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研究成果の概要（和文）：本研究では生物活性化合物の標的蛋白質とその結合部位同定を目指して、標識官能
基・アフィニティー精製タグ・検出官能基の３つの機能を併せ持つ「反応性アフィニティータグ」の開発を目指
した。その結果、β－ケトアミドおよびO-ニトロベンゾキサジアゾール（NBD）ユニットに関して、新たに１つ
の機能を付与させることに成功した。最終的に反応性アフィニティータグを開発し、生物活性化合物の結合蛋白
質の蛍光標識化および標識化されたペプチド断片を精製・同定することを達成した。

研究成果の概要（英文）：To identify the target proteins and binding sites of bioactive compounds, we
 planned to develop “reactive affinity tag”, which can label/purify/detect binding proteins of 
bioactive compounds. As a result, we successfully installed another function into β-ketoamide or 
O-nitrobenzoxadiazole (NBD) unit. Finally, we developed a reactive affinity tag, which enabled us to
 label/detect the binding proteins of bioactive compounds and purify/identify the labeled peptides.

研究分野： 化学反応を利用した生物活性化合物の結合分子同定法の開発

キーワード： 有機化学　タンパク質　ペプチド　アフィニティー精製　アフィニティーラベリング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ケミカルバイオロジー分野において、生物

活性化合物の結合タンパク質の同定、さらに
その結合部位の同定は、その作用機序解明の
ためには非常に重要な情報を与える。そのた
めには、生物活性化合物の活性を損なうこと
なくプローブ化することが必要である。 
生物活性化合物をプローブ化する際には、

結合タンパク質と共有結合を形成できる「標
識官能基」、標識されたタンパク質を精製す
るための「アフィニティー精製タグ」、標識
されたタンパク質を検出するための「検出官
能基」の３つの官能基を導入することが一般
的である。しかしながら３つの官能基を導入
することは、しばしば元の化合物の生物活性
を損なうため、より小さな官能基の開発が求
められていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では「標識官能基」、「アフィニティ
ー精製タグ」、「検出官能基」の３つの機能を
併せ持つコンパクトな「反応性アフィニティ
ータグ」を開発することを目指す。これによ
り、活性を損なうことなく生物活性化合物を
プローブ化し、その結合タンパク質ないしは
結合部位の同定を可能とすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではまず目的とする３つの機能の
うち２つを併せ持つ官能基を検討し、その上
で見出された官能基に対して３つ目の機能
を付与することで最終的に目的とする「反応
性アフィニティータグ」の開発を目指す。 
 ２つの機能を併せ持つ官能基としては、 
①β-ケトカルボニル化合物 
②O-NBD ユニット 
に着目し、それぞれの検討を進めながら最終
的に3つ目の機能を付与することを目指して
研究を行った。 
 
４．研究成果 
以下２つに分けて研究成果を記載する。 

 
①β-ケトカルボニル化合物 
「アフィニティー精製タグ」と「検出官能基」
を併せ持つタグとして、β-ケトカルボニル
構造に着目して研究を行った。β-ケトカル
ボニル化合物はパラジウム錯体と反応する
ことで、パラジウムエノラートを生成し、こ
れが様々な求電子剤と反応することが知ら
れている。研究代表者が所属する研究室では
これまでにキラルなパラジウム錯体を触媒
として、様々な不斉触媒反応が開発されてき
た。一方でこれらの反応は水や酸素が存在す
る中でも、良好に進行することが知られてい
た。そこで研究代表者は、反応系中で生成す
るパラジウムエノラートが単離可能なほど
安定ではないかと推定し、その単離・精製を
試みた。その結果、β-ジケトンおよびβ-ケ
トアミドを基質とした時に、生成するパラジ

ウムエノラートが単離可能であることを見
出した。さらにその X線結晶構造解析にも成
功し、これまで推定されていた不斉誘起メカ
ニズムを実証することにも成功した（下図）。 
 

 またこの過程で、β-ケトアミド化合物も
不斉触媒反応の基質として適すること、さら
にこれまで不斉触媒反応で検討されてきた
β-ケトカルボニル化合物に比べて高い反応
性を有することを見出した。その詳細を明ら
かにすべく、β-ケトアミドから生成するパ
ラジウムエノラートを単離し、同様に X線結
晶構造解析を行った結果、パラジウムエノラ
ートの平面四配位構造に歪みがあり、これが
反応性の高さに寄与する可能性を見出した
（下図）。 
 

 一方、以上の結果を受けて申請者はβ-ケ
トアミド化合物をタグとして用いることを
計画した。すなわち、パラジウム錯体を担体
に固定化し、パラジウムエノラートとしてβ
-ケトアミドを捕捉し、さらに検出官能基を
持つ求電子剤と反応させることで検出官能
基を導入しながら溶出させることを計画し
た。そこで、その実現に向けて種々条件検討
を行った。まずパラジウム錯体を固相上に固
定化し、これに対してβ-ケトアミド化合物
を処理し、金属エノラートが生成するかどう
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かを調べた。その結果、β-ケトアミドがパ
ラジウムエノラートとして速やかに捕捉さ
れることが明らかとなった。そこで、β-ケ
トアミドのアフィニティー精製タグとして
の可能性を検証すべく、ペプチドにβ-ケト
アミド構造を導入したモデルペプチドを用
いて検討を行った。その結果非常に複雑なペ
プチド混合物中からでもモデルペプチドを
効率よく精製することに成功した。 
さらに、捕捉したのちに適する求電子剤と

反応させることで検出官能基へと変換する
検討を行った。その結果、効率はいまだ低い
もののβ-ケトアミド化合物の精製と蛍光標
識化を同時に行うことに成功した。これによ
り、本タグは２つの機能を併せ持つことにな
った。3 つ目の機能付与に関しては、本研究
課題の間には行えなかったが、今後検討した
いと考えている。 
 
②O-NBD ユニット 
 O-ニトロベンゾキサジアゾール（NBD）は
アミノ基と反応性を有し、それ自体は蛍光を
持たず、アミノ基と反応した N-NBD は蛍光を
持つことが報告されている。そこで我々は
O-NBD がリシンの持つアミノ基と反応したと
きだけ蛍光を示すTurn-ON型の蛍光標識官能
基として機能できるのではないかと考えた。
そこで、我々は様々な生物活性化合物に
O-NBD を導入し、その結合タンパク質の標識
化を検討したところ、いくつかの化合物に関
してタンパク質の蛍光標識化に成功してい
る（下図）。 

 
 このことは、O-NBD が標識官能基と検出官
能基二つの機能を兼ね備えていることを示
唆している。そこでさらに、本官能基に 3つ
目の「アフィニティー精製タグ」としての機
能を付与することを計画した。種々条件検討
を行った結果、N-NBD 化ペプチドを精製する
手法を開発することに成功した。そこでこの
手法を用いて、蛍光標識された結合タンパク
質を酵素処理して得られるペプチド混合物
から N-NBD 化ペプチドを精製し、同定する手
法へと展開した。種々条件検討を行った結果、
通常の LC-MS/MS 解析では同定できなかった
N-NBD 化ペプチドを同定することに成功した。
以上の結果から最終的に O-NBD ユニットを
「標識官能基」「検出官能基」「アフィニティ
ー精製タグ」、３つの機能を持つ官能基とし
て機能させることを達成した。 
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