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研究成果の概要（和文）：標的タンパク質は、医薬品や生物活性分子の分子作用機構を理解する上で極めて重要
だが、従来法は煩雑であり、合理的な基盤技術の確立が急務である。本研究では、独自技術である金ナノ粒子を
基盤としたアフィニティーラベリングプローブの設計を発展させて種々の抗癌活性化合物に応用し、汎用性の高
い標的タンパク質網羅同定技術の確立を目指した。様々なリガンド分子へ適用可能なプローブ設計と簡便な合成
方法を開発し、天然物リガンドと光反応基を修飾した金ナノ粒子を種々作成した。また、マルチウェルプレート
を用いたスクリーニングによる反応解析法を開発し、求電子性プローブにおけるアフィニティーラベリング反応
の迅速な評価に成功した。

研究成果の概要（英文）：Identification of target proteins are extremely important for understanding 
the molecular mechanisms of action of drugs and bioactive molecules, however, conventional methods 
are limited, and the establishment of a rational foundamental technology is urgently needed. In this
 study, we developed our original affinity-labeling probe design based on gold nanoparticles and 
applied it to various anticancer compounds, with the aim of establishing a versatile and 
comprehensive identification technology for target proteins. We designed probes applicable to 
various ligand molecules and developed a simple synthesis method, and prepared a variety of gold 
nanoparticles modified with natural product ligands and photoreactive groups. We also developed a 
novel reaction analysis method using multiwell plate-based screening and succeeded in rapidly 
evaluating affinity labeling reactions in electrophilic probes.

研究分野：生物有機化学・ケミカルバイオロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、中分子である天然物リガンドと異なる光反応基を修飾したプローブの簡便な合成調達を可能とした
ことから、アフィニティーラベリングによる天然物や医薬品シードの標的網羅同定のための新規基盤技術を創出
した。また、アフィニティーラベリングに適した求電子基の探索法の開発により、ラベリング反応の効率化が可
能となり、標的同定の飛躍的な加速化および一般化に貢献することができる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

フォトアフィニティーラベリング(PAL)は、光反応基と検出基を有する生物活性分子のプロー
ブを用いて、これに結合する標的タンパク質を、光架橋による共有結合で不可逆的に捕捉し質量
分析により同定できる最も直接的で有効な手法である。本手法では薬理作用を担う標的タンパ
ク質のみならず、他の作用を発現するオフターゲットタンパク質も網羅的に見い出せることか
ら、特に医薬品が生体内で作用するタンパク質の総体を解明する interactome 解析法としての
応用が期待されている。しかし、プローブの設計・合成が容易ではない、ラベル化反応が低効率、
などの技術的課題のため、成功例は限定的である。 

私たちは、PAL を活用した標的タンパク質網羅同定法の実現に向けて、全体工程を合理化し
た実践的な方法論の開拓が必要であると考え、これらの課題を新規プローブの設計開発によっ
て一体的に解決すべく研究を推進してきた。これまでに、糖鎖分子と光反応基を金ナノ粒子表面
に高密度に修飾したフォトアフィニティープローブを世界で初めて開発し、これまで困難であ
った低親和性の糖鎖結合タンパク質の検出に成功した。金ナノ粒子を基盤としたフォトアフィ
ニティープローブの設計を、さらに発展させて種々の複雑な構造をもつ生物活性分子に応用し、
超効率的ラベル化・精製法を確立して、 

一方で、PAL 法では、現在利用可能な光反応基の種類は限定され、さらなるラベル化効率の
飛躍的向上は困難であることが想定される。そこで私たちは、求電子基をタンパク質反応基とし
て採用することで、タンパク質の一般的な反応特性に基づいて高効率的・高選択的なラベル化が
可能となると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに申請者が開発した金ナノ粒子プローブを標的タンパク質網羅同定の
ための基盤技術として発展させるため、(1)プローブの簡易合成法の開発と(2)標的タンパク質ラ
ベル化に適した求電子基を探索し、標的タンパク質の質量分析法による網羅解析へ応用するこ
とを目的とした。具体的には、医薬品を含む複雑な構造の抗癌活性化合物を取り上げ、簡便かつ
高効率に金ナノ粒子へ修飾するための誘導体の合成方法を開発する。光反応基はラベル化効率・
選択性ともに低いという根本的な問題をもつ。そこで近年報告された光駆動型反応基を含めた
異なる光反応基のビルディングブロックとして取り揃え、リガンドに対してそれぞれ組み合わ
せて PAL による標的解析を検討できるような設計とした。一方、求電子基は、光反応基に比し
て高反応性のものが多数知られているが、従来の分子プローブでは選択性の制御が難しいため
に未知標的探索には通常用いられない。そこで、これまでの金ナノ粒子プローブ技術を応用し、
高反応性の求電子基を低濃度のナノ粒子表面で反応させることで、選択性を制御できれば、アフ
ィニティーラベリングのための新たなラベル化官能基として有効であると考えた。このような
求電子基を探索するために、スクリーニングによる反応解析法を検討する。スクリーニングを通
してアフィニティーラベリングに適した求電子基の構造を明らかにすることで、どのようなタ
ンパク質に対しても結合すれば常に高効率でラベル化できるプローブを開発する。これにより、
未踏領域だった抗癌薬などの医薬品の標的およびオフターゲットタンパク質の網羅同定や、真
の標的タンパク質が長年未解明の天然生物活性分子の作用機構の解明が可能となる。 

 

３．研究の方法 

(1)修飾金ナノ粒子の合成： 
金ナノ粒子表面上に修飾するために、リガンドおよびタンパク質反応基をリポ酸誘導体とし

てビルディングブロックを化学合成した。Turkevich 法を用いて直径 13 nm の金ナノ粒子のクエ
ン酸溶液を調製した。修飾金ナノ粒子は、先行研究に準じて２段階のリガンド交換法を用いた。
すなわち、１段階目で未修飾の金ナノ粒子を bis(p-sulfonatephenyl)phenylphosphine 
dehydrate dipotassium salt (BSPP)でコーティングして濃縮し、20 nM のメタノール溶液を調
製した。２段階目では、リガンドおよびタンパク質反応基をリポ酸誘導体のメタノール溶液を調
製して種々の組み合わせで混合して、これを BSPP 安定化金ナノ粒子のメタノール溶液へ添加し
て、BSPP をリポ酸誘導体で置換して Au-S 結合を形成させ、マルチバレントに修飾した金ナノ粒
子プローブを作成した。 

 
(2) 金ナノ粒子プローブの構造解析: 
先行研究に基づいて、未修飾の金ナノ粒子を含む各種金ナノ粒子の粒径は、UV-VIS スペクトル
測定、動的光散乱(DLS)測定および透過型電子顕微鏡（TEM）法により解析した。金ナノ粒子上の
分散性の簡易解析には UV-VIS スペクトル測定と電気泳動解析を用いた。金ナノ粒子プローブに
含まれる修飾分子の構造は、MALDI-MS 解析により同定した。 

 
(3) 生物活性分子と既知標的タンパク質間の親和性の解析: 

先行研究に基づいて、プルダウンとゲルイメージング組み合わせた結合アッセイ系を用いた。
既知結合タンパク質(100 nM)に対して金ナノ粒子プローブの希釈系列サンプルをそれぞれ混合
して、4℃でインキュベートさせた後、遠心分離したプローブ結合画分のタンパク質を SDS-PAGE
へ流して、そのバンドを CBB または蛍光染色により検出・定量した。 
 



(3) 金ナノ粒子プローブを用いたタンパク質ラベル化反応： 
既知結合タンパク質(100 nM)と金ナノ粒子プローブ(50 nM)を HEPES バッファ中で混合し、4℃

で２時間インキュベートさせた後、プローブ結合画分のタンパク質を遠心分離・洗浄バッファに
よる洗浄操作を繰り返して、未反応タンパク質画分と分離し、プローブ-タンパク質複合体を精
製した。DTT を添加したラメリバッファ中での加熱処理により、チオール交換法を介して、ラベ
ル化タンパク質を金ナノ粒子上から切断して溶出させた。遠心分離後の上清画分により回収し
たラベル化タンパク質を、SDS-PAGE へ流して、そのバンドを CBB または蛍光染色により検出・
定量した。 
 
(4)プレートを用いたタンパク質ラベル化反応の定量解析： 

反応効率を迅速に評価するため、また、種々の反応条件を検討するため、アフィニティーラベ
リング反応の生成物であるラベル化タンパク質の定量までのワークフローを短工程化を図った。
具体的には、ゲルイメージング法に代えて、96 ウェルプレートを用いた比色解析法を導入した。
このため、既知の結合タンパク質として Horse radish peroxidase(HRP)標識体を用いた。これ
により、上記(3)と同様のアフィニティーラベリング反応の後、プローブ-タンパク質複合体を遠
心分離・洗浄操作により回収後、96 ウェルプレート上で HRP の発色基質である
tetramethylbenzidine(TMB)と過酸化水素水を混合したバッファと混合し、HRP の量依存的に生
成する TMB 酸化物を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)プローブの簡易合成法の開発：  

修飾金ナノ粒子は分散性の保持が主要な課題であるため、様々な生物活性分子への応用を検
討すべく、既知標的タンパクを持つ疎水性の天然物リガンドを選定し、分散性の高いプローブの
設計開発を目指した。本研究では、先行研究でも用いたラクトースの他に、タキソールおよびジ
ゴキシンなどの抗がん活性化合物をはじめとする天然物をモデルリガンドとして取り上げた。
光反応基は、主要な官能基としてよく用いられるベンゾフェノン、アリルアジド、アリルトリフ
ルオロメチルジアジリンに加え、最近光駆動型反応基としてタンパク質との反応性が報告され
ている、イソオキサゾール基およびテトラゾール基を採用した。イソオキサゾール基は UV 光照
射によりアジリン基を、テトラゾール基はニトリルイミンを反応性中間体として生成し、タンパ
ク質中のアスパラギン酸やグルタミン酸側鎖のカルボキシル基と反応することが報告されてい
る。またベンゾフェノンなどの光反応基や天然物リガンドの多くは疎水基であることから、金ナ
ノ粒子の分散性を低減することが想定された。ナノ粒子の凝集沈殿を抑制するため、ポリエチレ
ングリコール(PEG)から成るスペーサー基を導入することとした。 

天然物をはじめとする生物活性分子は、サンプルが希少であったり、構造が複雑であるため、
可能な限り短工程でプローブへと誘導化し、迅速に標的タンパク質探索解析に応用することが
望ましい。当初は、1 ステップで生理活性分子を付け替え可能なプローブの一般的な足場として
clickable 金ナノ粒子プローブを設計した。click 反応は、生体分子共存条件下や複雑な細胞系
において、高効率かつ高選択的にアジド基とアルキン基をカップリングできるため、ケミカルバ
イオロジー研究で広く用いられている。すでに開発したアジド基と光反応基を共修飾した金ナ
ノ粒子を共通のプローブ前駆体として用いることで、アルキン化された天然物リガンドを click 
chemistry により簡便にプローブ化できると考えた。先行研究より、アジド修飾金ナノ粒子は凝
集傾向を示すことから、PEG スペーサー基と共修飾し、アジド金ナノ粒子に水中での安定性を付
与した。しかしリガンドや光反応基のアルキン誘導体を、アジド修飾金ナノ粒子の水溶液に添加
した際に、金ナノ粒子が凝集することが認められた。そこで、リガンドや光反応基と、アジド基
またはアミノ基を有するリポ酸誘導体とカップリングしたビルディングブロックを合成した後
に、金ナノ粒子へ修飾することとした。タキソールは、構造活性相関データに基づいて、C7 位
をリンカー部位とした活性型リガンド、また C2’位をリンカー部位とした不活性型リガンドを
設計した。また、タキソールのイソセリン側鎖部位構造 C2 位にリンカーを導入した誘導体も不
活性型リガンドとした。既報に基づいて、C7 位および C2’位をスクシニル化した後、リポ酸誘
導体のアミノ基末端とカップリングした。一方ジゴキシンは、山口エステル法による C4’’’位
選択的なエステル化でアルキン基を導入し、click chemistry を用いてアジド基を有するリポ酸
誘導体とカップリングした。 

次に、リガンドと異なる種類の光反応基を金ナノ粒子へ修飾したフォトアフィニティープロ
ーブを、リガンド交換法を用いた定法により作成した。ラクトース以外のリガンドは、リガンド：
光反応基：PEG スペーサーの比率の異なる条件を種々検討した。その結果、リガンド：ジアジリ
ン基：PEG スペーサー=1:1:8 およびスペーサーの比率がより高いケースにおいて、分散性が保持
できることが分かった。作成したラクトースプローブを用いて、既知標的タンパク質 PNA とフォ
トアフィニティーラベリングを行ったところ、ベンゾフェノン、テトラゾールが高い反応性を示
した。また、非特異的タンパク質のモデルとして BSA を共存させた条件下では、テトラゾールを
共修飾したプローブにといて、高い反応性及び選択性が認められた。テトラゾールは、比較的最
近になって光駆動型反応基としてタンパク質のラベリングに利用されるようになった反応基で
あるが、本研究は主要な従来型の光反応基との比較解析を通してテトラゾール基の優位性を初
めて明らかにした。従来法では、フォトアフィニティーラベリング反応の効率や選択性が低いた



め、発現量が低いタンパク質や低親和性タンパク質、膜タンパク質を標的分子として同定するこ
とが困難であったが、本技術はそのようなケースにおいても有効であると考えられる。本研究に
より、天然物などの希少な生物活性分子を光反応基と 1 ステップで金ナノ粒子プローブへの導
入が可能となったことから、様々な生物活性分子を導入することで、機能未知の膜タンパク質や
受容体の精製・探索への応用も期待できる。 
 
(2)標的タンパク質ラベル化に適した求電子基の探索： 

アフィニティーラベリングによる未知標的タンパク質探索に向けて、プローブの設計にお
ける課題は、ラベル化効率の最適化である。求電子基は光反応基と比して、温和な反応性を有す
ることから、高濃度で長時間タンパク質と反応させることで高い反応収率が達成できる。しかし
その一方で求電子基は特定のアミノ酸への化学選択性を示すことから、未知標的タンパク質の
アフィニティーラベリングへの応用例は限定的である。私たちはこれまでに、リガンドと求電子
基を多数・高密度に修飾した金ナノ粒子プローブを開発し、アリルスルホニルフロリド基を有望
なラベル基として見出した。本研究では、さらに広範な種類の求電子基を探索すべく、ラベル化
タンパク質の簡便な検出・定量方法の確立を目的とした。 

先行研究に基づいて、モデル系リガンドであるラクトースと、アリルスルホニルフロリド基
を含む 9 種類の異なる求電子基を共修飾した金ナノ粒子プローブを合成した。まず原理証明を
行うため、モデル系結合タンパク質および非特異的タンパク質として horse radish 
peroxidase(HRP)標識されたタンパク質 ABA, CTB, ECA,PNA,およびストレプトアビジ
ン,IgG(H+L)の合計 6 種類を用いた。各プローブによるアフィニティーラベリングを行い、プロ
ーブでラベル化されたタンパク質を遠心分離した。得られたプローブ画分を 96 ウェルプレート
へ移し、HRP アッセイによりラベル化タンパク質を定量した。本方法により、9 種類のプローブ
における種々の反応条件下でのアフィニティーラベリングの反応効率を評価した。その結果、p-
および m-フェニルスルホニルフロリドプローブがいずれのタンパク質に対しても最も効率的か
つ選択的にラベリングすることが明らかとなった。また、反応温度を 4℃および室温の 2 条件を
比較したところ、4℃と比べて室温条件ではいずれのタンパク質に対しても顕著に反応効率が向
上した。しかし非特異的タンパク質のラベリングも促進したため、4℃の条件の方がアフィニテ
ィーラベリングには適していることが示唆された。これにより、スルホニルフロリド基がアフィ
ニティーラベリングの反応効率と選択性が共に優れた求電子基が見いだされた。 

本研究の成果に基づいて、今後はさらに多種類の求電子基において、アフィニティーラベリ
ングに有効な官能基を探索し、金ナノ粒子アフィニティーラベリングの一般性を検討する。 
本研究によって見出された、スルホニルフロリド基は金ナノ粒子プローブ系において、タンパク
質表面に多く存在する親水性アミノ酸残基に対する高い反応性を有することから、光反応基に
よるフォトアフィニティーラベリングに代わる標的同定法を可能とすることが期待される。 
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