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研究成果の概要（和文）：　人体に有益な作用を有する小分子化合物の実用化には、標的の同定や作用機構の確認が必
要不可欠になっているが、それらは煩雑であったり困難なことが多い。そこで本研究では小分子化合物の標的分子解明
に有効で、かつ化合物側に低浸襲な方法の開発を検討した。個々の化合物で無限に変わりうる化学構造を誘導化するの
ではなく、小分子化合物・標的分子複合体の検出方法を工夫することとした。抗体は化合物の無限の構造バラエティに
適応しうる分子であり、化合物の種々部分構造を認識できる可能性を有している。そこで、化合物の構造要素を認識す
る抗体を調製し、小分子化合物・標的分子複合体の検出・解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The target identification and mechanism validation of a small compound is importan
t but difficult step. To improve methods concerned, we utilized the antibody, which can recognize a variet
y of compound structures. We prepared anti-low molecular weight compound antibodies and applied it to targ
et detections.
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１．研究開始当初の背景 

生理活性物質、中でも天然から得られ、

人体に有益な作用を示す小分子化合物は、

古くから薬として利用されてきた。古典医

学ではその多くが経験的に有用と判断され、

利用されてきたが、近代医学で利用される

薬剤は、化学的性質や薬物動態、作用と副

作用のバランス、動物実験を含む治験によ

り、その有用性が証明されなければならな

い。特に最近では Evidence-based medicine 

の流れにより、薬剤の実用化には標的の同

定や作用機構の確認が必要不可欠になって

いる。 

しかしながら標的分子の同定は煩雑で困

難なことが多いステップである。その理由

として、化合物をビオチンなどでラベル化

し物理的相互作用をもとに標的分子を釣っ

てくる場合、１）小分子化合物の活性を失

わないよう誘導化するためには、まず構造

活性相関研究が必要であること、２）それ

ゆえおのおのの化合物ごとに検討する項目

が多く、手法の一般化が難しいこと、３）

誘導化できた場合でも標的分子の特定が必

ずしも成功するとは限らないこと、などが

あげられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では上記の問題解決のため、小分

子化合物の標的分子・結合様式解明に有効

で、かつ化合物側に低侵襲な方法の開発を

検討することとした。そのために、１）化

合物の誘導化を無くす、もしくは最小限に

抑える、２）種々小分子化合物に一般化で

きる、といった条件を満たす手法の開発を

検討する。 
 
３．研究の方法 

本研究では、個々の化合物で無限に変わ

りうる化学構造を誘導化するのではなく、

小分子化合物・標的分子複合体の検出方法

を工夫することとした。この目的に適した

検出系として化合物の無限の構造バラエテ

ィに適応しうる分子である抗体が挙げられ

る。抗体は多種多様なレパートリーと、抗

原に対する特異性親和性（結合反応の結合

定数は 10-5~10-11 M-1の範疇にある）から、

化合物の種々部分構造を認識できる可能性

を有している。したがって、様々な構造要

素を認識する抗体を用意することで、小分

子化合物・標的分子複合体を検出できると

考えられる。 

 上記に基づき小分子化合物を対象に、標

的分子の効率的探索法、結合様式解析法の

検討を行うため、１）抗小分子抗体を取得、

２）小分子化合物と標的分子複合体を抗小

分子抗体で検出することによる標的分子の

特定、３）小分子化合物と標的分子の結合

様式の解析、を検討する。 
 
４．研究成果 

まずはポリクローナル抗体の調製を行っ

た。小分子化合物に対する抗体を作成する

うえで問題となるのは、その抗原性の低さ

である。しかし単純な小分子化合物自体で

免疫応答を引き起こさなくても、タンパク

質と結合すると免疫応答を引き起こすよう

になることが知られている。そこでモデル

化合物であるRhizoxinをKLHタンパク質

と conjugate し、ウサギポリクローナル抗

体調製を検討した。複数のウサギに異なる

抗原濃度と免疫回数で免疫し、Rhizoxin と

BSAの conjugateを用いて血清の抗体価を

適宜モニターした。得られた血清の反応性

を各種抗原を用いて ELISA 法で評価し、

Rhizoxin 部分を認識すると考えられるポ

リクローナル抗体を得た。また KLH を認

識する抗体をできるだけ除去する検討等も

行った。 

Rhizoxin を認識するポリクローナル抗

体が得られたので、Rhizoxin とその標的分



子 tubulin の複合体の検出を試みた。まず

Rhizoxinと tubulinの複合体形成条件を検

討した。その際、Rhizoxin が tubulin と共

有結合すると示唆される条件で、抗

Rhizoxin 抗体による検出ができた。このこ

とから、Rhizoxin が tubulin と共有結合に

より結合することが示唆された。Rhizoxin

が tubulin と共有結合するという報告はこ

れまでになく、これは抗 Rhizoxin 抗体が

なければ見出すのが困難だったと考えられ

る。また Rhizoxin-tubulin 複合体の抗低分

子抗体による検出ができたことになる。 

次に Rhizoxin-tubulin 結合部位の解析

を行った。まず Rhizoxin 類縁体を用いて

tubulin との複合体の抗体検出を検討した

ところ、ある化学構造がない類縁体では抗

Rhizoxin 抗体による検出効率が顕著に低

まった。抗体の認識能力の違いの可能性も

あるが、この化学構造をもって tubulin と

共有結合している可能性が示唆された。さ

らに非標識 Rhizoxin の結合部位を特定す

る検討を行った。タンパク質はラベル化さ

れると、その pI や泳動パターンが変わる可

能性がある。そこで Rhizoxin-tubulin 複合

体を調整し、二次元電気泳動で Rhizoxin

ラベル化された tubulin のみの分離・検出

を試みた。これまでにいくつかのデータが

得られており、その結果に基づき結合部位

モデリングを行った。現在は MS よる結合

部位解析を検討中である。 
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