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研究成果の概要（和文）：イソチオシアネート化合物は、イソチオシアネート基 (N=C=S) の炭素原子の電子不足から
チオール化合物による抱合反応を受けやすく、刺激がマスクされた抱合体を形成する。しかし、抱合体は不安定であり
、別のチオール化合物と交換反応が進行する（トランスチオカルバモイル化）。クリックケミストリーを用い、6-HITC
のアルキン誘導体による細胞タンパク質のトランスチオカルバモイル化を調べたところ、複数のタンパク質に結合する
ことが分かり、さらに標的タンパク質としてHsp90βを同定した。さらに熱ショック応答につながる翻訳後修飾である
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Electrophiles in food have been implicated in human health and disease. They react
 with proteins and generate specific adduct structures that could function as ligands. Isothiocyanates, me
mbrane-permeable electrophiles that form adducts with thiols, have been suggested to have important medica
l benefits. To gain a chemical insight into the cellular response induced by isothiocyanates, we designed 
a novel probe, combining an isothiocyanate-reactive group and an alkyne functionality, and revealed that t
he thiocarbamoylation of proteins occurred in the cells upon exposure to 6-HITC. The target of thiocarbamo
ylation included heat shock protein 90b (Hsp90b), a chaperone ATPase of the Hsp90 family implicated in pro
tein maturation and targeting. Further study on the thiocarbamoylation of Hsp90b suggested that the format
ion of 6-HITC-Hsp90b conjugate might cause activation of heat shock factor-1, rapidly signaling a potentia
l heat shock response.
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１．研究開始当初の背景 
親電子化合物は、文字通り電子不足な官能基
を持つ化合物の総称であり、電子が豊富な官
能基をもつ求核化合物と反応し付加体を形
成する有機化学ではおなじみの化合物であ
る。かなり縁遠い話に聞こえるかもしれない
が、実は私たちを含めたほとんどの生物の生
存に関わる極めて重要な物質である。親電子
化合物には、酸化ストレスや炎症に際して生
成される内因性のものだけでなく、環境や食
品成分、あるいは様々な代謝産物の多くが含
まれ、求核性化合物である DNA やタンパク
質に対して反応するため、私たちの健康や寿
命に大きな影響を及ぼしている。最も一般的
なものでは、ブドウ糖も弱いながら親電子性
をもち、タンパク質との反応は高血糖におけ
る糖尿病合併症との密接な関連性が明らか
にされている。生物は親電子化合物を解毒・
排出するなどして対処する一方、ある種の親
電子化合物は健康の維持増進に役に立つ機
能性分子であることが明らかになってきた。
親電子化合物によるタンパク質の修飾は、他
の翻訳後修飾のようなタンパク質の活性制
御を伴うが、最近では修飾タンパク質がリガ
ンドとなり、炎症などに関連した受容体シグ
ナリングを活性化することも明らかになっ
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、親電子化合物としてアブラナ科
植物に含まれる機能性因子イソチオシアネ
ート化合物に着目した。イソチオシアネート
による細胞防御機構活性化の細胞内分子メ
カニズムを解明するにあたり、イソチオシア
ネートの標的タンパク質の探索を行うこと
とした。標的タンパク質を探索するうえで
様々な方法が考えられた。例えば、ビオチン
化したイソチオシアネートを細胞に投与後、
細胞を回収し ビオチン-アビジンアフィニテ
ィーを利用して標的タンパク質を精製する
方法、イソチオシアネートカラムを作成後、
細胞のライセートを流し、標的タンパク質を
精製する方法などが考えられた。しかしこれ
らの方法は実験環境や使用できる試薬など
にもよるが、実際のイソチオシアネートの構
造や生細胞の状態などを考慮すると非特異
的に捕まってくるものもありうると考えら
れる。今回、ワサビに含まれるイソチオシア
ネートである 6-HITC のメチル側鎖にアルキ
ンの付加したプローブ (Al-6-HITC) を用い、
クリックケミストリー法（図１）による生細
胞内の標的タンパク質の探索を試みた。アル
キンはほぼ無極性で小さいことから生体内
に導入しても生体分子を大きく変化させる
ことがないと考えられている。実際に当研究
室でも、6-HITC、Al-6-HITCともに抗酸化酵
素HO-1 の発現を同程度誘導することが確認
されている。クリックケミストリー法による
標的タンパク質探索の利点はより”native”に
近いイソチオシアネートと生細胞の状態を

保てること、また非常に操作が簡便で短時間
で済むことがあげられる。本研究では、クリ
ックケミストリー法を用いて 6-HITC の標的
タンパク質の探索を行い、その標的タンパク
質の下流シグナルへの影響、細胞内分子メカ
ニズムの解明を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) クリック
ケ ミ ス ト リ
ー：クリック
ケミストリー
による標的タ
ンパク質同定
には図２にあ
るアルキニル
化プローブを用いた。Al-6-HITC を細胞に投
与後、細胞を RIPA buffer で回収し、銅、ア
スコルビン酸、TBTA （[3+2]環化反応促進剤）
存在下でクリック反応により蛍光物質ロー
ダミン-アジドを付加させる。その後電気泳動
により、タンパク質を分離し、ゲルを固定後、
Typhoon scanner により蛍光検出を行い、CBB 
染色によって可視化を行う。蛍光のバンドで
検出できたものをゲルから切り出し、酵素消
化後、MALDI-TOF MS によって得られた 
MS , MS/MS データをMascot データベース
検索をし、タンパク質同定を行った。 
(2) プルダウン：Al-6-HITC を細胞に投与後、
細胞を RIPA buffer で回収後、アビジンビー
ズとプレインキュベーションすることで非
特異的に結合するタンパク質を除き、その上
清をクリック反応にてビオチンを付加し、ア
ビジンビーズによるプルダウン後のサンプ
ルをウェスタンブロットにより抗体特異的
な検出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内標的タンパク質の同定 
 モデルタンパク質（グリセルアルデヒド-3-
リン酸デヒドロゲナーゼ）を用いたクリック
反応による、Al-プローブ特異的蛍光バンド検
出を確認できたことから、細胞内標的タンパ
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図２．6-HITCアナログ 

図１．クリックケミストリー 



ク質の探索を試みた。未分化の状態のヒト腸
管上皮モデル細胞 Caco-2 に Al-6-HITC を投
与し、細胞を RIPA buffer で回収後、クリッ
ク反応にてローダミンを付加し、蛍光検出を
行った。その結果、Al-6-HITC を投与したレ
ーンのみローダミンの蛍光で検出できるバ
ンドがいくつか確認された（図３）。蛍光検
出後のゲルを CBB染色法によって可視化し、
ローダミンの蛍光で検出されたバンドを切
り出し、トリプシンによる酵素消化後
MALDI-TOF MS によるタンパク質同定を行
った。その結果、解糖系（GAPDH , ピルビン
酸キナーゼ）、細胞骨格系（ミオシン、チュ
ーブリン）、シャペロンタンパク質（HSP90 , 
HSP70 , HSP60）などが同定された。 

 
 (2) Hsp90の同定 
 クリックケミストリーを用いた細胞内標
的タンパク質の１次スクリーニングの結果、
6-HITC の主な標的タンパク質として Hsp90 
が同定された。そこで、クリック反応による
ビオチン付加後、アビジンによるプルダウン
を行うことで細胞内標的タンパク質２次ス
クリーニングを試みた。その結果、Al-6-HITC 
投与でタンパク質の発現は変化しないこと
が確認され、アビジンビーズによるプルダウ
ン後のサンプルにおいて Hsp90のみが検出
された。細胞内標的タンパク質１次スクリー
ニングでは Hsp90、Hsp90の両方が同定さ
れたが、今回の２次スクリーニングの結果、
MS-ITC の標的はアミノ酸の相同性が 85％ 
ある Hsp90 と Hsp90のうち、Hsp90を特
異的に標的とすることが示唆された。    
 
 (3) 熱ショック転写因子 HSF1 との相互作
用 
 リガンドとして、HaloLink Resin (Halo Tag 
リガンドでコートしたセファロースレジン) 
を、N末端に Halo Tag の付いた Hsp90 のベ
クターを Caco-2 細胞に一過性に遺伝子導入
したものによってHsp90とHSF1の相互作用
を 検 討 した （ 図 ４ ）。 Caco-2 細 胞 に

Halo-Hsp90 ベクター、Halo タンパク質のみ
を発現する空ベクターをそれぞれ一過的に
遺伝子導入し、細胞を回収し Halo Tag 付き
Hsp90 の発現を確認した。免疫ブロットに
より Halo 抗体での検出を試みたところ、約
120kDa 付近に目的のタンパク質が検出され
た。同サンプルで Hsp90 抗体での検出を試
みたところ、90kDa（内因性） , 120kDa（外
因性；遺伝子導入による） 付近に目的のタ
ンパク質が検出された。これらから Halo Tag 
付き Hsp90 のタンパク質が正常に発現して
いることを確認した。続いて遺伝子導入し
48h 後の Caco-2 細胞に 6-HITCを投与し、細
胞回収後 HaloLink Resin とインキュベート
後、サンプルバッファーにて溶出を行い
Western blot 法によって HSF1 の検出を行っ
た。Halo Tag プルダウンに供したサンプル間
で HSF1 が同程度発現していることを確認
した。また HSP90 はホモ二量体で存在する
ためプルダウン後の Hsp90の検出を行い、
同程度の Hsp90が検出できたことからサン
プル間でのプルダウンが等しく行われたと
考えた。このサンプルにおいて、コントロー
ルに比べ 6-HITC 投与をしたレーンの HSF1
の検出が減少したことから、6-HITC により
Hsp90と HSF1 複合体の相互作用が減少し
ていることが示唆された。 
 

 
 (4) 6-HITCによる HSF1活性化 
 これまでの検討により、6-HITC により
HSF1 が活性化されていることが予想された。
実際、 ①HSP90 との解離 ②HSF1ホモ三量
体化 ③核移行 ④Ser 残基のリン酸化 ⑤
HSE をもつ特定の遺伝子の発現調節（主に
HSP70 の発現誘導）などが観察された。こう
した実験結果から、最終的な分子機構を予想
した（図５）。 
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図３．6-HITC標的タンパク質の同定

図４．6-HITCによる HSF-1の活性化 
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