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研究成果の概要（和文）：生物活性を持つ有機化合物の細胞内標的タンパク質を迅速に同定するための方法論と手法の
拡充を図るため、化合物をアフィニティー樹脂に固定化する手法の改良を行い、化合物固定化後に固定化量・固定配向
性の定量解析が可能なアフィニティー樹脂を開発できた。一方、興味深い生物活性を持つ天然由来有機化合物である h
eronamide 類、vicenistatin、FD-891、methyl gerferin、irciniastatin 類の構造活性相関研究と、標的分子探索研
究を実施した。

研究成果の概要（英文）：The third-generation small-molecule affinity matrix has been developed to 
facilitate target protein identification of bioactive small molecules. This newly developed 
photoactivatable and photocleavable affinity matrix enabled quantification of the amount and distribution 
of immobilized small molecules prior to the pull-down experiments to identify target protein for the 
immobilized small molecules. We also performed structure-activity relationship studies and target 
identification studies of bioactive natural products such as cytotoxic macrolactam natural products 
heronamides and vicenistatin, cytotoxic macrolide FD-891, osteoclastogenesis inhibitor methyl gerfelin, 
and anticancer polyketides irciniastatins.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルバイオロジー　標的タンパク質　生物活性物質　アフィニティー樹脂　カルベン　全合成　構
造活性相関
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
生理活性（または生物活性）を有する化合物
の分子標的同定法の確立は、現在のケミカル
バイオロジーが抱える最も主要な課題であ
る。これまでに多くの研究者が分子標的の探
索研究を行ってきたにも関わらず、平成 23
年現在でも、分子標的が同定された生物活性
化合物の数が飛躍的に増加する状況や、新し
く単離された生物活性化合物の標的分子同
定が迅速に達成される状況には至っていな
い。これは、ビオチンーアビジン法など、約
四半世紀前に確立された手法に依存するあ
まり、利用可能な新規技術と方法論開発が十
分に進んでいないこと、特に研究初期段階の
化合物の構造活性相関に係るボトルネック
が解決されていないことが原因だと考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではこの状況を打破すべく、物理的相
互作用を指標に化合物の標的分子の探索を
行うための方法論と手法の拡充を図ること
を目的とした。具体的には、研究代表者が平
成 23 年度までに開発を進めてきた、化合物
をアフィニティー樹脂に固定化する手法の
改良と、新規分子標的探索ツールの開発を計
画した。一方、研究代表者は平成 23 年度ま
でに研究分担者と共同で天然由来生物活性
化合物の構造活性相関研究、および標的探索
研究を推進してきたが、本研究課題でも各種
方法論を用いた天然由来生物活性化合物の
標的分子同定の実践を計画した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 光親和型小分子固定化技術の改良  
 
 研究代表者が開発してきた、カルベン種を
利用した化合物の固相担体への固定化法は、
生物活性化合物の標的分子同定に有用な手
法ではあるが、固相上に導入された化合物量
が定量できないこと、また、高反応性のカル
ベン種を利用するが故に、望みの固定化反応
以外に多くの副生成物が生じるという問題
点が残されていた。この問題点を解決するた
め、固定化した化合物を固相上から切り出し
て解析できる新規光親和型小分子固定化樹
脂の開発を計画した。また、カルベンとの反
応性が極めて低く、タンパク質との非特異的
吸着能が低いフッ化炭素をアフィニティー
樹脂とジアジリン基を繋ぐリンカー部分な
どに利用することを計画した。改良した小分
子固定化アフィニティー樹脂は、既存の化合
物—標的タンパク質ペアを用いて評価するこ
とを計画した。 
 
(2) 新規人工ホストゲストペアを利用した
生物活性物質の標的探索用ツールの開発 

 人 工 ホ ス ト ゲ ス ト ペ ア で あ る
hydroxycucurbit[7]uril (HO-CB[7]) と
1-trimethylammoniomethylferrocene (AFc) 
をアビジン-ビオチンに代わる標的探索用ツ
ールとして利用するため、AFc タグで標識し
た生物活性化合物を合成し、その化合物と
HO-CB[7]固定化ビーズを用いた標的タンパ
ク質の釣り上げを計画した。 
 
(3) 生物活性化合物の構造活性相関・標的分
子探索の実践 
 
 標的分子が未知、または作用機作が完全に
解明されていない天然由来生物活性化合物
の構造活性相関研究、標的分子同定、作用機
作解明の実践を計画した。具体的には、神経
成長因子産生促進作用を有するジテルペノ
イド scabronine G,培養動物細胞に顕著な液
胞化を誘導する細胞毒性マクロラクタム化
合物 vicenistatin および heronamide C, 
抗腫瘍性ジヒドロイソクマリン化合物 
irciniastatin B, 破骨細胞分化阻害活性を
有する糸状菌由来ビアリールエーテル誘導
体 methyl gerfelin, 放線菌由来抗腫瘍性マ
クロライド FD-891 の構造活性相関を実施
し、本計画で開発する小分子ータンパク質相
互作用を直接検出する標的同定手法と、標的
分子を間接的に推測する標的同定手法を駆
使した標的分子同定を計画した（図１）。 

 

図１ 本研究で構造活性相関・作用機作解析を計画した生物活性天然物 
 
４．研究成果 
 
(1) 光親和型小分子固定化技術の改良：第三
世代光親和型アフィニティー樹脂の開発 
 
 固定化した化合物を切り出して定量する
ことができる新規アフィニティー樹脂とし
て、2011 年に富山大学の畑中らによって開発
された o-ヒドロキシシンナモイルアミドユ
ニットを有する第三世代光親和型アフィニ
ティー樹脂を開発した（ Bioconjugate 
Chem.2015）。本樹脂を用いることにより、光
親和型小分子固定化アフィニティー樹脂に
固定化された小分子の量が初めて定量でき



るようになったのみならず、光親和型小分子
固定化に適した小分子、適していない小分子
を判別することが可能となった。 
 光親和型小分子固定化に適した小分子の
一例を挙げると、芳香族化合物はジアジリン
由 来 カ ル ベ ン と の 反 応 に お い て 、
Friedel-Craft 型の反応、ベンジル位 C-H 挿
入反応、芳香環上二重結合への付加反応、
Buchner 型環拡大反応など、様々な反応形式
が確認された。光親和型小分子固定化アフィ
ニティー樹脂を用いた標的探索の成功例中
で芳香族化合物が多いのは、このようなコン
ジュゲートの多様性が一因だと考えられた。
これに対して、分子内にアミンやチオールを
含む小分子は、ジアジリン由来カルベンとこ
れらの官能基が選択的に反応したコンジュ
ゲートが選択的に得られる傾向が確認され
た（図２）。 

 
図２ 第三世代光親和型小分子固定化ビーズの概要 上段：第三世代ビー

ズは標的タンパク質のプルダウン実験に用いる前に固定化小分子を切り出

して解析が可能となった。下段囲み：第三世代ビーズ上への固定化様式 
 
以上の結果と共に、これまでの光親和型小分
子固定化アフィニティー樹脂の成功例、問題
点 、 今 後 の 課 題 な ど の 詳 細 を 総 説
（Nat.Prod.Rep.2016）としてまとめ、報告
した。本総説は今後、光親和型アフィニティ
ー樹脂を利用する研究者にとって有用な指
針となると考えられる。 
 一方、フルオロカーボンリンカーを導入し
た光親和型アフィニティー樹脂の作成と評
価を行ったが、フルオロカーボンリンカーの
存在が小分子の固定化・標的タンパク質の検
出に有利であるという結果は得られなかっ
た。加えて、A01 班の半田先生らが開発され

た FG ビーズとの融合を図ったが、小分子固
定化時にビーズを乾固する必要がある光親
和型固定化ではビーズの凝集が起こってし
まい、再分散が困難であったため、これ以降
の検討を中止した。 
 
(2) 新規人工ホストゲストペアを利用した
生理活性物質の標的探索用ツールの開発 
 
 AFc タグを FKBP12 選択的リガンド
（Synthetic Ligand of FKBP12: SLF）に導
入したAFc-SLF コンジュゲートとCB[7]固定
化ビーズを用いて Jurkat 細胞抽出物から結
合タンパク質の検出を行った結果、12 kD 付
近に AFc-SLF 特異的なタンパク質を見出し
たことから、AFc タグと CB[7]固定化ビーズ
が新たな生物活性化合物の標的探索ツール
になり得ることを確認した。 
 
(3) 生物活性化合物の構造活性相関・標的分
子探索 
 
① 培養動物細胞に顕著な液胞化を誘導する
細 胞 毒 性 マ ク ロ ラ ク タ ム 化 合 物 
vicenistatin の作用機作解析・構造活性相
関研究 
 
 研究分担者の臼井による生化学・分子生物
学的解析により、vicenistatin（図１）が誘
導する液胞状構造は初期エンドソームの融
合体であることが示された（図３上）。別途
合成した細胞外投与可能な合成 PI(3,5)P2プ
ローブを用いたレスキュー実験などにより、
この液胞化現象は細胞内 PI(3,5)P2の欠乏に
起因することが示唆されたが、vicenistatin
は PI(3,5)P2 を細胞内で生合成する酵素
（PIKfyve）を全く阻害しなかった。一方、
vicenistatin はコレステロール含有リポソ
ームの膜流動性を上昇させたことから、
vicenistatin は既存の液胞化誘導剤とは異
なる新規な作用を持つ化合物であることが
明らかになった（Biosci.Biotech.Biochem. 

 
図３ Vicenistatin によるラット胎児由来 3Y1 繊維芽細胞の液胞化（上段）

と作用機作解明用アルキン導入プローブ（下段） 



2016）。13 種類の合成類縁体を用いた構造活
性相関から、細胞毒性と液胞化誘導活性は正
に相関していること、vicenistatin の糖部分
にアルキンを導入した誘導体が今後の標的
同定作業のためのプローブとなり得ること
を明らかにした（図３下、論文作成中）。 
 
② 培養動物細胞に顕著な液胞化を誘導する
放線菌由来マクロラクタム heronamide C の
全合成・構造改訂と構造活性相関研究 
 
京都大学薬学部の掛谷・西村グループにより、
Heronamide Cは膜脂質を標的とした新しい抗
真菌剤であることが最近明らかにされたが、
同グループとの共同研究により、heronamide 
C およびその類縁体である heronamide B の
提唱構造の誤りを見出し構造改訂を行った
（Eur.J.Org.Chem.2014）（図４）。また、
heronamide C から heronamide A,B に至る生
合成仮説を試験管内で実証した。さらに提唱
構造を含めた heronamide 類の構造活性相関
研究を実施した結果、heronamide の活性発
現にはマクロラクタム構造とジオール部分
の立体化学が重要であることを明らかにし
た（Chem.Eur.J.2016）。 
 

 
図４ Heronamide 類の構造改訂と構造活性相関 上段：heronamide C の

提唱構造と改訂構造、および heronamides A,B の改訂構造（Aの構造改訂は

京都大学掛谷・西村グループの成果）。下段：heronamide 類の構造活性相

関 
 
③ 抗腫瘍性ジヒドロイソクマリン化合物 
irciniastatin B の全合成と標的分子同定 
 
Irciniastatin 類は、ナノモルオーダーの強
力ながん細胞増殖阻害活性を示す海綿由来
の天然物であるが、天然からの供給が大変困
難な化合物であるため、以前に我々が全合成
を達成した irciniastatin A の合成経路を応
用することにより試料を得て、その活性試験
を行った。研究分担者の臼井らによるケミカ

ルフットプリンティング解析（図５）や生化
学的解析により、irciniastatin B は類縁化
合物であるマイカラミドや irciniastatin A
と同様、リボソーム 60S サブユニットの Eサ
イトに結合することによりタンパク質合成
阻害を引き起こし、細胞増殖阻害を引き起こ
すことが強く示唆された（J.Org.Chem.2015）。
Irciniastatin A と B は以前の報告で、感受
性の高いがん細胞群が異なっているために、
異なる作用機作を持つことが示唆されてい
たが、今回の結果により一次標的は同じであ
ることが明らかになった。 
 

５ ケミカルフットプリンティング法を用いた irciniastatin B のリボソ

ームへの結合部位の同定 ISB（irciniastatin B）は ISA（irciniastatin A）

と同様に、メチル化剤（ジメチルスルフィド：DMS）処理時にリボソーム中

の 2765 番目シトシン（C2765）のメチル化を阻害するため、この領域に結

合していることが示された。 
 
④ 破骨細胞分化阻害活性を有する糸状菌由
来ビアリールエーテル誘導体  methyl 
gerfelin の多次元的構造活性相関研究 
 
 Methyl gerfelin (M-GFN) の標的タンパク
質は、光親和型小分子固定化ビーズを用いた
解析と、その後の構造生物学・生化学・分子
生物学的解析により、解毒代謝酵素
glyoxalase I (GLO I) であることが明らか
にされていた。一方、M-GFN は GLO I 以外に
2 種の主要な結合タンパク質が同定されてお
り、その結合が破骨細胞分化阻害活性に与え
る影響は検討されていなかった。我々はこれ
ら３種類のタンパク質との結合と、M-GFN の
破骨細胞分化阻害活性との相関を調べるた
めに、tri(ethylene glycol)ユニット (TEG) 
を M-GFNの分子周辺部に網羅的に導入した多
数の誘導体を調製して（図６左）、これらの
TEG 化誘導体を用いた構造活性相関を精査し
た。TEG ユニットは構造活性相関を行うため
の置換基（突起）としての役割のみならず、
タンパク質との結合活性を調べる際にビー
ズに連結するリンカーとしての役割を有す
る。構造活性相関の結果、まず GLO I 高選択
的結合プローブ TMG3（TEGylated methyl 
gerfelin probe 3）を見出した（図６右）。
更に、得られたプローブ群を用いることで、
GLO I以外のタンパク質と M-GFNとの結合は、
M-GFN の破骨細胞分化阻害活性には影響しな
い こ と が 確 認 さ れ た （ Bioconjugate 
Chem.2013）。 



 
図６ Methyl gerfelin と３種の結合タンパク質群との構造ー結合活性相

関 左：網羅的に合成した TEG 化 methyl gerfelin 誘導体（TMG）。右：TMG

誘導体群と 3種の結合タンパク質を用いた構造ー結合活性相関 (A)は His

タグ付き精製タンパク質群を用いた結合実験、(B)は細胞内在性タンパク質

を用いた結合実験の結果。 
 
⑤  放線菌由来抗腫瘍性マクロライド 
FD-891 の構造活性相関と作用機作解析 
 
 研究分担者の臼井による生化学的解析、お
よび酵母を用いた遺伝学的解析により、
FD-891 は F-アクチンに作用して、細胞内に
大きなアクチン凝集体を形成し、腫瘍細胞の
増殖を阻害することが明らかになった（図７
上）。更なる解析により、FD-891 はアクチン
とアクチン結合タンパク質の結合を阻害す
ることが示唆された。 
次に、自在な構造活性相関とプローブ合成を
行うために、FD-891 の効率的な全合成経路を
開発した（Org.Lett.2014）。合成化学および
生合成遺伝子変異株を利用して得た計 13 種
類の FD-891 類縁体を用いた構造活性相関研
究により、FD-891 のがん細胞増殖阻害活性に
は C8-9 エポキシドと C16-C26 側鎖の全長が
必須であること、一方 C10 位水酸基の有無は
活性に全く影響しないことを明らかにした
（図７下、J.Antibiot.2016）。 
 
(4) その他の成果 
 
Vicenistatin のプローブ合成（Chem.Asian 
J.2012）の途上、Stille カップリングの異
常反応を見出した（Synlett 2013）。 
研究分担者の臼井は、遺伝学的解析能を落と
さずに多剤超感受性を示す酵母株の作製を
行った（Biosci.Biotechnol.Biochem. 2011, 
J.Gen.Appl.Microbiol. 2014）。また、微小
管阻害剤として見出していた天然由来イソ
フラボン類縁体 glaziovianin A (AG1)の構造
展開を行い（Bioorg.Med.Chem.2012）、高活
性類縁体 O7-demethylpropargyl AG1 を見出
した。さらにこれらの微小管・細胞に対する
作用を検討したところ、微小管動態を阻害す
ることで紡錘体異常を引き起こすことを明
らかにした（ACS Chem.Biol.2013）。また、
O7-demethylbenzyl AG1 が-チューブリン特
異 的 な 阻 害 を 引 き 起 こ す こ と
（Nat.Commun.2015）、及びO6-demethylbenzyl 
AG1 が強力な微小管重合阻害活性を有するこ 

 
図７ FD-891 の作用機作解析と構造活性相関 上段：FD-891 はアクチンの

凝集体を形成させる。下段：FD-891 のがん細胞増殖阻害活性に対する構造

活性相関 
 
と（特願 2014-267073 微小管重合阻害剤）
を明らかにした。 
更に微生物由来微小管阻害剤 phenylahistin
誘導体（J.Med.Chem.2012, Bioorg.Med.Chem. 
2012, ACS Med.Chem.Lett. 2014）の一つが
微小管重合と-チューブリン活性の二つを阻
害する dual inhibitor であることを見出し
た（Nat.Commun.2015）。その他、種々の
V-ATPase 阻害剤の解析（Chem.Lett. 2014, 
Biol.Pharm.Bull. 2014, Chem.Asian J. 2015, 
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