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研究成果の概要（和文）：生物活性化合物の作用メカニズムを理解する上で、標的タンパク質の同定が必要不可
欠である。本研究課題では、生物活性化合物の標的タンパク質を高選択的にラベル化し、同定する技術の開発に
取り組んできた。当初計画において、アジドフタルイミドを基盤とした新規のプローブ分子を提案し、検討の結
果、期待通りの光反応性と発蛍光性を見出した。本プローブ分子設計により、大過剰の非標的タンパク質存在下
において、標的タンパク質のみを特異的に蛍光ラベル化し、同定することに成功した。加えて、質量分析により
ラベル化部位を特定することで、リガンド結合サイトの推定にも本手法が利用できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of bioactive small molecules, target protein 
identification methods are highly important. In this project, a novel affinity labeling probe having
 azidophthalimide structure was designed. By several model experiments, we revealed that the 
designed probe is suitable for selective fluorescent labeling of the target protein. Furthermore, 
the ligand-binding site was successfully determined by this method. We also successfully designed 
and synthesized several bioactive small molecules.

研究分野： 有機合成化学、生物有機化学、ケミカルバイオロジー、創薬化学
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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 
 
	 表現型スクリーニング等によって得られ
た生物活性化合物の作用メカニズムを理解
し、創薬へと繋げていく上で、標的タンパク
質の同定が必要不可欠である。しかしながら、
標的タンパク質を簡便かつ高精度に同定す
ることは未だ困難であり、優れた標的タンパ
ク質同定法の開発が強く望まれている。 
 
２．研究の目的 
 
	 上記背景から、我々は「小さなタグ」を生
物活性化合物に１つ付けるだけの簡便性に
優れた標的タンパク質同定法を提案してき
た。このようなプローブ分子設計により、標
的タンパク質を高選択的に（蛍光）ラベル化
し、同定することができるか、検証を目的に
研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
	
	 既存の生物活性化合物と標的タンパク質
の組み合わせをモデルとし、検証実験を行っ
た。具体的には、炭酸脱水酵素のリガンドで
あるベンゼンスルホンアミド誘導体に設計
した「小さなタグ（アジドフタルイミドタ
グ）」を結合させ、大過剰の非標的タンパク
質存在下において標的タンパク質である炭
酸脱水酵素のみが特異的に蛍光ラベル化さ
れるか評価した。加えて、複数の生物活性化
合物と標的タンパク質の組み合わせで、同定
精度の検証を行った。また、アジドフタルイ
ミドタグ以外にジクロロマレイミドタグを
新たに設計し、評価を行った。関連して、生
物活性化合物の合成と活性評価も実施した。	
	
４．研究成果	
	 	
	 当初計画において設計していたアジドフ
タルイミドタグの光反応性および発蛍光性
を評価した結果、期待通りの性質を有するこ
とが確認できた。そこで、生物活性化合物に
アジドフタルイミドタグを結合させ、緩衝液
中で標的タンパク質の蛍光ラベル化が進行
するか確認したところ、予想以上の効率で標
的タンパク質のラベル化が進行することが
明らかになった。非標的タンパク質を大過剰
加えた系においても、標的タンパク質への選
択的な蛍光ラベル化が確認でき、アジドフタ
ルイミドタグを用いる本手法が標的タンパ
ク質同定法として優れていることが証明さ
れた。さらに、細胞系においても標的タンパ
ク質の選択的な蛍光ラベル化に成功した。通
常の標的タンパク質同定法では、細胞破砕物
から標的タンパク質を同定することになる
が、本手法では生きた細胞内で標的タンパク
質をそのまま特異的に捕らえることができ
る。よって、生物活性化合物が細胞内で作用
する標的タンパク質を適切に同定できる優

れた手法と言える。また、質量分析による解
析では、生物活性化合物の結合サイトの近傍
で選択的にラベル化反応が進行しているこ
とが明らかになった。本結果から、リガンド
結合サイトの特定においても本手法が有用
であることが示された。	
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	 アジドフタルイミドタグに加え、さらに小
型のタグとしてジクロロマレイミドタグを
設計し、同様に評価を実施した。本タグに関
しては、選択性に課題が残るものの、標的タ
ンパク質の蛍光ラベル化が良好に進行する
ことが確認できた。	
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	 周辺の生物活性化合物として、ペルオキシ
ソーム増殖剤応答性受容体（PPAR）のリガ
ンドを創出した他、アセチル CoAカルボキシ
ラーゼ（ACC）など脂肪酸合成に関わる酵素
の阻害剤開発にも同時に成功した。	
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