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研究成果の概要（和文）：本研究では，これまで申請者が確立してきた酵素活性の網羅的解析法である
enzymomicsの方法論を用いて種々の疾患関連タンパク質を見出す応用研究を展開すると同時に，これを支える基
盤技術として，特にタンパク質の翻訳後修飾を担う各種酵素群の活性検出を指向した新たな蛍光プローブライブ
ラリの開発による「網羅性」の向上と，マイクロデバイスを用いた活性検出の仕組みを用いたバイオマーカー酵
素活性検出の仕組みによる「感度」の向上の２点について技術開発をおこなう．これらの系を合わせることで，
申請者が提唱した「enzymomics」の手法を真に実用的な技術として確立することを本研究期間中に達成した．

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to advance the concept of "enzymomics (omics of 
enzyme)" approach by giving it comprehensivity and sensitivity. Comprehensivity was realized by 
utilizing the concept of enzyme coupled assays, and the sensitivity was realized by introducing the 
single-molecule enzyme activity analysis platform and developing the probes suitable for them. We 
have accomplished them in the research period. 

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　創薬化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて，enzymomics の高度化に繋がる研究成果を，J. Am. Chem. Soc. 誌，Science Advances 誌，
Cell Reports 誌などに発表し，分野の発展に努めた．特に，これを利用した疾患診断技術の重要性は世界的に
も認知され，activity-based diagnosis という診断技術の意義が提唱されるに至っている．申請者らの研究
は，その重要性の認知に先駆けて網羅性，感度を高めた形で実現しており，世界をリードする研究成果を継続的
に発表できる基盤が整ったと言える．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生体内には，数千種類を超える酵素が存在するが，これらのうちに疾患との関わりの理解が得

られていない酵素は多く，未来の創薬標的，バイオマーカー候補としてその機能解明が待たれて
いる．申請者は，酵素の活性を直接的に可視化することのできるケミカルバイオロジーの方法論
を利用して，疾患と関わる酵素の機能異常を網羅的解析から見出す探索研究の概念を提唱し，そ
の概念実証に成功した．本研究課題では，このような「enzymomics（enzyme の omics）」によ
る創薬標的，バイオマーカー探索の方法論を更に発展させるべく，特に本研究手法の「網羅性」
と「感度」の大幅な向上を可能とする技術開発をおこなうことを目指した． 
 
２．研究の目的 
本研究では，これまで申請者が確立してきた酵素活性の網羅的解析法である enzymomics の

方法論を用いて種々の疾患関連タンパク質を見出す応用研究を展開すると同時に，これを支え
る基盤技術として，特にタンパク質の翻訳後修飾を担う各種酵素群の活性検出を指向した新た
な蛍光プローブライブラリの開発による「網羅性」の向上と，マイクロデバイスを用いた活性検
出の仕組みを用いたバイオマーカー酵素活性検出の仕組みによる「感度」の向上の２点について
技術開発をおこなう．これらの系を合わせることで，申請者が提唱した「enzymomics」の手法
を真に実用的な技術として確立することを本研究期間中に達成することを目指した． 
 
３．研究の方法 
(A) 網羅性の向上については，(A-1) 酵素を利用したカップルドアッセイの仕組みを使って様々
な代謝活性を網羅的に評価する実験系の構築に取り組んだ．これにより，アミノ酸，糖などの代
謝に係る酵素活性を広く評価する実験系を構築し，また，これと併せて，(A-2) 固相抽出を利用
した蛍光プローブライブラリの構築，に取り組み，研究期間を通じて 100 種類以上の新規プロ
ーブを開発し，組織ライセート，血液サンプル中の酵素活性網羅的解析を進めた． 
(B) 感度の向上については，１分子計測の方法論を用いた新たなバイオマーカー酵素活性検出
法の開発に取り組んだ．従来の酵素活性計測法では 0.1-1 ng/mL 程度の検出限界を有していた
ものを，１分子というタンパク質検出における理論上の最小単位から検出することを可能とす
るため，マイクロデバイスを用いた１分子酵素活性計測技術に利用可能な蛍光プローブ開発を
おこない，特に血液中において酵素の活性検出をおこなうことで疾患を診断する目的への有用
性を示すことに成功した． 
 
４．研究成果 
それぞれの開発項目について代表的な研究成果を述べる． 
 
(A-1) カップルドアッセイに基づく代謝活性の網羅的解析法の開発 
1. K. Yanagi et al. Cell Rep. 2021 
2. S. Ogihara et al. J. Am. Chem. Soc. 2019 
3. K. Yanagi et al. Commun. Chem. 2023 
 
一連の研究では，疾患と関わるアミノ酸，糖などの代謝活性を，酵素を使ったカップルドアッ

セイによって検出することで，生きた細胞でこれらの代謝活性を評価し，更にはその活性の制御
化合物の探索に利用可能なシステムの構築をおこなった． 
文献 1 では，様々な代謝経路を定め，特定の input を細胞に加えた際にその代謝経路を反

映して生成し細胞外に放出される output 代謝物を選択的に検出することで，生きた細胞にお
ける代謝活性の評価をおこなう概念に従い，がん細胞において亢進が見られる解糖系，グルタミ
ン代謝に関わる活性を網羅的に評価する仕組みを構築した（図１）．網羅的な input/output 探
索によって，異常が見られる代謝活性を同定し（図２），その制御化合物を生きたがん細胞を用
いたスクリーニングによって取得し，これらの化合物が実際に代謝経路の阻害によってがん細
胞の殺傷作用を有することを明らかにした． 
文献 2 では，この概念を拡張し，細胞内のメチル化ポテンシャルを制御する S-

adenosylmethionine の代謝に関わる酵素活性を網羅的に評価する仕組みを構築した．文献 3 で
は，同じくがん細胞において異常が見られる代謝経路として 2-methylglyoxal を代謝する 
glyoxalase 経路の生きた細胞での活性評価系を構築し，これを抑える化合物の取得に成功した． 
 



 

図１．解糖系，グルタミン代謝に関わる酵素活性評価と活性制御化合物の取得． 

 

 
図２．Input/output の網羅的解析に基づくがん特異的な代謝活性変化の探索． 
 
 
 
(A-2) 固相抽出を利用した蛍光プローブライブラリの構築 
4. T. Komatsu et al. submitted 
5. PCT/JP2022/023319 
 
従来の enzymomics の概念では，酵素活性可視化プローブのライブラリ構築が重要な基盤と

なるが，これを規格化された条件と，固相抽出による自動精製の仕組みをもって簡便かつ迅速に
おこなう仕組みを構築した（文献 4，特許 5）． 
これは，プローブ合成の鍵反応を液相でおこない高い収率を得ると共に，反応液からのプロー

ブの抽出を固相でおこなう synthesis-based on affinity separation（SAS）の概念を応用した
もので，液相合成の利点である反応の選択の幅の広さ，収率の高さと，固相合成の利点である操
作の簡便さを兼ね備える（図３）．本方法論を確立し，100 種類以上のプローブを開発して，(B) 
で開発される１分子酵素活性計測系と組み合わせて，血液中の酵素活性異常の探索を進めた（図
４）． 



 

図３．SAS 法によるプローブ開発システム 
 

 
図４．蛍光プローブライブラリを用いた血液中１分子酵素活性網羅的解析の結果 
 
 
 
(B) １分子酵素活性計測技術を用いた血液中酵素活性計測 
6. S. Sakamoto et al. Sci. Adv. 2020 
7. N. Nagano et al. Chem. Sci. 2023 
 
酵素活性計測の高度化として，マイクロデバイスを用いた１分子酵素活性計測を用いて血液

中の酵素を網羅的に１分子レベルで検出する方法論を開発した． 
はじめに，この概念実証として，血液中の phosphatase 類の活性を１分子レベルで検出する

方法論の開発をおこなった（文献 6，図５）．更に，(A-2) で開発される蛍光プローブライブラ
リを用いて幅広い protease/peptidase 類の活性評価を行う仕組みを構築すると同時に，これ
まで研究代表者が大腸癌組織ライセートを用いて活性異常を見出していた酵素 neurolysin に
ついて１分子計測系を構築し，これが大腸癌患者血漿中で亢進している様子を明らかにした（文
献 7，図６）．これにより，臓器－血液における代謝異常の関係性を明らかにしつつ，様々な疾
患関連酵素活性異常を見出すプラットフォームが確立したと言える． 
 
 
 
 
 
 
 



 
図５．酵素活性の１分子計測系の構築 
 

 

図６．網羅的酵素活性計測によって見出された酵素 neurolysin の血液中１分子控訴活性計測 
 
 
 
これらの研究成果に代表されるように，研究代表者らが進めてきた enzymomics の更なる網

羅性，感度の向上が実現し，基盤技術としての確立がなされた．一連の研究成果を拡張し，特に
新しいオミクス基盤としてデータ科学との融合による情報の高度化と，これを用いた疾患の理
解の深化に繋げるため，一連の研究成果は基盤研究 (B)「酵素活性の網羅的解析（enzymomics）
に基づく疾患診断基盤技術の開発」（2022～2024 年度）へと引き継がれ，更なる開発が進められ
ている． 
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Metabolic-Pathway-Oriented Screening Targeting S-Adenosyl-l-methionine Reveals the Epigenetic
Remodeling Activities of Naturally Occurring Catechols

Journal of the American Chemical Society 21～26

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Ogihara Shusuke、Komatsu Toru、Itoh Yukihiro、Miyake Yuka、Suzuki Takayoshi、Yanagi Kouichi、
Kimura Yusuke、Ueno Tasuku、Hanaoka Kenjiro、Kojima Hirotatsu、Okabe Takayoshi、Nagano Tetsuo、
Urano Yasuteru
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2023年

〔学会発表〕　計15件（うち招待講演　14件／うち国際学会　1件）

2022年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

2021 年度第 2 回バイオ単分子研究会（招待講演）

第 2 回 発動分子科学研究会（招待講演）

３新学術領域合同シンポジウム（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

小松徹

小松徹

小松徹

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

酵素のはたらきを網羅的に見て疾患を知る～１分子計測リキッドバイオプシー技術の確立を目指して～

抗体クリック反応による細胞表面選択的凝集による細胞機能制御

酵素活性の網羅的解析（enzymomics）による疾患関連タンパク質の探索

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

10.1039/D2SC07029D

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Development of fluorogenic substrates for colorectal tumor-related neuropeptidases for
activity-based diagnosis

Chemical Science 4495～4499

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Nagano Norimichi、Ichihashi Yuki、Komatsu Toru、Matsuzaki Hiroyuki、Hata Keisuke、Watanabe
Toshiaki、Misawa Yoshihiro、Suzuki Misa、Sakamoto Shingo、Kagami Yu、Kashiro Ayumi、Takeuchi
Keiko、Kanemitsu Yukihide、Ochiai Hiroki、Watanabe Rikiya、Honda Kazufumi、Urano Yasuteru

14



2021年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第15回次世代を担う若手医療薬科学シンポジウム（招待講演）

第71回日本電気泳動学会シンポジウム（招待講演）

第21回日本蛋白質科学会年会（招待講演）

第75回 日本口腔科学会学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

小松徹

小松徹

小松徹, 姜悦, 石井 遥暁, 山口藍子, 土釜恭直, 浦野 泰照

小松徹

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

酵素活性の網羅的計測（enzymomics）による疾患関連タンパク質の探索

抗体クリック反応による細胞表面選択的凝集による機能制御

血液中１分子酵素活性の網羅的検出による新規疾患関連酵素の探索

 ４．発表年

 ４．発表年

酵素活性の網羅的計測（enzymomics）による疾患関連タンパク質の探索

 １．発表者名



2020年

2020年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第19回日本蛋白質科学会年会・第71回日本細胞生物学会大会 合同年次大会（招待講演）

日本プロテオーム学会2019年大会／第70回日本電気泳動学会総会（招待講演）

第71回日本電気泳動学会総会（オンライン開催）（招待講演）

小松徹

小松徹

 ３．学会等名

 ３．学会等名

小松徹

小松徹

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
東北大学 生命科学研究科生命科学 web セミナー（オンライン）（招待講演）

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

Diced electrophoresis gel 法を用いたがんにおけるペプチド代謝活性異常の網羅的解析

Diced electrophoresis gel アッセイ法を用いた疾患関連酵素の探索

酵素活性の網羅的解析（enzymomics）に基づく新規疾患診断技術の開発の試み

物質代謝の局所性の制御と理解を目指すケミカルバイオロジー研究

 ４．発表年

 ４．発表年



2019年

2019年

2019年

2020年

 ２．発表標題

科学的根拠に基づく健康寿命を延ばす会 第15回講演・研究会（招待講演）

第92回日本生化学会大会（招待講演）

第69回日本電気泳動学会シンポジウム（招待講演）

iPoPS 2020（招待講演）（国際学会）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

小松徹

小松徹

小松徹

Toru Komatsu

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

緑茶カテキンによる細胞内「メチル化」状態の制御と健康寿命

酵素活性の網羅的探索（enzymomics）に基づく疾患関連タンパク質の探索

Diced electrophoresis gel 法を用いたがんにおけるペプチド代謝活性異常の網羅的解析

Development of Enzymomics Platform for Screening Altered Enzymatic Functions in Diseases



〔図書〕　計3件

2021年

2020年

2020年

〔出願〕　計1件

 国内・外国の別
2021年 国内

〔取得〕　計0件

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

同左固相抽出を利用した蛍光プローブライブラリの調整方法、及びこれを用いた酵素活性計測
方法

 産業財産権の種類、番号
特許、特願2021-09683

 出願年

浦野泰照，小松徹，
坂本眞伍，渡邉力也

4

3
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 発明者 産業財産権の名称  権利者

 ２．出版社

 ２．出版社

 ２．出版社

月刊「細胞」

一般財団法人 バイオインダストリー協会

日本プロテオーム学会

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 １．著者名

 １．著者名

 １．著者名

 ４．発行年

 ４．発行年

 ４．発行年

小松徹, 坂本眞伍, 鏡味優, 浦野泰照

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名

酵素のはたらきを見て疾患を知る ～Activity-based diagnosticsの最新動向～

(+)-カテキンを介した大腸がん細胞のヒストンメチル化の減少

1分子計測リキッドバイオプシーの夜明け

荻原洲介，小松徹，浦野泰照

小松徹，坂本眞伍，浦野泰照
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