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研究成果の概要（和文）：天然物の活性発現機構の解明には、結合タンパク質の合理的な同定法の開発が最重要課題で
ある。本研究では、天然物リガンドとして抗癌活性化合物OSW-1を対象とし、(1)有機合成法によりOSW-1を基盤とした
活性型フォトアフィニティープローブおよび不活性型プローブを創製し、(2) 2種プローブフォトアフィニティーラベ
リング法の応用によりOSW-1の未知結合タンパク質の探索を行った。本研究で開発した活性型、不活性型フォトアフィ
ニティ－プローブは天然物リガントの結合タンパク質の探索に有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Identification of binding proteins is critical for understanding the mechanism of 
action for natural products. In this study, we synthesized an active photoaffinity probe based on an 
antitumor saponin OSW-1 and corresponding inactive photoaffinity probes to apply the previously developed 
dual-probe photoaffinity labeling method for the identification of OSW-1 binding proteins. We showed that 
the active and inactive photoaffinity probes we developed were useful in detecting candidate proteins 
selective toward the active probe.

研究分野：生物有機化学・ケミカルバイオロジー

キーワード： フォトアフィニティープローブ　フォトアフィニティーラベリング　天然物リガンド　OSW-1　結合タン
パク質
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１．研究開始当初の背景 

天然物の活性発現メカニズムの解明には、
結合タンパク質の合理的な同定法の開発が
最重要課題である。天然物が作用する細胞系
は 1万種以上のタンパク質が広いダイナミッ
クレンジで発現している複雑な系である。ア
フィニティーカラムを用いた従来法では、高
発現量の非特異的結合タンパク質が偽陽性
検出される問題が古くより未解決であり、多
くの場合に結合タンパク質の真偽の検証に
労力を要する。特に低発現量タンパク質や膜
タンパク質などへの適用は困難であり、一般
的な方法論は確立していない。このため天然
物リガンドの結合タンパク質を同定するた
めには、プロテオームを広く探索でき、また
特異的な結合活性を有するタンパク質のみ
を選択的に検出し、単離する手法を確立する
必要がある。 

我々はこの問題の解決に向けて、結合タン
パク質を光反応により共有結合でラベル化
するフォトアフィニティーラベリング(PAL)
法に着目した。本手法は、天然物を光反応基
で誘導化したプローブを用いて、タンパク質
混合溶液中で特異的にプローブと結合した
タンパク質のみを架橋する。生細胞にも適用
可能であり、原理的にタンパク質探索の網羅
性が高い点が利点である。非特異的なタンパ
ク質との反応性が技術的な問題であるため、
われわれは不活性型プローブを併用するこ
とで、活性型プローブと非特異的タンパク質
との結合作用を競合阻害し、本手法の改良を
図った。活性型/不活性型 2 種プローブをワ
ンポットで併用し、PAL 反応生成物を異なる
波 長 の 蛍 光 ラ ベ ル に よ り 識 別 す る
dual-probe photoaffinity labeling system
を開発し、細胞溶解液中の含有率が 0.1%のモ
デル結合タンパク質の選択的検出に成功し
た。（Sakurai et al. ChemBioChem 2013,14, 
421.）。 

ユリ科植物由来の抗癌活性サポニン
OSW-1(Figure １)は、非常に強力（IC50 = 0.25 
nM；HeLa 細胞）かつ選択的な抗癌活性を示す
ため注目される。これまでに全合成や構造活
性相関研究や作用機構解析について多くの
報告があるが、その分子レベルでの作用機構
は分かっていない。近年の報告では、アフィ
ニティーカラムを用いた化学的手法により
oxysterol 結合タンパク質（OSBP；Shair et al. 
Nat. Chem. Biol. 2011, 7, 639.)が、一方
細胞生物学的手法では Na+/Ca2+ exchanger 
1(NCX1)が OSW-1 結合タンパク質として発見

された(Huang et al. J. Biol. Chem.)。こ
れらより、OSW-1 には複数の結合タンパク質
が存在し、その作用機構は複雑であることが
示唆されている。既に OSW-1 及び活性型同族
体について、産生植物からの簡便な抽出精製
法を確立しており、単離した化合物を用いて
3 次元構造解析を行った結果、初めて活性構
造に関する仮説を発表した（Sakurai et al. 
Org. Lett. 2010, 12, 5732.)。 
 

 

２．研究の目的 

天然物結合タンパク質の合理的な同定法
の開発に向けて、プロテオームを広く探索で
き、また天然物リガンドの特異的・非特異的
結合相互作用を制御し識別する方法論が求
められる。本研究では、天然物リガンドとし
て抗癌活性化合物 OSW-1 を対象とし、(1)有
機合成法により OSW-1 を基盤とした活性型
フォトアフィニティープローブおよび不活
性型プローブを創製し、(2) 2 種プローブフォ
トアフィニティーラベリング法の応用によ
り OSW-1 の未知結合タンパク質探索への応
用を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

OSW-1 を基盤としたフォトアフィニティ
ープローブの合成と機能解析に向けて、以下
の計画に基づいて本研究を実施した。 

(1)OSW-1 の効率的な誘導化方法および
OSW-1 を基盤とした活性型/不活性型フォト
アフィニティープローブの合成法を確立す
る。 

(2)合成した各プローブについて所望の活性
の有無を細胞毒性試験により評価する。 

(3)合成調達した活性型および不活性型プロ
ーブを用いて、細胞溶解液との PAL 反応を
実施する。活性型/不活性プローブと反応した
タンパク質は、それぞれ蛍光イメージング解
析法を用いて検出効率を解析し、OSW-1 結
合タンパク質探索における有効性を検証す
る。 

 
４．研究成果 
(1) OSW-1 の効率的な誘導化方法および

OSW-1を基盤とした活性型/不活性型PALプ
OSW-1 は希少サンプルであるため、まず OSW-1
の部分構造を模したモデル化合物 1において、
有機スズ触媒による水酸基の位置選択的ア
シル化反応を利用して、蛍光ラベルなどの機
能性官能基の誘導化方法を開発した（2-3; 
Scheme 1）。この方法に基づいて、植物試料
より精製調達した無保護の OSW-1 を用いて、
1 工程で位置選択的な蛍光ラベル体 4 の合成

Figure 1. Structure of OSW-1 Scheme 1 



に成功した(Scheme 2)。合成した OSW-1 蛍光
プローブを用いた細胞内局在解析の結果、小
胞体やゴルジ体が OSW-1の細胞内作用部位で
あるという示唆を得た。 

次に、開発した位置選択的アシル化反応を
応用し、2 段階で光反応基を導入する方法を
検討した。モデル化合物を用いて種々の条件
を検討し、glutaryl chloride NHS ester を
第一段階で導入し、第二段階で光反応基を含
むラベル部位をアミド化により導入する方
法を得た(5; Scheme 3)。この方法を無保護
の OSW-1 に対して適用し、所望のフォトアフ
ィニティープローブ 6 を良好な収率で得た
(Scheme 4)。モデル化合物のフォトアフィニ
ティーラベル体は fluorescein-PEG-azide と
の copper-promoted alkyne-azide 
cycloaddition(CUAAC)によりさらに蛍光ラ
ベル化し、OSW-1 の糖鎖部分構造を提示した
不活性型プローブ 7 を得た(Scheme 5)。また
同様のフォトアフィニティーラベルを用い
てステロール部位構造を有する不活性型プ
ローブ 8 を合成した(Scheme 6)。 

 
(2)合成した各プローブの細胞毒性試験 

合成調達した活性型および不活性型プロー
ブについて、それぞれ期待される活性を有す
るかどうかを HeLa 細胞を用いて細胞毒性試
験を実施した。その結果、活性型プローブは
OSW-1 と同等の活性を保持し、不活性型プロ
ーブはいずれも不活性であることを確認し
た。 

 
(3)活性型および不活性型プローブを用い

た細胞溶解液中における PAL 反応および
OSW-1 結合タンパク質探索への応用 

合成した活性型・不活性型フォトアフィニ
ティープローブをタンパク質の効率な検出
に用いることができるかどうかを検討した。
まず活性型プローブ 6と不活性型 5,7-8 それ
ぞれを、sterol への結合特性が既知のモデル
系タンパク質である BSAとバッファ中で結合
させ、氷浴上で 365 nm の UV を照射し反応さ
せた。反応生成物はアセトン沈殿による粗精
製後、Rhodamine-azide を用いて CUAAC 反応
条件下で蛍光ラベル化し、電気泳動と蛍光イ
メージングにより解析した。UV 非照射条件や
プローブ非存在条件下の反応生成物との比
較から、アルキン基を有するプローブを介さ
ずに、CUAAC によるタンパク質への非特異的
な Rhodamine ラベル化が進行し、PAL 反応に
よる結合タンパク質の架橋生成物の解析を
妨げることが判明した。このため、CUAAC 反
応の条件を検討し、界面活性剤を適当量に含
有する酢酸ナトリウムバッファを用いた反
応条件下で非特異的な蛍光ラベル化を多少
抑制できることを見出した。 
 
次に HeLa 細胞溶解液中において、各プロー

ブのそれぞれを用いて PAL 反応を行った。細
胞溶解液との PAL反応生成物を電気泳動解析
した場合には分離能が著しく低下したため、
未反応プローブの除去や脱塩条件を種々検
討した。フォトアフィニティープローブ 5-8
は比較的疎水性が高いため、クロロホルム－
メタノール沈殿を繰り返す精製条件を用い
ることとした。この上で細胞溶解液と PAL 反
応生成物を蛍光イメージングにより比較解
析したところ、活性型プローブに選択的にク
ロスリンクしたタンパク質が検出された。こ
の結果より、本研究において開発した活性
型・不活性型フォトアフィニティープローブ
は、OSW-1 の結合タンパク質の探索に有用で
あることが示唆された。今後は、活性型・不
活性型 2種プローブを用いた検出条件をさら
に最適化した後、活性型プローブによって選
択的に検出された結合タンパク質候補を同
定する予定である。 
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