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研究成果の概要（和文）：生物活性化合物と結合タンパク質の間に共有結合を形成するアフィニティーラベリン
グは、ケミカルバイオロジー研究において標的タンパク質や化合物の結合部位の同定に有用である。しかしなが
ら多量の非修飾ペプチドの中から修飾を受けたペプチドを同定するためには、効率的に修飾ペプチドを精製する
ことが重要である。そのため本研究では、化合物の生物活性を損なう事なく導入可能なコンパクトな官能基をタ
グとし、これを遷移金属錯体で捕捉する手法を開発し、化合物により修飾を受けたペプチドを効率的に精製して
同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In chemical biology research, affinity labeling is useful for the 
identification of target protein and binding site of bioactive compounds. However, in order to 
identify the labeled peptides from a large amount of unmodified peptides, it is important to purify 
the labeled peptide efficiently. In this study, a new affinity purification method for labeled 
peptides was developed by using a compact functional group as a tag and capturing the tag by 
transition metal complex.

研究分野： ケミカルバイオロジー、有機金属化学

キーワード： アフィニティー精製　タグ　修飾ペプチド　遷移金属　パラジウム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物活性化合物の標的タンパク質の同定は、新しい生命現象の発見や解明につながることや、より活性の高い化
合物の開発を通して創薬につながるこが期待される。しかしながら既存の手法だけでは同定が困難なケースも多
く、新しい手法の開発が望まれている。本研究では、全く異なる分野で用いられていた遷移金属化学の知見を、
ケミカルバイオロジー研究へと転用するというユニークなアプローチを取ることで、非常にコンパクトな官能基
をタグとして用いるアフィニティー精製法の開発に成功した。本手法では、既存法では同定できなかった修飾ペ
プチドの精製・同定にも成功しており、今後標的タンパク質の同定に貢献することが期待される。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
アフィニティーラベリングによる生物活性化合物の標的タンパク質や結合部位の決定は、生

物活性化合物にタグを導入し、修飾されたタンパク質やそれを酵素消化して得られるペプチド
を検出・同定することによって行われる。しかし多量の非修飾ペプチドの共存下で目的とする修
飾ペプチドを同定することは容易ではない場合も多く、同定の効率化のためには、タグを導入し
た生物活性化合物でラベルされたペプチドを効率的に精製することが必要となる。 
一般的にはアルキンやアジ

ドをタグとして標的化合物に
導入し、クリック反応でビオチ
ンを導入したのちに精製を行
う（右図）。しかしながら、クリ
ック反応の際に多段階の操作
を行うためにサンプルをロス
したり、導入したビオチンタグ
がペプチドの物性に影響して
不溶化させたり、イオン化効率
を悪くさせたりすることなど
が問題となっていた。 
 
２．研究の目的 
このような背景で我々は、これ

までにクリック反応で用いられ
るアルキンタグに対してコバル
ト錯体を担持したビーズを用い
ることで、アルキン修飾されたペ
プチドを直接捕捉・精製すること
に成功している（Org. Biomol. 
Chem., 2011, 9, 7667; Chem. Eur. J., 
2014, 20, 8116、右図）。 
そこで本研究をさらに発展させ、アルキン以外のコンパクトな官能基をタグとして遷移金属

錯体で捕捉・精製する手法の開発を目指すことにした。具体的にはこれまで申請者らが開発して
きた様々な不斉触媒反応で、触媒とし
て用いてきたパラジウム錯体に着目
した（右図）。本パラジウム錯体はβ-
ケトカルボニル化合物と反応してパ
ラジウムエノラートを反応中間体と
して生じ、これが求電子剤と反応する
ことで、様々な生成物を与える。この
際に生じるパラジウムエノラートは
単離することができ、空気中や水存在
下でも安定に存在するという非常に
ユニークな特性を持っていた（右図、
Tetrahedron, 2015, 71, 6594.）。そこでこ
の特性を生かし、β-ケトカルボニル化
合物をタグとし、固相に担持したパラ
ジウム錯体によりパラジウムエノラ
ートして捕捉・精製することを目的と
して研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
合成上の汎用性やパラジウ

ムエノラートの安定性、生成速
度などを勘案し、β-ケトアミド
をタグとして選び、パラジウム
錯体を担持した固相担体を調
製した上で、計画通りパラジウ
ムエノラートとして捕捉できるかどうか概念実証を行うことにした（右上図）。その結果、水系
溶媒で固相に担持したパラジウム錯体と β-ケトアミド化合物からパラジウムエノラートが生成
することが確認された。そこで、本固相担持パラジウム錯体を用いて様々な β-ケトアミド化合
物の捕捉効率を比較したところ、benzoylacetamide(Bza)が非常に効率よく捕捉可能なタグとして



機能することが分かった。そこで Bza をタグとして持つモデルペプチドを調製し、これを用い
てペプチドを捕捉・精製する条件の検討を行うこととした。さらにその上で、実際に酵素阻害剤
により標的酵素が修飾を受ける部位を同定することに挑戦することとした。 
 

４．研究成果 
Bza をタグとして持つモデ

ルペプチドを固相担持パラジ
ウム錯体で捕捉する条件およ
び捕捉したモデルペプチドを
酸処理で溶出させる条件を
種々検討し、9 割以上の効率で
捕捉・溶出可能な条件を見出す
ことに成功した。そこでこの条
件を用いて、多数のペプチドが
共存する条件でモデルペプチ
ドを精製することができるか
どうかを検証した（右図）。ウ
シ血清アルブミン（BSA）を酵
素消化して得られるペプチド
混合物に対して、モデルペプチ
ドをスパイクインし、ここから
モデルペプチドを固相担持パ
ラジウム錯体で精製すること
を検討した。その結果、元のペ
プチド混合物からモデルペプ
チド以外のペプチドの大半を除くことに成功し、狙い通り β-ケトアミドを持つペプチドを効率
的に捕捉・精製することに成功した（右上図）。 
以上の条件検討の結果を受け、最後に酵素阻害剤の標的

酵素結合部位の同定に挑戦した。標的としては、がん細胞
などで過剰発現が報告されているプロテアーゼであるカ
テプシン B に着目し、その阻害剤である Z-FG-AOMK が
カテプシン B に結合する部位を同定することを計画した。
まずZ-FG-AOMKに対してBzaをタグとして導入したBza-
FG-AOMK を合成した。その結果、β-ケトアミドは元の阻
害剤の構造をほぼ変えることなく、その阻害活性を維持し
たままタグを導入することに成功した（右図）。 
そこで Bza-FG-AOMK を

カテプシン B に対して処理
し、酵素消化によりペプチド
断片にしたのちに、固相担持
パラジウム錯体で修飾ペプ
チドを精製することができ
るか検討した（右図）。その結
果、触媒部位であるシステイ
ン残基を含むペプチド断片
が選択的に捕捉・精製され、
このペプチド断片を MS/MS
解析を行ったところ、確かに
触媒部位であるシステイン
残基が本阻害剤により修飾
を受けていることを明らか
にすることに成功した。 
以上の結果は、β-ケトア

ミドをパラジウム錯体で捕
捉する本手法が確かに標的タンパク質の結合部位の同定に貢献できることを示しており、本手
法の有用性を実証することができた（Chem. Sci., 2023, 14, 8249.）。 
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