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研究成果の概要（和文）：自動合成を用いたプローブ合成，規格化された計測条件の設定，バイアスをかけずに
１分子計測データを解析することができる解析系の構築，をもって，安定してデータを蓄積していくことが可能
な仕組みを整備することに成功した．開発した技術について研究期間中に６件の特許出願がおこなわれ，個別の
実験系開発およびバイオマーカーの発見に係る研究成果が J. Am. Chem. Soc. 誌，Chem. Sci. 誌，Adv. Sci. 
誌，Cell Rep. Methods 誌などに掲載された．

研究成果の概要（英文）：We have established the enzymomics platform based on single-moelcule enzyme 
activity assay by establishment of (1) automated probe synthesis platform, (2) standardized assay 
platform, and (3) non-biased data analysis method. During the research period, 6 patents were 
applied, and the individual results of biomaker discovery was reported in jounals such as J. Am. 
Chem. Soc., Chem. Sci., Adv. Sci., and Cell Rep. Methods.  

研究分野：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
これまで 10^6-10^9 分子を集団として扱うことが通常であったタンパク質機能解析において，１分子レベルの
網羅的解析をおこなうという概念を導入し，その実用性を示すことに成功したことで，新たなタンパク質機能解
析の方法論の提案に繋がった（総説投稿中）．また，研究成果の実用化については，研究期間中に出願された特
許６件のうち５件について，研究機関である東京大学と膵臓がんをはじめとする疾患の早期診断技術の開発を目
指す大学発スタートアップ企業の間にライセンス契約が締結され，成果の社会実装に向けた先鞭がつけられた．

※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 
研究代表者らは，酵素の生きた機能である活性の評価を可能とする方法論「enzymomics
（enzyme の omics）」の方法論を提案し，これを用いた疾患関連タンパク質の機能異常の発見
と理解を進めてきた．特に，タンパク質の機能異常を基盤とした疾患診断は activity-based 
diagnostics という言葉をもってその重要性が提唱されており，これに用いるバイオマーカーを
発見し得る研究代表者らの方法論は，その発展が強く期待されるものであった． 
本研究では，enzymomics の方法論の超高感度化，網羅化を達成する実験系を開発し，リキッ
ドバイオプシー法を用いた血液中の酵素活性の異常の理解に基づく疾患の理解を実現する基盤
技術構築を目指しておこなわれた．研究開発開始当初，１分子酵素活性計測を背景とした疾患診
断の方法論の端緒となる成果が得られていたものの，血液中あるいは他の体液中でどのような
酵素がどれくらい存在していて，どのような酵素が疾患と関わって異常をきたすかといった知
見はほとんど得られておらず，本研究では１分子酵素活性計測系の網羅化と規格化した計測系
による測定データの蓄積をもって，この理解を進めていくことが強く求められていた． 
 
２．研究の目的 
研究代表者らが開発した生体サンプル中の１分子酵素活性の計測技術は，微細加工技術によ
って調整された多数のマイクロチャンバーを有するデバイスに十分に希釈したサンプルをロー
ドすることによって酵素分子を確率論的に１分子ずつ分画した状態で酵素の活性解析をおこな
う１分子酵素活性計測法に基づいている．その概念実証（S. Sakamoto et al. Sci. Adv. 2020）を
受け，これを一般化するために以下の２点に注力した技術開発をおこなった． 
(1) 合成系の一般化 
従来の蛍光プローブの有機合成は，一般的な有機合成によって進められ，各ステップの反応，
精製の過程はそれぞれ研究者の試行錯誤によって進められ，１つのプローブの合成に月～年の
日時を要することも珍しくない．申請者らは，バイオマーカー酵素の活性探索，評価のプロセス
を加速させるため，規格化された条件で多様なプローブ合成を可能とするため，Phos-tag を用
いた固相抽出による synthesis-based on affinity separation（SAS）法を利用した迅速な蛍光プ
ローブの合成，精製法の確立を目指した研究をおこなった． 
(2) 計測，データ解析の一般化 
１分子アッセイに用いるマイクロデバイスは，現在自作のものを用いているが，市販のマイク
ロデバイスと分注装置を用いて大量のデータを再現性よく計測する仕組みを構築していことを
目指した．これによって得られる大量の計測データに対し，その特徴量を抽出して群間比較をお
こなう解析プラットフォームを研究分担者の水野忠快助教（東京大学）と共同で開発し，規格化
された条件で計測された血液中，組織中の大量の酵素活性データの間の比較をおこなう仕組み
を確立することを目指した． 
 
３．研究の方法 
自動合成を用いたプローブ合成，規格化された計測条件の設定，バイアスをかけずに１分子計
測データを解析することができる解析系の構築をもって，安定してデータを蓄積していくこと
が可能な基盤の整備をおこなった．これにより，各種バイオマーカーの発見の大幅な加速が期待
される状況となった． 
(1) 合成系の一般化 

Phos-tag を用いた SAS 法を確立するため，各種条件検討を進め，１分子酵素活性計測に用
いることができる蛍光プローブの並列合成を可能とする新たな合成法を確立し，100 種類以上
の新規の１分子酵素活性計測系の構築に繋げる成果を得た．これを用いて各種疾患に関係する
血液サンプルの解析をおこない，疾患と関わる機能異常を多数見出すことに成功した． 
(2) 計測，データ解析の一般化 
市販のマイクロデバイスを用いたアッセイをおこなう仕組みを構築し，これに合わせた適切
な測定条件の設定をおこなった．特に，マイクロデバイスへのサンプルのロードの過程を自動化
する仕組みを構築し，測定間の誤差を大きく抑えて安定したデータを取得することができる仕
組みを構築した．また，市販のデバイスを用いた際に紫外光の透過率が著しく低いなどの課題が
生じたため，合成系の一般化の仕組みを更に拡張して，従来の紫外光励起の蛍光団から可視光励
起可能な各種蛍光団を新規開発し，これらを使ったアッセイ系の構築をおこなった． 
 
４．研究成果 
開発したアッセイ系を用いて，膵臓がん（S. Sakamoto et al. Cell Rep. Methods 2024），大
腸がん（N. Nagano et al. Chem. Sci. 2023），脳腫瘍（M. Minoda et al. J. Am. Chem. Soc. 
2025），肝障害（T. Ukegawa et al. Adv. Sci. 2023）の１分子酵素活性バイオマーカーの発見
に繋げ，それぞれ論文発表をおこなった．また，これらの発見に繋がる各種プローブの基本設計
について，特許出願をおこなった（特願 2023-527924， PCT/JP2023/017768，
PCT/JP2023/007926，特願 2023-113583，特願 2024-207054，24-0038-001WO01）． 



これらの研究成果を活用し，特に膵臓がんの早期診断技術の社会実装に繋げる試みが大学発
スタートアップ企業によって進められており，本研究の成果の実用化に向けた端緒を与えるこ
とができたと考えている． 
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