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研究成果の概要（和文）：生物活性物質の標的分子の同定は、生物活性物質の作用機構を解明す

る上で最も重要であり、それは生物活性物質が関与する未知の生命現象を分子レベルで明らか

にするための手がかりを与える。本研究では、生物活性物質をダイマー化したプローブを用い

て分子標的を同定する方法の開発を試みた。カビのマイコトキシン生産を特異的に阻害する化

合物とキチナーゼ阻害物質アロサミジンをモデル化合物とした。各種誘導体の構造と活性をも

とに、トリコテセン阻害物質であるプレコセンⅡのダイマーを調製したが、活性を保持したダ

イマーを得ることはできなかった。そこで、既知の方法ではあるが最新の手法であるクリック

ケミストリーと磁気アフィニティービーズを用いる方法を適用し、旧来のフォトアフィニティ

プローブを用いる方法と比較しながら、標的分子の同定を進め、候補タンパク質の同定に至っ

た。アロサミジンのダイマー化は、目的の部位でのダイマー化には至っておらず、現在さらな

る実験を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）：Identification of the target molecule of a bioactive compound is most 

important for clarifying the mode of action of the compound. The target molecule can afford 

a clue to investigate the unknown biological phenomenon concerning the bioactive 

compound at the molecular level. In this study, we attempted to develop a novel method for 

identifying the target molecule using a dimer probe. Mycotoxin production inhibitors and 

allosamidin, a chitinase inhibitor, were used as model bioactive compounds. A dimer of 

precocene II, specific inhibitor of trichothecenes, was prepared based on the 

structure-activity relationship work, but no dimer with inhibitory activity was obtained. 

Therefore, we tried to investigate its target molecule using click chemistry and magnetic 

affinity-beads methods, which are recently developed, by comparing the methods with 

conventional photoaffinity probe method, and we have gotten a candidate protein as the 

target molecule. Preparation of allosamidin dimers is still in progress because it is difficult 

to connect two allosamidin molecules at desirable positions.   
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１．研究開始当初の背景 

微生物や植物由来の二次代謝産物には特
異な生物活性を有する化合物が含まれる。得
られた天然物は医薬、農薬等に利用され有用
である。また基礎科学に大きなインパクトを
与える。生物活性物質研究において新規物質
の発見は最も重要である。それと同等に活性
物質の作用機構の解明は重要である。作用機
構解明はより有効な薬剤開発につながる。ま
た生命科学の未知領域への切り込みとなる
場合が多い。作用機構の鍵となるのが標的分
子である。標的分子の同定は活性物質と特異
的に結合するタンパク質等をとらえること
で行う。最も一般的な手法は以下のとおりで
ある。まずリガンドである活性物質をプロー
ブ化する。放射能、蛍光、光親和性基、ビオ
チン化ラベルがプローブ化に用いられる。そ
のプローブとの結合を指標に標的分子を得
る。しかしこの手法で速やかに標的分子が得
られることは稀である。プローブの結合活性
の低下、非特異的結合、標的分子の存在量等
の問題が大きく立ちはだかる。従って、もっ
と確実に標的分子を同定する手法の開発が
強く望まれている。 

 

２．研究の目的 

 前述のように、生物活性物質の標的分子の
同定は、生物活性物質研究分野において現在
最も重要な課題であるが、現在用いられるフ
ォトアフィニティプローブによる方法では
同定が極めて困難である。そこで、本研究で
は標的分子を同定するための新たな手法の
開発を試みることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 生物活性物質を二量体化したプローブに
標的分子を結合させることで、分子量が倍加
したタンパク質として標的分子を検出する
ことが可能ではないかと考えた。そこで、
Fusarium graminearum のマイコトキシン
であるトリコテセン化合物の生産を特異的
に阻害するプレコセンⅡ、およびキチナーゼ
を特異的に阻害するアロサミジン類をモデ
ル化合物として二量体化プローブの調製を
検討した。 
 また、本研究課題の開始当初はあまり使用
されていなかったクリックケミストリーと
磁気アフィニティービーズを用いる手法が、
標的分子の同定に有効であるとの報告が最
近多くなされていることより、旧来のフォト
アフィニティプローブを用いる方法とクリ
ックケミストリーあるいは磁気アフィニテ
ィービーズを用いる新たな手法を比較しな
がら、プレコセンⅡの標的分子の同定を試み
た。 

４．研究成果 
（１）プレコセンⅡの構造活性相関とダイマ
ープローブ 
 プレコセンⅡの各種誘導体を調製し、F. 
graminearum のトリコテセン生産阻害活性
を調べた。その結果、プレコセンⅡ（図１）
の 6位あるいは 7位のメトキシ基の構造変換
は活性を保持できることが判明した。その際、
6 位をエトキシあるいはブトキシ基とした化
合物 1および 2が強い活性を保持するのに対
し、7位を置換した化合物 3 および 4 は弱い
活性を示した。これらの知見をもとに、6 位
どうしをメチレンで結合した化合物 5を調製
したが、活性を全く示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ プレコセンⅡおよび誘導体の構造 

 
 
 
（２）プレコセンⅡの標的タンパク質の同定 
 ま ず 、 プ レ コ セ ン Ⅱ に よ る F. 
graminearum の代謝系における変化を菌体
に発現するタンパク質を網羅的に解析する
ことで調べた。その結果、プレコセンⅡによ
り、メバロン酸経路を含めたトリコテセン生
合成酵素の発現が減少することが認められ
た。メバロン酸生合成酵素の発現減少が見ら
れたため、エルゴステロール生産に対するプ
レコセンⅡの影響を調べたが、影響を与えな
いことが示された。その際に、塩化コバルト
を培地に添加すると、トリコテセンの生産が
大幅に促進される現象を見出した。さらに、
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ミトコンドリアから細胞質にアセチル-CoA

を供給する際に重要な ATP-citrate lyase の
発現もプレコセンⅡにより低下することが
分かった。そこで、アセチル -CoA と
ATP-citarte lyase mRNA 量に対するプレコ
センⅡの影響を調べたところ、それらはプレ
コセンⅡにより低下することが示され、プレ
コセンⅡの作用に ATP-citrate lyase の発現
が大きく関与することが示唆された。 
 以上の生化学的なプレコセンⅡの作用に
関する知見をもとに、標的タンパク質の同定
を試みた。プローブとの結合実験に用いる菌
体タンパク質について、F. graminearum の
菌体からタンパク質を穏やかな条件で抽出
する方法を検討し、プロトプラストとした後
タンパク質を抽出する手法を開発した。 
まず、クリックケミストリーを用いた結合

タンパク質の検出を試みた。末端三重結合を
持つ化合物 6を調製したところ強い活性を保
持していた。そこで化合物 6 と共有結合する
タンパク質の検出を試みたが、結合タンパク
質を得ることはできなかった。 
そこで次に、旧来のプローブとして光反応

基であるアリルアジド基とビオチン残基を
有する化合物 7を調製し結合タンパク質を検
出した。図２に示すように非特異的に結合し
たと考えられるバンドが多く見られたが、過
剰量のプレコセンⅡを添加した競合阻害実
験によって消失するバンド（矢印）が 27 kDa

付近に検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２ フォトアフィニティープローブを用

いた結合タンパク質の検出 
 
 
 
次に、磁気アフィニティービーズのリンカ

ーにプレコセンⅡ分子を結合したプローブ 8

を調製し、結合タンパク質の検出を試みた。
図３に示した結合実験の手法を確立し、非特
異的結合によるタンパク質のバンドを図２

と比べて大幅に減少させ、図４に示したよう
に競合実験で消失するバンドを 27 kDa付近
に検出した。このバンドは図２のバンドとお
そらくは同じタンパク質に由来するもので
あると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 磁気アフィニティービーズを用いた

実験方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 磁気アフィニティービーズを用いた

結合タンパク質の検出 
 
 
 
図４の矢印のバンドを切り出し、トリプシ

ンで消化後、LC MS/MSでペプチドマッピン
グを行った。その結果、バンドに含まれるタ
ンパク質はミトコンドリア内膜の ADP/ATP 

translocase であることが判明した。前述の
ATP citrate lyase との関連が示唆されるこ
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とから、現在遺伝子破壊や他の阻害剤を用い
る実験を行い、得られたタンパク質がプレコ
センⅡの標的分子であることを確認してい
る。 
 
（３）アロサミジンの二量体化 
 アロサミジンの N-デメチル体であるデメ
チルアロサミジンのモノ脱アセチル化によ
り得られたモノアミン体について、
BM(PEG)2をスペーサーにした二量体化を試
みた。モノアミン体と BM(PEG)2を種々のモ
ル比で混合し、DMF 中塩基性条件で反応さ
せた。その結果、微量生成物であるものの二
量体の生成が認められた。そこでアロサミジ
ンについても同様にモノ脱アセチル化体の
二量体化反応を行ったが今度は、二量体は得
られなかった。おそらく、アロサミジンのア
ミノオキサゾリン骨格の存在が目的の部位
での反応を阻害していると考えられた。また、
非特異的な多量化反応剤であるヘキサメチ
レンジイソシアネートを用いて反応を行っ
たが反応に用いる溶媒への溶解性の問題で
二量体は得られていない。現在さらなる反応
の検討を行っている。 
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