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研究成果の概要（和文）：有望な生物活性を示す天然物や医薬品候補化合物において、結合タンパク質の合理的
な探索同定法の開発は、新規薬剤の開発や生物機構の解明に向けて重要な未解決課題である。本研究では、金ナ
ノ粒子基盤の特性を利用し、結合タンパク質をワンポットでラベル化反応と濃縮精製を行うキャッチ・リリース
型タンパク質探索法の確立を目指した。糖鎖リガンドや、非天然型及び天然生物活性化合物をリガンドとし、
種々の光反応基を提示した金ナノ粒子フォトアフィニティープローブの作成方法とタンパク質ラベル化および濃
縮精製・同定方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Development of efficient target identification methods is important for 
accelerating the discovery of new biological pathways and drug targets.  We have designed and 
synthesized gold-nanoparticle based affinity labeling probes, which display bioactive ligands and 
photoreactive groups for catch and release of binding proteins in one-pot.  Gold nanoparticles are 
suitable as probe scaffolds due to its capability to covalently immobilize organic compounds in a 
multivalent fashion, the water dispersibility and the high density, which enable facie centrifugal 
separation.  We demonstrated that our gold-nanoparticle probes can crosslink the binding proteins of
 high μM affinity with high selectivity at nM probe concentration. 

研究分野： 生物有機化学・ケミカルバイオロジー
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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 
 有望な生物活性を示す天然物や医薬品候
補化合物において、結合タンパク質の合理的
な同定法の開発は、新規薬剤の開発や生物機
構の解明に向けて重要な未解決課題である。
現在用いられている代表的な標的探索法と
して、親和性に基づいて結合タンパク質を同
定する化学プローブ法が挙げられる。この手
法では、生物活性分子をタンパク質ラベル化
剤や検出タグで誘導化したプローブを用い
て、標的分子を直接的に同定することができ
ることが最大の利点である。しかし、誘導化
により活性が低下したり、リガンドや未知の
結合タンパク質の性質に探索効率が依存す
ることが知られており、プローブの設計の最
適化に試行錯誤を要することが課題である。
また、親和性に依存した手法であるため、結
合タンパク質が低発現タンパク質や低親和
性タンパク質の場合に、その探索同定が困難
である。さらに、プローブに結合させたタン
パク質をアガロースビーズなどの固相担体
を用いて濃縮精製するため、非特異的な吸着
によりタンパク質が混入し、誤同定が起こり
やすい。したがって、生物活性分子の多様な
結合タンパク質を広く開拓するためには、
種々のプローブ分子の合成調達が容易で、微
量のタンパク質を選択的かつ効率的に濃縮
精製するための方法論が必要不可欠である。 
２．研究の目的 
本研究では、金ナノ粒子基盤の特性を利用す
ることで、①ラベル化剤構造の変更が簡便で、
②ワンポットでの結合タンパク質のラベル
化反応と濃縮精製を可能とするキャッチ・リ
リース型タンパク質探索法の確立を目指し
た。 
３．研究の方法 
従来法の化学プローブは生物活性分子を提
示したリガンド部位、ラベル化剤、検出タグ
を有し、それぞれの生物活性分子において、
3 官能基の配置を最適化する必要がある。本
研究では、化学プローブを用いた結合タンパ
ク質探索工程を全体的に効率化するため、金
ナノ粒子を基盤としたフォトアフィニティ
ープローブを設計し、合成した。金ナノ粒子
は、Au-S 結合を介して、有機分子をその表面
に単層膜として一様に修飾することができ
る。Au-S 結合は、アルカンチオールを金ナノ
粒子と水溶液または有機溶媒中で混合する
のみで簡便に生成する。この特性を利用する
ことで、末端にチオール基を導入したラベル
化剤とリガンドをそれぞれ別個に合成し、望
みの組み合わせと比率で金ナノ粒子表面に
提示したプローブが得られると考えた。金ナ
ノ粒子表面は有機分子を高密度に提示する
ため、multivalent effect により、生物活性
分子の見かけの親和性の増大や、ラベル化剤
の反応性の向上が期待された。また、金ナノ
粒子の高い比重をもつことから、金ナノ粒子
自体を固相担体として利用して、遠心分離に

よる効率的な濃縮精製が可能である。ラベル
化剤を介して金ナノ粒子上に共有結合で架
橋された結合タンパク質は、Au-S 結合を
mercaptoethanol などのチオール化合物で切
断することで、温和な条件下で簡便に溶出で
きる。新規プローブの特性を利用し、結合タ
ンパク質をワンポットでフォトアフィニテ
ィーラベリング反応と濃縮精製を行う選択
的なタンパク質探索法の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) Gold-nanoparticle based multivalent 
carbohydrate photoaffinity probes の創
製：平成 27 年度においては、親和性の弱い
リガンドとして糖鎖リガンドをとりあげ、金
ナノ粒子フォトアフィニティープローブを
作成した(図 1)。金ナノ粒子フォトアフィニ
ティープローブを用いた結合タンパク質探
索では、①フォトアフィニティーラベリング
反応と②遠心分離と溶出をワンポットで行
い、③結合タンパク質の同定を効率化すると
いうスキームを考案した(図 2)。光反応基と
しては、ラベル化効率が比較的高いが選択性
が低いことが知られているphenylazide基と
benzophenone 基を選択した。lactose 誘導体
は PNA(Kd = 400 μM),ECA, RCA などのレクチ
ンに対する弱い結合活性を示すことが既知
である。Lipoic acid を共通の金ナノ粒子修
飾部位として、lactose および光反応基で誘
導化したモノマーをそれぞれ合成し、
lactose/光反応基 = 1/1、2/1、4/1 の提示比
率で直径 5 nm の金ナノ粒子へリガンド交換
法により修飾した。プローブ1-7におけるPNA
結合活性を評価したところ、lactose と光反
応基の提示比率に依存せず、いずれも 70 nM
程度の高い結合強度を与えた。PNA を用いて
光照射下でのラベル化反応を解析したとこ
ろ、phenylazide 基、benzophenone 基のいず
れもlactose/光反応基=2/1である場合に(2, 
5)、最も高い収率で所望のラベル化タンパク
質が得られた。このことから、光反応基は提
示密度が高いほどラベル化反応の効率が増
大する一方、ある密度を超えると、自己反応
によりラベル化効率が低下するという示唆
を得た。次に、プローブ 2 および 5 を 10 nM
の濃度で、PNA を 1%含有する細胞溶解液中で
反応させた後、遠心分離と guanidinium-HCl
水溶液とバッファで洗浄操作を繰り返し、ラ
ベル化タンパク質をSDS-PAGEで解析した(図
3)。光反応を介さない pulldown 操作と比し
て、プローブは高選択的に PNA のみを濃縮精
製したことが認められた。また同様のラベル
化反応・濃縮精製後に MALDI-MS を行ったと
ころ、PNA の MS ピークのみが検出された。こ
れらの結果より、糖鎖金ナノ粒子フォトアフ
ィニティープローブを用いて既知の結合タ
ンパク質を高効率、高選択的にラベル化し、
濃縮精製することに成功した。 
 



図 1.糖鎖リガンド(8)と光反応基(9-10)を高
密度に提示した金ナノ粒子フォトアフィニ
ティープローブ(1-6). 
 

図 2. Gold-nanoparticle photoaffinity 
probes を用いた新規結合タンパク質探索法. 
 

図 3. プローブ 2 による PNA のワンポットラ
ベ ル 化 ・ 濃 縮 精 製 .(a)SDS-PAGE 解
析.(b)MALDI-MS 解析. 
 
(2) 低 分 子 提 示 型 Gold-nanoparticle 
photoaffinity probes の創製： 平成 28年度
においては、前年度に開発した糖鎖リガンド
とは異なる低分子性生物活性化合物2種をリ
ガンドとして用いた金ナノ粒子フォトアフ
ィニティープローブの作成方法を確立した。
天然物を含む多くの生物活性分子は、糖鎖リ
ガンドと比べて疎水性が高い。疎水性分子の
修飾による金ナノ粒子プローブの安定性へ
の影響を検討するため、分子量の異なる
benzensulfonamide(hCAII 阻 害 剤 ) と
rapamycin(FKBP 結合性リガンド)をリガンド
として取り上げた(図 4)。われわれは先行研
究において、低親和性タンパク質や低発現量
タンパク質に対してフォトアフィニティー
ラベリングを行う場合は、反応効率は低いが
高い選択性を示すdiazirine基が有用である
ことを明らかにした。 diazirine 基は
phenylazideやbenzophenoneよりもより疎水
性は低いことから、光反応基として用いるこ
ととした。低分子リガンドと光反応基の
lipoic acid誘導体を(1)と同様のリガンド交
換法により金ナノ粒子への修飾を検討した

ところ、修飾金ナノ粒子の粒子が増大し、沈
殿物を生じた。このため、親水性を付与する
ためのPEGを含むスペーサーを新たに設計し、
合成した。また、リガンド交換反応を水溶液
中ではなく、DMF 溶液中で行うことにより沈
殿形成を抑制できることを見出した。
Benzenesulfonamide/diazirine/spacer = 
2/1/0, 1/0/1, 2/0/1, 1/1/1, 2/1/1 の比率
で金ナノ粒子プローブ(10-14)を作成したと
ころ、spacer を導入したプローブ(11-14)の
みが水溶液中における分散性を保持した。
diazirine 基を含むプローブ 10, 13-14 を
hCAII と光照射下で反応させたところ、それ
ぞれ 8%、11%、7%の収率でラベル化タンパク
質を与えた。従来のフォトアフィニティープ
ローブにおけるdiazirine基のラベル化収率
は<1%であることから、金ナノ粒子プローブ
では、multivalent effect によりラベル化効
率が向上したことが示唆された。次に、光反
応基のラベル化効率を比較解析するため、3
種 の 異 な る 光 反 応 基 を 導 入 し 、
ligand/photoreactive group/spacer = 1/1/1
の組成のプローブ(13,15-19)を合成した。
benzenesulfonamide をリガンドとしたプロ
ーブ 13,15-16を hCAIIと反応させたところ、
ラベル化効率はphenylazide基において最も
高く、diazirine 基において最も低かった。
hCAIIを 1%含有率で細胞溶解液に添加した条
件下でも同様の結果が得られた。これらのこ
とから、nM の濃度のプローブを用いる反応条
件下では、選択性は低いが反応効率が高い光
反応基の方がより結合タンパク質のラベル
化に有効であることが示唆された。 
 

図 4. 低分子を提示した Gold-nanoparticle 
photoaffinity probes. 
 
(3)求電子官能基をラベル化剤とした
Gold-nanoparticle affinity probes の創
製：金ナノ粒子上ではリガンドや光反応基を
高密度で提示することが可能であることか
ら、プローブ自体は nM 程度の低濃度で用い
ることで、望みのタンパク質の選択的なラベ
ル化と濃縮精製を実現した。(1)-(2)におい
て、低濃度のプローブを用いる反応条件を達
成できたことから、反応効率が高く選択性が
低い光反応基の方がより有効であることが
示唆された。また一方で、光反応基によるラ
ベル化は、通常ラベル化の収率が< 10%程度
の分子プローブと比して、部分的に効率化で
きた（< 70%）ものの、原理的にさらなる収



率の向上は困難であることが示唆された。そ
こで、最終年度では、タンパク質ラベル化剤
を光反応基に限定せず、求電子性官能基を導
入する金ナノ粒子プローブの開発を検討し
た(図 5)。親水性を付与するためのスペーサ
ーの代わりに、lipoic acid とラベル化剤を
つなぐPEG鎖を長くしたモノマーを設計した。
当初はラベル化剤1種のみを金ナノ粒子に修
飾したプローブ 20 を合成した。疎水性のラ
ベル化剤を提示した 20 は、水溶液中では凝
集することが認められたため、DMF 中でタン
パク質のラベル化反応を検討した。疎水性官
能基に非特異的に結合するBSAを用いて、1.3 
nM のプローブの濃度条件下でラベル化反応
を行ったところ、5%程度でラベル化タンパク
質が得られた。今後は spacer を導入してプ
ローブの分散性を向上させ、種々の求電子性
ラベル化剤のスクリーニングを検討する。 
 

図 5.求電子性ラベル化剤を提示した
Gold-nanoparticle probe. 
 
 本研究期間を通して、糖鎖リガンドや、非
天然型及び天然生物活性化合物をリガンド
とし、種々の光反応基を提示した金ナノ粒子
フォトアフィニティープローブの作成方法
とタンパク質ラベル化および濃縮精製・同定
方法を確立した。今後は金ナノ粒子プローブ
によるフォトアフィニティーラベリングに
おいて、結合タンパク質の検出感度、選択性
の関係性についてより詳細な解析を行う。ま
た、特異的に検出されたタンパク質のシーク
エンスを同定し、新規結合タンパク質につい
ては相互作用解析を行い結合特性の検証を
行う。 
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