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研究成果の概要： 

合成化学から生物有機化学までを統一概念とする独創的なところである。本研究で展開される

これらの手法と結果の解析方法を、合理的分子設計にフィードバックすることは、分子科学に

おいてアフィニティが著しく高い点で毒性物質として取り扱われるものの、活性発現の原理を

理解すれば、比活性を下げることで生体系と適当な平衡点を探すことも可能となる。従って、

ここで展開している分子科学は、創薬の基礎科学として位置づけることができる。合理的・論

理的分子設計に基づく創薬の創製科学の基礎として社会に貢献するという意義も深い。また、

純粋に生物有機化学としての価値も高い。 
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１．研究開始当初の背景 

「有機合成からケミカルバイオロジーまで」

新研究分野の展開 

生理活性天然有機化合物について構造決

定・全合成・類縁活性体の化学合成に次いで、

作用発現の分子機構解明という総合的研究

分野が形成された。最近では生物有機化学を

基礎としてこれら生理活性天然有機化合物
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の生物機能を、分子レベルで水素原子の位置

までを特定してタンパク質分子との相互作

用研究が超微量で実行可能となってきた。生

理活性天然有機低分子と生体高分子の構造

を相互に識別し合う分子間相互作用の基本

原理を解明することは急務であり、かつ実現

も夢ではなく目的とすることができるよう

になった。ChemicalBiology という領域名称

は生物から化学まで広域にわたっているが、

生物現象の多くは化学物質により情報伝達

されることでうまく機能しており、その機能

分子に重心を置いた生物分子科学と定義で

きよう。分子情報伝達は、生理活性物質とそ

の標的タンパク質分子との複合体形成を鍵

段階として引き起こされる。活性発現の場で

は、構造認識機構によって分子情報が伝達さ

れ、活性発現のカスケード機構が働いてお

り、その分子（あるいは標識物質）を直接・

間接に観察する方法論確立を目標とする。す

でに研究代表者磯部は、未来開拓研究事業の

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄﾘｰﾀﾞｰ（H8-12 年度）及び、更に新領

域として文科省科研費特別推進研究（H16-20

年度）として、分子情報伝達のもとになる生

理活性天然有機化合物がタンパク質巨大分

子の中で果たす分子構造相互認識機構の役

割と原理を解明する手法を確立した。この手

法をさらに発展させ、有機合成をあわせて駆

使して、活性の著しい天然有機化合物とタン

パク質を模範とする分子間相互作用を解明

し、究極的にはそこで明らかになった分子情

報伝達の原理を創薬化学に利用する道を開

拓することを目的とする。 

 
 
２．研究の目的 

化学合成の目的  具体的には、標的タンパ

ク質を同じくする天然有機化合物につい

て、まず全合成ルートを完成し、それを改良

しつつ、各種誘導体の合成ルートを確立す

る。全合成研究については、ナトリウムチャ

ンネル を共通標的タンパク質とするきわめ

て構造の複雑なフグ毒テトロドトキシンの

第 2不斉全合成、シガトキシンの全合成を目

的また化学合成を主たる手段として、抗マラ

リア作用物質マリンガマイドや嘔吐毒セレ

ウリドの構造と機能についても目的とした。 

合成類縁体を用いた標的タンパク質への作

用解析  すでに全合成を完成し標的タンパ

ク質との相互作用研究を進めたものは、（1）

タンパク質脱リン酸酵素とその阻害剤トー

トマイシン・オカダ酸、（2）発光タンパク質

とその発光基質、などである。さらに（3）

昆虫休眠覚醒に関与する時間読みタンパク

質(TIME-EA4)と調節ペプチド(PIN)の、タン

パク質-基質小分子についての相互作用を、

アナログを用いたタンパク質分子修飾法で

解明することを目的とした。 

標的タンパク質への作用解析手法の開発  

解析手法の開発自身をも本研究の目的とし

た。すなわち、天然物類縁体・誘導体・標識

体などを合成し、これらを標的タンパク質に

作用させ、その本来の活性を測定確認した上

で、活性発現時に標的タンパク質を酸化修飾

しその修飾位置を特定する手法を開発す

る。さらにタンパク質の三次元構造上で、修

飾位置から活性物質の結合位置・活性中心

を決定することを目的とした。場合によって

は、この結果をもとにフィードバックしてよ

り有効な分子設計・合成・生物活性・タン

パク質結合・タンパク質修飾を繰り返すこ

とにより、天然よりも高機能な分子を創製す

る。 

 
 
３．研究の方法 
 

 研究代表者は、合成と解析を総合的に進め

た。研究分担者等はそれぞれの専門分野に置



 

 

いて、合成・生物活性・タンパク質機能・部

位特異的修飾などから協力した。 

(1) 磯部・西川・濱島 は、フグ毒で有名な

麻痺性食中毒原因物質テトロドトキシン

(TTX)の世界初の不斉全合成を達成して

いる（ J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 8798)

が、本研究ではさらに各種類縁体・デオ

キシ TTX の合成、第 2 段の不斉全合成を

完成（Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 

4782: Chem. Asian J. 2006, 1-2, 125)

した。 

  シガトキシンの作用については、オカ

ダ酸と交叉抗体作用があるという Hokama

らとの共同研究(J. Clin. Lab. Analy. 

1992, 6, 54)がきっかけの一つとなり、

シガトキシンの側鎖を含む ABC フラグメ

ントがチャネルタンパク質に TTX と拮抗

的に作用することを見つけた( J. Clin. 

Lab. Analy. 2006, 20, 126)。 

(2) 磯部・濱島は、シガトキシン CTX（シガ

テラ毒の本体であり、 作用様式は異なる

ものの TTX と同じナトリウムチャネルタ

ンパクを標的タンパク質とする）の全合

成について本プロジェクトの中核に位置

づけて努力を重ね、2008.9 にその全合成

を達成した (Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 

48, 2941)。 

(3) 磯部・安立は、セレウリド（B. Cereus

菌の生産する 36 員環状デプシペプチド

で、嘔吐毒性を持ち乳製品を汚染する）

の合成を改良し、異方性効果金属 Eu イオ

ンを用い NMR による解析法および X-線結

晶解析を総合した手法を開発した。類似

イオノフォア・バリノマイシンとも比較

しその 3 次元構造と生物機能の差を解明

した。下痢性食中毒物質セレウリドの合

成と機能を解明した(Chem. Asian J. 2009, 

in press)。 

(4) 磯部・Sydnes・高井は、 下痢性貝毒オ

カダ酸 OKA の 2 型タンパク質脱リン酸酵

素阻害剤と 1 型酵素阻害剤トートマイシ

ン TTM について、タンパク質との相互作

用解析のために設計した多数の TTM 光親

和性標識体・蛍光標識体・4 炭素原子を

100%13C で標識した化合物・第 2世代光親

和性標識体など20種類以上の類縁体を合

成した(Tetrahedron 2007, 63, 2593)。

実際にタンパク質脱リン酸酵素PP1gとの

相互作用解析を行い、さらに天然 TTMDA

よりも阻害活性が 50％程度強い類縁体を

創製した。 

  下痢性貝毒でありタンパク質脱リン酸

酵素 2 型阻害剤であるオカダ酸および同

１型選択的阻害剤トートマイシンの水溶

液中の屈曲型コンフォメーションについ

てはすでに NMR 法で決定している。さら

に蛍光自己消光法でも確認した（Chem. 

Lett. 2004, 33, 452）。このコンフォマ

ーはタンパク質中では有効ではないと考

え、TTM の４炭素原子を 100% 13C で標識し

多化合物で詳細を研究した（Chem. Asia J. 

2007, 2, 377)。タンパク中に於ける分子

形状について質量分析を用いて研究を進

め た (Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 

1747)。 

(5) 磯部・久世・谷は、発光タンパク質シ

ンプレクチンの基質として、天然型デヒ

ドロセレンテラジンと異なる分子対応を

示す分子を設計し、セレンテラジンの類

縁体を多数合成した。これらの類縁体の

発光能・発光阻害機能・発光基質分子上

に発生する立体化学についての動的不斉

という概念を導入して、その発光機構を

解明することに成功した。 

  トビイカ発光タンパク質シンプレクチ

ンとその発光素子間相互作用について詳



 

 

細な分子機構を解明し、特に天然より発

光能の強い素子を創製した(Proc. Jpn. 

Acad., Ser. B. 2008, 84, 386)。 

(6) 磯部・甲斐・谷は、昆虫卵休眠覚醒に

おける時間読みタンパク質とその調節ペ

プチドの測時機構の研究(J. Insect 

Physiology 2006, 52, 461)を推進した。

金属・糖タンパク質分子の動的なコンフ

ォメーション変化を、銅イオンのリガン

ド変化を読みとる方法（位置選択的な酸

化修飾と Nano-LC-ESI-Q-TOF-MS、MS/MS

法によって修飾アミノ酸の位置を決定し

て、半定量的にその変化を追跡する方法

（J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9268）

をもとに改良した。測時機構がタンパク

質分子のコンフォマーに対応していると

いう作業仮説をたて、これまでにその妥

当性を示す結果を得ている（  Chem 

BioChem. 2006, 7, 1590）。 

(7) 磯部・Sunthornchachawaj は、抗マラリ

ア活性物質マリンガマイドの立体構造決

定（Chem. Asian J. 2007, 2, 114)と全

合成（Tetrahedron 2007, 63, 3217)を完

成した。 

 
 
４．研究成果 

(1) フグ毒テトロドトキシン(TTX)の全合

成  フグ毒で有名な麻痺性食中毒原因

物質テトロドトキシン(TTX)の全合成は、

すでに世界初の不斉全合成を達成してい

る（ J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 8798)

が、本研究では各種類縁体・デオキシ TTX

の合成、第2段の不斉全合成を完成（Angew. 

Chem. Int. Ed. 2004, 43, 4782: Chem. 

Asian J. 2006, 1-2, 125)した。 
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ふぐ毒テトロドトキシンの構造 

(2) シガトキシン( CTX)の全合成と作用 

  シガトキシン CTX はシガテラ毒の本体

であり、 作用様式は異なるものの TTX と

同じナトリウムチャネルタンパクを標的

タンパク質とする。CTX の全合成について

は、本プロジェクトの中核に位置づけて

努力を重ね、2008.9 にその全合成を達成

した(Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 

published on-line, Mar 17, 2009)。 
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シガトキシンの作用については、オカダ酸と

交叉抗体作用があるという Hokama らとの共

同研究(J. Clin. Lab. Analy. 1992, 6, 54)

がきっかけの一つとなり、シガトキシンの側

鎖を含む ABC フラグメントがチャネルタンパ

ク質に TTXと拮抗的に作用することを見つけ

た( J. Clin. Lab. Analy. 2006, 20, 126)。

Hawaii 大学の Hokama 教授との共同研究によ

って、シガトキシン右端部が抗体認識に重要

であるという事、シガトキシン C4 の側鎖を

ふくむ左端 AB 環部分が、ナトリウムチャン

ネルとの相互作用に重要である事がわかっ

た。そこで生物有機化学的研究を推進するた

めに、新たに下図のミニシガトキシンを分子

設計し合成を完成した。さらに、13C 化合物な

どチャネルタンパク質を部位特異的に酸化

するプローブをもつミニシガトシキン類を

活用した生物有機化学的な研究を進めたい。 
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シガトキシン抗体はオカダ酸右端部と免疫

交叉活性を示す。ミニシガトシキンの設計 
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(3) セレウリドの化学合成と 3 次元構造・

生物機能 

   セレウリドは、B. Cereus 菌の生産す

る 36 員環状デプシペプチドで、嘔吐毒性

を持ち乳製品を汚染する。天然型合成を

改良し類縁体の合成を行った。異方性効

果の強い Euイオンを用いた NMR解析およ

び X-線結晶解析を用いて、バリノマイシ

ンとも比較しその 3 次元構造と生物機能

を解明した。 
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セレウリドとバリノマイシンはきわめてに

た構造をもちともに K+イオノフォア活性

を示す。 

  セレウリドと似た構造をデプシペプチ

ドであるバリノマイシンは、抗生物質と

して作用する。質量分析を用いて、天然

にはバリノマイシンアナログが多く含ま

れていることも明らかにしてきた。いず

れもイオノフォア活性を持つのに一方は

嘔吐毒（セレウリド）でもう一方は抗生

物質である。この違いは何に起因するの

かを NMR を用いて解析した。 

  セレウリドは嘔吐毒であるが、バリノ

マイシンには嘔吐毒性は全く見られない。

その 3 次元構造は NMR と計算機化学によ

るコンフォメーションから、きわめて類

似した高次構造であることが推定されて

いた（ Suwan, S.; Isobe, M.; Ohtani, I.; 

Agata, N.;  Mori, M.; Ohta, M.  J. Chem. 

Soc. Perkin Transactions 1 (Org. Chem.)  

1995, #7, 765）。本研究中に行ったそれ

らの X−線結晶解析から、計算機化学によ

る高次構造が正しいことが証明された。

セレウリドはバリノマイシンの高位同族

体であるが、それがミトコンドリア膜に

作用する決定的な差異となるかを検討し

た。 

  その結果、セレウリドとバリノマイシ

ンはほぼ同一の高次構造をとっているこ

とがわかるが、類似の置換基を優先して

配列して比較すると、両者は鏡像体の関

係にあることがわかる。さらに詳細な比

較をするために、異方性効果の強いユー

ロピウム Eu を用いて NMR を測定し、その

濃度変化から観測される化学シフト差を

求めた。この方法で化学シフト変化の大

きいシグナルのプロトンは Eu に接近し

ていることを示す。低濃度では上図のよ

うに Eu は中央の穴の中に位置し、構成オ

キシ酸の不斉炭素原子の化学シフトに選

択的変化をもたらした。高濃度では優先

配位する位置が異なることがわかる。 

  また、本来のカリウムイオンを NMR に

よって取り込む濃度を求めたところ、上

図のようにセレウリドの方がより低濃度

でカリウムイオンを取り込むことからイ

オノフォア活性がそれだけ強いというこ

とがかかった。以上をまとめると「毒か

薬か」という疑問には、高次構造の絶対

立体配置が鏡像対関係にあること、イオ

ノフォア活性はセレウリドの方が低濃度

で示されたこと、などがその理由である

と結論した。 

(4) タンパク質脱リン酸酵素阻害 

 下痢性貝毒でありタンパク質脱リン酸酵

素 2型阻害剤であるオカダ酸および同１型選

択的阻害剤トートマイシンの水溶液中の屈

曲型コンフォメーションについてはすでに

NMR 法で決定している。さらに蛍光自己消光

法でも確認した（Chem. Lett. 2004, 33, 

452）。このコンフォマーはタンパク質中では

有効ではないと考え、TTM の４炭素原子を

100% 13C で標識し多化合物で詳細を研究した

（Chem. Asia J. 2007, 2, 377)。タンパク

中に於ける分子形状について質量分析を用

いて研究を進めた(Bioorg. Med. Chem. 2008, 

16, 1747)。 
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オカダ酸 OKA は下痢性貝毒であるが、そ

の後 2型のタンパク質脱リン酸酵素阻害剤と

同定された。一方、トートマイシン TTM は 1

型阻害剤である。タンパク質との相互作用の

ために設計した多数の TTM 光親和性標識体・

蛍光標識体・4炭素原子を 100%13C で標識し

た化合物・第 2 世代光親和性標識体など 20

種類以上の類縁体を合成した(Tetrahedron 

2007, 63, 2593)。実際にタンパク質脱リン

酸酵素 との相互作用解析を行った。 
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各種光親和性標識体を結合したトートマイ

シンジカルボン酸 

  タンパク質脱リン酸酵素とその阻害で

は、トートマイシンアナログに Pybox プ

ローブを取り付けて、酸化修飾によりﾌｫｽ

ﾌｧﾀｰｾﾞ(PP1g)を修飾する。その酸化修飾

部位をイオントラップ型質量分析装置、

nanoLC-ESI-Q-TOF-MS、MS/MS 質量分析で

特定した。オカダ酸・カリキュリン、ミ

クロシスチンの３者との１型タンパク質

脱リン酸酵素複合体の X 線結晶構造は報

告されているが、トートマイシンだけが

結晶しない。Calycurin と１型タンパク質

脱リン酸酵素複合体の結晶構造を参考に

同じ部位にはまり込んでいると仮定した

計算機化学による推定構造が上図（左）

である。 
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標識体の結合部分と相互作用するタンパク

質脱リン酸酵素 

  タンパク分子中では、活性型のトート

マイシンジカルボン酸の水溶液中での安

定なコンフォメーションではフィットし

ないことから別の形をしていると考えら

れる。すでに光親和性トートマイシン誘

導体を数種合成しているので、これらを

用いてイオントラップ質量分析および 

MS/MS によるタンパク質分子中の分子形

状をした。 

  脱リン酸酵素阻害活性についても、ホ

タルルシフェリンフォスフェートを基質

として、生成するべきルシフェリン量の

減衰を観測する方法を発表しているが、

それをさらに高感度化することと、従来



 

 

の高井の方法を併用して Ki 値を求めた。

上の表で示すように天然トートマイシン

TTMDA とくらべて、光親和性標識物は一般

に阻害活性が弱くなる。しかし、誘導体

anti-10 はより強い活性を示すことがわ

かり、このことから上図に示すようなも

う一点の結合要因を推定した。 

(5) 生物発光の分子機構研究 

  発光タンパク質シンプレクチンの基質

として、天然型デヒドロセレンテラジン

と異なる分子対応を示す分子を設計し、

セレンテラジンの類縁体を多数合成した。

これらの類縁体の発光能・発光阻害機

能・発光基質分子上に発生する立体化学

についての動的不斉という概念を導入し

て、その発光機構を解明することに成功

した。その結果、トビイカ発光タンパク

質シンプレクチンとその発光素子間相互

作用について詳細な分子機構を解明し、

特に天然より発光能の強い素子を創製し

た(Proc. Jpn. Acad., Ser. B. 2008, 84, 

386)。 
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トビイカではデヒドロセレンテラジン が発

光素子。天然物より光の強い例が見つかった。 

   発光タンパク質では図のように発光素

子をアポタンパクに組み込むことができ

る。フッ素化発光素子を組み込んだ発光

タンパク質は、天然型に匹敵する発光能

を示す。最近では、フッ素の置換位置に

よって発光活性が劇的に変化することを

明らかにしてきた。この理由は、発光中

間体における立体過程が非常に重要であ

る証拠となった。そこで、発光後生成物

が異なっていることを、質量分析、クロ

マトグラフィーにより明らかにした。次

いで不斉化合物でない発光素子が、発光

する際中間体の不斉環境が重要であると

考え、キラルな発光素子ホモログを化学

合成した。発光素子ホモログ自身の発

光・蛍光のみならず光修飾、酸化修飾も

最大限利用し、タンパク分子の部位特異

的修飾位置の変化を、ペプチド・アミノ

酸残基の分子量変化を追跡する方法で、

「タンパク中の低分子の動きという動態

解析」についての一般解を得るべく展開

してきた。この分子機構に基づき、さら

に修飾能力の高い発光素子を創製し酸化

プローブとしての機能開発を行った。 

(6) 昆虫卵休眠覚醒における時間読み分子

機構 

  昆虫卵休眠覚醒における時間読みタン

パク質とその調節ペプチドの測時機構の

研究(J. Insect Physiology 2006, 52, 

461)では、金属・糖タンパク質分子の動

的なコンフォメーション変化を、銅イオ

ンのリガンド変化を読みとる方法（位置

選 択 的 な 酸 化 修 飾 と

Nano-LC-ESI-Q-TOF-MS、MS/MS 法によって

修飾アミノ酸の位置を決定して、半定量

的にその変化を追跡する方法（J. Am. 



 

 

Chem. Soc. 2001, 123, 9268）をもとに

改良した。測時機構がタンパク質分子の

コンフォマーに対応しているという作業

仮説をたて、これまでにその妥当性を示

す結果を得ている（ Chem BioChem. 2006, 

7, 1590）。 

  カイコ休眠覚醒における時間読みタン

パク質TIME-EA4と調節ペプチドPINに関

する研究では、タンパク質コア部分が

CuZn 型 SOD(Superoxide Dismutase)とほ

ぼ完全に一致することに対して、相同性

の低い 1-40, 90-104 は、３次元構造では

一面を形成し、その中央部分から調節ペ

プチドの結合に必要な糖鎖を伸ばし、さ

らに第２のCuイオンを持つことがわかっ

た（一部 ChemBioChem にて報告）。 
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時計タンパク質が金属を取り込んだ質量

分析（左）：大腸菌で発現した時間読みタ

ンパク（糖鎖を持たない）は、銅イオン 2

個と亜鉛イオン 1個をふくむが、測時機

能は示さない。 
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時計タンパク質の時間読み始めの3D構造

（計算機による） 

 

この第２の銅イオンのリガンドとなるヒス

チジン等を、ピンポイント酸化修飾法で

探索したところ、被酸化ヒスチジンは時

間経過に伴っていくつかに分散すること

がわかった。測時機能は、糖鎖と PIN ペ

プチドとの強い相互作用によるタンパク

質分子のフォールディングが必要であり、

逆時計回りに12日単位のところで固定さ

れる。低温刺激により PIN ペプチドが抜

け落ちると、アポタンパク質はより構造

の安定なコンフォメーションに移行して、

最後の安定型コンフォマーが遺伝子発現

を刺激するものと推定した。このため、

時間経過により酸化修飾を受けるヒスチ

ジンの位置が変化していくことが説明で

き、コンフォメーションが一通りでなく、

変化を続けることが時間読みの本質に関

連することがわかった。 

  TIME-PIN の結合に糖鎖が不可欠である

ことを証明した後、各種休眠品種のカイ

コ卵から時間読みタンパク質を精製しそ

の糖鎖構造を比較検討した。その結果、

糖鎖は 5 糖および 4糖で、4 糖に直線型・

枝葉型の 2 種類、すなわち全部で 3 種類

の糖鎖構造があることがわかった。時間

読み機構から、この多様性は休眠間発達

の時間に影響するため、孵化プログラム

に影響を及ぼすものと推定できる。 

(7) 抗マラリア活性物質マリンガマイドの

合成と機能 

  抗マラリア活性物質マリンガマイド X

の立体構造（Chem. Asian J. 2007, 2, 114)

と全合成（Tetrahedron 2007, 63, 3217)

を完成した。NMR 測定によりキラル溶質を

用いることによって、遠隔位にある不斉

炭素原子の絶対立体配置を決定し、両鏡

像体を合成することを含めて、マリンガ

マイドXは従来型とは逆の7’Rであり初



 

 

めての例であることを証明した。 
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まとめ 

 

  合成化学から生物有機化学までを統一

概念とする独創的なところである。本研

究で展開されるこれらの手法と結果の解

析方法を、合理的分子設計にフィードバ

ックすることは、分子科学においてアフ

ィニティが著しく高い点で毒性物質とし

て取り扱われるものの、活性発現の原理

を理解すれば、比活性を下げることで生

体系と適当な平衡点を探すことも可能と

なる。従って、ここで展開している分子

科学は、創薬の基礎科学として位置づけ

ることができる。合理的・論理的分子設

計に基づく創薬の創製科学の基礎として

社会に貢献するという意義も深い。また、

純粋に生物有機化学としての価値も高い。 
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