や
細胞抽出液に加えると、多数
のタンパク質（酵素）の活性
アミノ酸に共有結合し、それ
らのタンパク質がプロテオ
ームレベルで蛍光標識され
る。SDS-PAGEで電気泳動す
れば、それらの標識されたタ
ンパク質は蛍光バンドとし
て検出される。つまり、細胞中のタンパク質の酵素活性を多数同時に検出できる。スクリプス研
究所の Cravattらが開発した Activity-based probeという手法。 
 
●スクリーニングの原理 
本研究では、代表者独自の反応性化合物ライブラリーと活性判別蛍光プローブを組み合わせる
（図３）。まず、細胞抽出液にライブラリー化合物を一つ一つ加え、反応させる。次に、活性判
別蛍光プローブを加えて反応させ、SDS-PAGEで分離し、蛍光バンドを検出する。反応点が同じ
である場合やライブラリー化合物が酵素活性を阻害する場合は、その酵素のバンドが消失する
（化合物Ｘ）。ライブラリー化合物が酵素活性を増強すれば、その酵素のバンドは強くなるか新
しく現れる(化合物Ｙ)。何も効果がない場合はバンドに変化はない（化合物Ｚ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

●反応性天然物ライブラリー 
反応性官能基を備えた生理活性天然物は数多い。その中で、標的タンパク質が判明していない天
然物 100種を準備し、同様のスクリーニングを行う。これによって、反応性天然物の標的タンパ
ク質の解明を網羅的に行う。 

反応性化合物
ライブラリー

活性判別
蛍光プローブ

SDS-PAGE

細胞抽出液 蛍光イメージング

スクリーニング方法

図１ 反応性化合物ライブラリー（合計 1657個） 
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図２ 活性判別蛍光プローブの化学構造 

Vinyl sulfones

FluorophosphonatesIodoacetamides

Epoxyketones

活性判別蛍光プローブ

セリン
加水分解酵素

活性
システイン

活性
スレオニン

活性
スレオニン
/システイン

 

   図３ スクリーニングの原理 
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代表者の研究室は天然物とその誘導体のコレクションがある。多くは旧名古屋大学理学部化学
科天然物化学研究室で単離構造決定された歴史的海洋天然物である（山田静之名誉教授寄贈）。
その中の反応性天然物と、新たに購入する天然物を合わせた多様な 100 種の生理活性天然物に
ついて、同様の研究を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
●反応性合成化合物のスクリーニング 
まず、マイルドな親電子反応性基を備えたハロゲン化アセチル化合物 1306個、エポキシ化合物
351個をスクリーニングした。これらの化合物５個の混合液を 331プール準備し、その一つ一つ
のプールを細胞抽出液と反応させた。次に、プロテオーム中にある多数の酵素の活性を一気に判
別する蛍光プローブを加えて反応させ、SDS-PAGEで分離し、酵素の蛍光バンドを検出した。特
定の酵素の蛍光バンドが消失するプールを選択し、そのプール中にある５個の化合物を個別に
評価して、個別の化合物を特定した。その結果、２つの有望化合物（C8と C9）を同定した。 
 
●C8と C9の標的決定 
蛍光バンドのサイズから判断すれば、C8は約 50KDaの酵素、C9は約 40KDaの酵素と選択的に
反応している。それぞれ 0.1 µM、1 µMという低濃度で選択的に反応していると考えられた。そ
こで、これら二つの化合物について、反応する酵素の同定を試みた。 
蛍光プローブをビオチンプローブに切り替えて、それぞれの化合物が競合するバンドをゲル
から切り出し、質量分析ペプチドシーケンシシングによって標的酵素の同定を行った。残念なが
ら、明確な標的酵素の同定に至らなかった。そこで、iTRAQ という手法でプロテオームレベル
での標的決定を開始した。iTRAQ 法では、複数サンプル間でタンパク質の存在量を網羅的に比
較することができる。測定の要となるのが、同位元素を巧妙に組み合わせた IsobaricTagである。
このタグにより、複数サンプル間でペプチドの存在量が比較できる。実際に iTRAQ 法にて 10 
µM 濃度で C8 と C9 それぞれが反応する酵素の解析を行った。その結果、両方に反応する酵素
やそれぞれに選択的に反応する酵素の同定に成功した。現在解析を進めている。 
 
●反応性天然物のスクリーニング 
標的タンパク質が判明していない反応性天然物 83種を準備、スクリーニングを終了した。一つ
一つの天然物を細胞抽出液と反応させ、プロテオーム中にある多数の酵素の活性を一気に判別
する蛍光プローブを加えて反応させ、SDS-PAGEで分離し、酵素の蛍光バンドを検出した。その
結果、天然物 Aとその誘導体が特定のタンパク質（分子量約 55KDa）に選択的に反応すること
が判明した。 
 
●天然物 Aの標的決定 
蛍光プローブをビオチンプローブに切り替えて、天然物 A が競合するバンドをゲルから切り出
し、質量分析ペプチドシーケンシシングによって標的酵素の同定を行った。解析の結果、タンパ
ク質 B が同定された。他にも多くの天然物－タンパク質のペアが見つかったが、選択性と生物
学的な意義を吟味し、天然物 Aとタンパク質 Bに着目した。 
タンパク質 Bは転写抑制因子として知られている。骨免疫に関連し、免疫反応で刺激される
とシステインの一つがニトロトキシル化され、転写抑制因子としての機能が阻害される。このシ
ステインに天然物 Aが反応して、タンパク質 Bの転写抑制作用を選択的に変調すると推測でき
る。 
さらに、iTRAQという手法でプロテオームレベルでの標的決定も行った。10 µM 濃度で天然
物 A が反応する酵素の網羅的解析を行った。その結果、選択的に反応する酵素群の同定に成功
した。その中にはタンパク質 Bも含まれていた。現在解析を進めている。 
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