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研究成果の概要（和文）： 医薬品などの生物活性物質の多くは生体内の特定の受容体に結合し

て作用を発揮する。本研究では樹脂に生物活性物質を結合させ、(1) それに相互作用する受容

体タンパク質を探索する研究、(2) 樹脂表面を化学修飾し、受容体タンパク質を高収率で回収

する樹脂の開発を行った。その結果、環境汚染物質や植物フラボノイドの新規受容体タンパク

質を明らかにし、受容体タンパク質を効率的に捕捉・回収する樹脂を開発することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Bioactive compounds such as drugs and toxins generally show their activities 

by interacting with their specific receptors. In this study, we explored the binding proteins of 

perfluorooctanesulfonic acid, which is a man-made fluorosurfactant and global pollutant, and apigenin, 

which is a natural product belonging to the flavone. We also developed a novel affinity matrix for 

purifying the binding proteins of bioactive compounds. 
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１．研究開始当初の背景 

 従来の結合親和性を利用した標的分子の探
索では、リガンド（薬剤や生物活性物質など）
と強く相互作用するタンパク質に注目が集
まり、リガンド低親和性タンパク質は無視さ
れている場合が多かった。しかしながら、リ
ガンド低親和性タンパク質の中にはリガン
ドの作用・副作用などに深く関与するタンパ
ク質も存在し、これら結合タンパク質群を解
析する技術が必要とされていた。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、固相合成用樹脂に独自の設計
で化学修飾を施し、リガンドに結合するタン
パク質群を網羅的に捕捉・回収する分離用樹
脂を開発することを目標にした。 
 分離用樹脂として、独自に設計した図 1 の
樹脂を合成する。この樹脂は、固相合成用樹
脂である PEGAにジスルフィド基を有する疎
水性リンカーと光反応基としてのジアジリ
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図 1．分離用樹脂の設計・合成 

 

ンを導入したものである。この樹脂を用いて
リガンドと相互作用するタンパク質を光反
応により捕捉し、還元剤でリンカーを切断す
ることで、結合タンパク質を回収する。 

 

３．研究の方法 

 従来の固相合成用樹脂を用いたリガンド
結合タンパク質の探索と新規分離用樹脂の
合成と性能評価を同時並行で検討した。 
(1) 従来法によるリガンド結合タンパク質
の探索 
① 環境汚染物質 ペルフルオロオクタンス
ルホン酸（PFOS）の新規結合タンパク質の探
索 
 ペルフルオロオクタンスルホン酸（PFOS）
は強力な界面活性剤として、撥水剤、表面処
理剤、消火剤等に用いられてきた。しかしな
がら近年 PFOS の環境残留性及び生体蓄積性
が明らかとなり、環境中での分布や挙動、生
体に対する毒性に関する研究が世界各国で
行われている。我々は固相合成樹脂 PEGA 
上に PFOS 誘導体を合成し，合成した PFOS 
固定樹脂を用い、ファージディスプレイ法に
より PFOS 結合タンパク質を探索した。 
 
② 植物フラボノイド アピゲニンの新規結
合タンパク質の探索 
 アピゲニンは多くの植物に含まれるフラ
ボンであり、抗酸化活性やアポトーシス誘導
活性などの多様な生物活性を有する。我々は、
アピゲニンを固相合成用樹脂 PEGA に固定
し、次世代シークエンサーを用いたファージ
ディスプレイ法によりアピゲニン結合タン
パク質を探索した。 
 
(2) 新規分離用樹脂の合成と性能評価 

 本分離用樹脂を用いたリガンド結合タン
パク質のアフィニティー精製の概要を図  2 
にまとめる。まず樹脂上のリガンドとタンパ
ク質を相互作用させる。この際、特定波長の
光を照射すると、樹脂表面の光反応性基が分
解すると共に、結合タンパク質と共有結合す
る。夾雑物を洗浄除去した後、還元剤を添加
すると、樹脂から結合タンパク質が遊離する。 

 このコンセプトを確認するために、標的タ
ンパク質としてレクチンの一種である 

Concanavalin A (Con A) を選んだ。Con A はリ

ガンドであるマンノース単糖との相互作用
が Kd = 10

-4 
M 程度であり、Con A とマンノ

ース単糖の相互作用は非常に弱いことが知
られている。本研究では、マンノースを樹脂
に固定し、Con A を高収率で回収することを
目標とした。その過程で、本樹脂によるリガ
ンド低親和性タンパク質を捕捉・回収する技
術基盤の確立を目指した。 

 
４．研究成果 
(1) 従来法によるリガンド結合タンパク質
の探索 
① 環境汚染物質 ペルフルオロオクタンス
ルホン酸（PFOS）の新規結合タンパク質の探
索 
 固相合成樹脂 PEGA 上に PFOS 誘導体
を合成した（図 3）。市販の 1H,1H,10H,10H-

ヘキサデカフルオロ-1,10-デカンジオールを
出発原料として、液相合成にて化合物 1 を
合成した。アミノ PEGA 樹脂と化合物 1 を
カップリングさせ樹脂 2 を調製後、末端の p-
メトキシベンジル基を脱保護して樹脂 3 を
合成した。最後に末端の水酸基に三酸化硫黄
を反応させて、PFOS 誘導体固定樹脂 4 を合
成することに成功した。 
 合成した PFOS 誘導体固定樹脂を用い、フ
ァージディスプレイ法により PFOS 結合タ
ンパク質を探索した。その結果、CD14 を結
合タンパク質として同定することに成功し
た。また PFOS / CD14 間相互作用は表面プ
ラズモン共鳴装置 Biacore を用いて解析し、
解離定数を Kd = 5.83 x 10

-5
 M と算出した

（図 3）。ヒト CD14 タンパク質はラットマ
クロファージ RAW264.7 細胞に炎症性サイ
トカイン TNF- の産生を誘導するが、PFOS 
は CD14 の TNF- の産生誘導を阻害する
ことがわかった。この結果から CD14 は 
PFOS の標的タンパク質の一つであることを
明らかにした。 

図 2. 本樹脂を用いたアフィニティー精製の
概要 

 



 

 

図 6. 合成した分離用樹脂 

 

図 6. 樹脂と FITC-Con A の相互作用の蛍光
顕微鏡写真 

 

樹脂と FITC-Con A を相互作用させ、光照射
後洗浄し (a)、続けて還元剤処理し洗浄した
（b）。同様に、光を照射せずに洗浄し (c)、
続けて還元剤処理し洗浄した (d)。 

図 3. PFOS誘導体固定 PEGA 樹脂の合成 

 

図 4. 表面プラズモン共鳴装置を用いた PFOS
－CD14間相互作用解析 
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図 5. アピゲニン固定樹脂の合成 

 

 
② 植物フラボノイド アピゲニンの新規結
合タンパク質の探索 
 市販のアミノ PEGA樹脂にブロモ酢酸ユニ
ットを導入した後、塩基性条件下アピゲニン
を固定した（図 5）。アピゲニン分子には３つ
の水酸基が存在するため、アピゲニンは三か
所の水酸基の位置で固定されたと推定され
る。このアピゲニン固定 PEGA 樹脂とヒト
乳がん由来 cDNA ライブラリーを用いて、フ
ァージディスプレイ法によるアピゲニン結
合タンパク質を探索した。このスクリーニン
グでは、アピゲニンと相互作用するファージ
クローンが有する挿入 cDNA を次世代シー
クエンサーにより解析を行い、一挙に 160 種
類のアピゲニン結合タンパク質を同定する
ことに成功した。 

 

(2) 新規分離用樹脂の合成と性能評価 
 図 5 に示す目的の分離用樹脂を合成する
ことに成功した。実験には、蛍光標識化した 

Con A (FITC-Con A) を使用し、光照射後・還
元剤処理後の樹脂を蛍光顕微鏡で観察した。
タンパク質と樹脂の結合実験の手法は以下
の通りである。 
① FITC-Con A を樹脂と相互作用させた後、
光 (波長：365 nm) を 1 時間照射した。 

② 樹脂を洗浄後、蛍光顕微鏡で観察した。 
③ 2-メルカプトエタノール (2-ME) を加え、
ジスルフィドリンカーを切断した。 

④ 還元剤処理後の樹脂を洗浄し、蛍光顕微
鏡で観察した。 

 なお、コントロールとして、光非照射の樹
脂を用意し、同様の操作を行った。 
 この実験結果を図 6 に示す。光照射した
樹脂 (a) の蛍光は、光非照射の樹脂 (c) と比
較し十分強かった。これは、樹脂が光照射に
より FITC-Con A を捕捉したことを表して
いる。樹脂 (c) は光照射した樹脂 (a) を還元
剤処理したもので、観察された蛍光は還元剤
処理前より弱くなった。つまり、樹脂が光照
射により捕捉した FITC-Con A は、還元剤処
理により放出されたことを示す。実験の諸条
件の最適化が必要だが、当初の目的である機
能性樹脂の開発に成功した。 
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