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研究成果の概要（和文）： 半田ビーズ上に天然物リガンドを効率的に固定化させるべく、エステル結合やクリック反
応を利用する方法を確立した。エリスロマイシン誘導体や脂溶性ビタミンK2、サリチル酸など、多種多様な天然物リガ
ンド固定化半田ビーズの作製に成功した。
 半田ビーズを用いたアフィニティ精製及び生化学的解析を基盤に、天然物リガンド（ビタミンK2、サリチル酸）の標
的タンパク質（Bak、ferrochetalase）を同定し、天然物リガンドが持つ生物活性の作用機構の一端を解明した。加え
て、いくつかの共同研究で優れた成果を挙げることができた。

研究成果の概要（英文）：To immobilize various type of bioactive natural products on Handa beads 
effectively, we established the method that utilize reliable esterification and click reaction with azide 
and acetylene. We successfully prepared various bioactive natural product-immobilized Handa beads. 
(bioactive natural products: erythromycin derivative, vitamin K2, salicylic acid and others)
Through affinity purification with the bioactive natural product-immobilized Handa beads and biochemical 
analyses of the specific binding proteins to the bioactive natural product, we identified target proteins 
(Bak for vitamin K2; ferrochelatase for salicylic acid) for the bioactive natural products and elucidated 
mechanisms of action of the bioactive natural products. Additionally, exceptional results were achieved 
by research collaboration.

研究分野： 生化学、分子生物学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 天然物リガンド　分散性磁性ビーズ　アフィニティ精製　標的タンパク質　生体内作用機構
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１．研究開始当初の背景 

 ケミカルバイオロジーの発展により、生物
活性物質（リガンド）の標的分子が脚光を浴
びるようになった。しかしながら、標的分子
の多くは、生物学的背景や情報が蓄積された
「有名」タンパク質に限定されていた。一方
で、新規標的分子の同定により関連分野が大
いに進展したことから、リガンドの標的分子
同定はケミカルバイオロジーの最重要課題の
１つとなった。また、構造生物学の飛躍的発
展により、多くのリガンド/標的分子複合体の
構造が解明されてきた。これらの情報を基に
リガンドの最適化･単純化が検討されてきた。
リガンド/標的分子の構造解析からリガンド
アナログ創製という論理的分子設計の発展は、
試行錯誤による活性分子の最適化･単純化に
要する膨大なコスト、時間、労力を大幅に低
減できる未来型の分子設計戦略と期待される。
しかし、特異な生物活性を有し、複雑な化学
構造を有する天然物リガンドの標的分子の同
定は困難で、まだ成功例は少ない。天然物リ
ガンドの標的分子の同定技術が確立されれば、
その波及効果は極めて大きい。最近の成功例
としては、全生存率を高める効果を示す画期
的な新規抗がん剤として開発された海洋天然
物ハリコンドリンBの最適化･単純化アナログ
であるエリブリンの創製が挙げられる。この
ように、天然物リガンドにまつわるサイエン
スは多様な可能性を秘めており、天然物リガ
ンドの標的分子同定を基盤とする「天然物ケ
ミカルバイオロジー」は、天然物化学や関連
分野に新たな方向性の誕生が期待される。 
 

２．研究の目的 

 生物個体に対して「切れ味鋭い」生物活性
を示す天然物リガンドは一般に複雑な構造を
有し、しかも量的供給が困難なことが多い。
そのため、構造を単純化し、活性を増強させ
た超活性単純化アナログの開発が近年盛んで
ある。しかし、誘導体合成による構造活性相
関研究は膨大な労力と時間を要し、その成功
率は決して高くない。故に、リガンドと標的
タンパク質間の親和性や特異性を増強し、薬
剤における副作用の原因となるその他標的タ
ンパク質との相互作用を低減させる総括的で
ラショナルなリガンド分子設計指針が望まれ
る。この実現に、天然物リガンドの主作用お
よび副作用に関わる標的分子を迅速に同定で
きれば、ラショナルな分子設計に基づく超活
性単純化アナログの開発が一気に加速される。 
 研究代表者は、革新的なアフィニティ精製
用担体として高分散性ポリマー被覆磁性ビー
ズ（半田ビーズ）を開発し、その有効性を実証
してきた。半田ビーズは、①有機溶媒中でリ
ンカーを介して多量リガンド（ビーズ１個当
たり 106分子以上）をビーズ上に化学的に固定
化できる、②結合反応液中で十分な浮遊性･分
散性･可動性を有し、ビーズ上でリガンドとタ
ンパク質の再結合･再々結合が頻繁に生じ、リ
ガンド結合タンパク質の回収効率が亢進する、

③ビーズへの夾雑物の非特異的結合が極めて
少ない等の特長を有する。そのため、半田ビ
ーズを用いるアフィニティ精製により、細胞
粗抽出液などのタンパク質ライブラリーから
単一工程で、しかも高回収率・高純度・短時間
にリガンド結合タンパク質の全てを一挙に分
離･濃縮できる。この時、mMオーダーの解離定
数である弱い親和性のタンパク質やタンパク
質複合体もアフィニティ精製される。さらに、
リガンドへの各タンパク質の結合様式･結合
親和性･結合特異性を容易に判別できる。得ら
れた情報を基に、リガンド結合タンパク質群
の中からリガンドの活性に直接に関わる標的
タンパク質を選別することができる。近年、
企業との共同研究によりスクリーニングロボ
ットを開発し、標的タンパク質のハイスルー
プットスクリーニングも可能となっている。 
 本研究では、アフィニティビーズ技術を天
然物リガンド特異的結合タンパク質の探索に
適用し、技術を一般化･汎用化させて、天然物
リガンドの標的分子を半田ビーズによって網
羅的に単離・同定し、天然物リガンドの標的
タンパク質が関与する生体反応の制御機構や
シグナルネットワ－クを解析し、天然物リガ
ンドが持つ生物活性の作用機構を解明し、ア
フィニティビーズ技術の有用性を確証する。 
 

３．研究の方法 

 磁気分離可能な半田ビーズは磁性酸化鉄の
フェライト粒子をコアに持ち、ビーズ表面は
ポリグリシジルメタクリレート（ポリ GMA）で
被覆されている。ポリ GMA に存在するエポキ
シドを化学的に変換し、アミンやカルボン酸
などの多様な官能基をビーズ上に提示させる
ことができ、適切な反応条件下でアミド結合･
エステル結合･エーテル結合など様々な共有
結合様式を介してリガンドをビーズ上に一定
量固定化できる。本研究では、領域計画研究
者らが保有する天然物リガンドを含め、多様
な天然物リガンドを部位特異的に半田ビーズ
上に固定化する一般的な技術を確立する。 
 そして、タンパク質ライブラリーから天然
物リガンドと特異的に結合するタンパク質を
効率的かつ網羅的に分離･回収できるように
アフィニティビーズ利用する精製スキームの
最適化を図る。親水性天然物リガンドの場合、
遊離リガンドを過剰量加えたタンパク質ライ
ブラリーを調整し、ビーズ上に固定化された
リガンドとの競合的な結合阻害効率を検討す
る競合阻害実験や、リガンド固定化ビーズ上
に結合したタンパク質を大過剰量のリガンド
で溶出させるリガンド溶出実験などにより、
特異的結合タンパク質を選別する。一方、疎
水性天然物リガンドの場合、活性天然物リガ
ンドと構造が類似した不活性天然物リガンド
とをビーズ上に固定化し、其々のビーズによ
るアフィニティ精製で得られる結合タンパク
質群を比較することで、活性リガンドに選択
的結合するタンパク質を天然物リガンドと特
異的に結合するタンパク質として選別する。 



 次に、得られた結合タンパク質と天然物リ
ガンドとの親和力を調べる。親和力を規定す
る主な要因は静電的結合と疎水的結合である。
これら結合の強さは塩濃度や界面活性剤濃度
を変化させることで判定できる。塩や界面活
性剤を共に高濃度にしてもリガンドと解離す
ることなく結合していいるタンパク質は、天
然物リガンドと強く結合できると考えられる。
さらに、異なる細胞･組織･臓器から作製され
たタンパク質ライブラリーからアフィニティ
精製された結合タンパク質を比較することで、
細胞や組織･臓器特異的な結合タンパク質を
選別することができる。 
 以上の方法を用いて、天然物リガンドと特
異的に結合するタンパク質を選定し、それら
を質量分析によって同定する。同定した天然
物リガンド結合タンパク質の cDNA を用いて
組換えタンパク質を調製し、天然物リガンド
との結合活性を確認する。結合タンパク質が
天然物リガンドの作用と直接に関わる標的タ
ンパク質であることを無細胞レベル･培養細
胞レベル･個体レベルの実験系で解析する。培
養細胞やゼブラフィッシュなどの実験動物を
用いるウエット解析とコンピューターを利用
するドライ解析を組み合わせて、天然物リガ
ンドが持つ生物活性に関わる真の標的タンパ
ク質を的確に同定する技術を構築する。同定
した天然物リガンド標的タンパク質やリガン
ドの詳細な機能解析は、超活性単純化アナロ
グの開発につながる知見を提供する。  
 
４．研究成果 
・天然物リガンド固定化法の最適化 
 研究代表者らは FK506 やシクロスポリンな
どのいくつかの天然物リガンドをビーズ上に
固定化し、アフィニティ精製を行ってきた実
績がある。これら知見を踏まえ、半田ビーズ
上に天然物リガンドを固定化させる技術を最
適化した。複雑な構造を有する天然物リガン
ドの標的タンパク質を確実にアフィニティ精
製するためには、活性を保持した状態でビー
ズ上にリガンドを固定化させる必要がある。
リガンド固定化の多様性を確保するために、
従来から広く用いられてきたアミド結合を利
用するリガンド固定化以外の手法を開発した。
その結果、これまで再現性に乏しかったエス
テル結合を利用するリガンド固定化条件の最
適化やアジドとアセチレンを利用するクリッ
ク反応の適用など、半田ビーズ上にリガンド
固定化する反応条件の拡大に成功した。加え
て、半田ビーズ上に固定化できる天然物リガ
ンド種の適用拡大を検討し、エリスロマイシ
ン誘導体や脂溶性ビタミン K2、サリチル酸、
胆汁酸代謝物ウルソデオキシコール酸、植物
由来アルカロイド、植物由来オリゴペプチド
など、多種多様な天然物リガンドの半田ビー
ズへの固定化にも成功した。 
・天然物リガンド標的タンパク質の同定 
 天然物リガンド固定化ビーズを用いたアフ
ィニティ精製により、タンパク質ライブラリ

ーから天然物リガンド特異的結合タンパク質
の回収に成功した。また、結合タンパク質の
生化学的解析などを通じて、天然物リガンド
の標的タンパク質を同定し、天然物リガンド
が持つ生物活性の作用機構の一端を解明した。
ここでは、ビタミン K2 とサリチル酸、エリス
ロマイシン誘導体などの天然物リガンドの研
究成果を報告する。 
 ビタミン K2(vitamin K2, VK2)は白血病や
幹細胞がん由来の種々のがん細胞に対して抗
がん活性を示す脂溶性ビタミンの１種である。
VK2 による細胞増殖阻害活性が確認された
HL60 細胞株から細胞粗抽出液を調製し、VK2
固定化ビーズを用いたアフィニティ精製を行
ったところ、VK2 特異的結合タンパク質とし
てアポトーシス促進性因子 Bak（ Bcl-2 
antagonist killer 1）を分離･同定した。VK2
は細胞内で K2 サイクルと呼ばれる酸化･還元
サイクルを経て、VK2→VK2-2H（ハイドロキノ
ン）→VK2-O(エポキシド)→VK2 へと変換され
ることが知られている。ビーズを用いた結合
活性実験や Bak のノックダウン実験などの生
化学的解析により、VK2-O が Bak とシステイ
ン残基を介して共有結合を形成することを発
見し、これによって Bak は活性化され多量体
を形成し、ミトコンドリアからチトクローム
C が放出され、アポトーシスが誘導されるこ
とを解明した。白血病に対する VK2 の抗がん
作用の一端を解明することができた。 
 鎮痛作用や解熱作用を示す植物由来天然物
サリチル酸は、非ステロイド性抗炎症薬とし
て古くから知られている。サリチル酸はカル
ボン酸の一種であるが、胃腸障害などの副作
用を引き起こす。サリチル酸は極めて小さな
分子にもかかわらず、これまでに複数の標的
因子が報告されているが、それらにより、サ
リチル酸が示す幅広い生物活性は十分に説明
されていない。5-アミノサリチル酸を用いて
サリチル酸固定化ビーズを作製し、K562 細胞
株より調整された細胞粗抽出液から新規サリ
チル酸標的タンパク質をアフィニティ精製し
たところ、サリチル酸特異的結合因子として
ヘム合成酵素フェロケラターゼを分離･同定
した。サリチル酸及びサリチル酸異性体を用
いてヘム合成酵素の阻害活性を検討すると、
サリチル酸は酵素活性を阻害するが、サリチ
ル酸異性体は酵素活性を阻害しない。また、
ミトコンドリア損傷もサリチル酸のみで引き
起こされる。ゼブラフィッシュを用いた実験
により、サリチル酸のみがヘム合成を阻害し、
ヘム前駆体プロトポルフィリン IX の蓄積が
確認された。これらの結果から、サリチル酸
が分子構造特異的にフェロケラターゼと結合
し、ヘム合成を阻害し、ATP合成を阻害するこ
とを解明した。サリチル酸の新規ターゲット
としてフェロケラターゼを発見した。 
 マクロライド系抗生物質の１つであるエリ
スロマイシンは放線菌から単離された 14 員
環ラクトン構造を有する化合物であり、びま
ん性汎細気管支炎の治療薬として使用されて



いる。北里大学にてエリスロマイシンの詳細
な構造活性相関研究が展開されており、抗菌
活性は無いが、抗炎症作用を保持した 12員環
ラクトン構造を有するエリスロマイシン誘導
体 EM900 が開発されている。公募研究班とし
て参画している北里大学の菅原章公特任助教
（A01 班）との共同研究により、抗炎症作用に
関与する EM900 標的タンパク質の探索を試み
た。EM900 はアミノ糖を含む 2 種の糖を有し
ていることから、糖部位を介して EM900 をビ
ーズ上に固定化し、アフィニティ精製を行っ
た。その結果、アミノ糖ではない糖部位を介
して EM900 を固定化したビーズを用いた時に、
EM900 に特異的に結合するタンパク質を単離
することに成功した。現在、EM900 結合タンパ
ク質の組換え体を作製し、EM900に対する結合
活性の確認、及び結合サイトの同定を検討し
ている。また、EM900 が示す抗炎症作用に対し
て EM900 結合タンパク質が如何に関与するか
を、培養細胞により生化学的に解析している。 
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