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研究成果の概要（和文）：アフィニティ樹脂を用いたターゲット探索をより効率するため、新た

に光によって選択的切断可能なリンカーを固相担体と生理活性物質の間に導入した。その結果、

既存のターゲット蛋白質を低温下（4 度）、短時間（15-30 分程度）の光照射のみで選択的にア

フィニティ樹脂より溶出することに成功した。本方法では、反応に使用する buffer（溶媒）に

制限が無く、通常 buffer 条件のまま反応が進行するため、汎用的な手法となった。 
 
研究成果の概要（英文）：I have developed a photo-cleavable linker for identifications of the 
target proteins of attractive bio-active compounds. We here demonstrated that known 
target proteins such as FKBP12, CAII, and so on, were selectively eluted from affinity 
resins using our method, only by irradiation under protein-friendly mild conditions.  This 
development is important for the identification. 
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１．研究開始当初の背景  

ポ ス ト ゲ ノ ム 時 代 に お い て 新 た な
医 薬 品 創 出 は 大 き な 課 題 の 一 つ で あ
る。近年コンビナトリアル化学や HTS、
SBDD 等創薬関連技術の進展を受け、
創 薬 タ ー ゲ ッ ト 同 定 後 の 創 薬 研 究 は
大きな進歩を遂げている。しかし、新
規創薬ターゲットは未だ容易でなく、

新 た な 創 薬 タ ー ゲ ッ ト 探 索 方 法 開 拓
に関心が寄せられている。一方、毒性
は強いが顕著な薬効のある化合物（天
然物や開発ドロップ化合物等）や臨床
上 有 益 な 効 果 が 知 ら れ て い る に も 拘
らずターゲット未同定の医薬品（古い
医薬品等）が数多く知られている。こ
れ ら の 生 理 活 性 物 質 の 薬 理 作 用 を 担
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うターゲットは、既に in vivo での有
用 性 が あ る 程 度 担 保 さ れ て い る こ と
から、魅力ある新規創薬ターゲットに
な り う る と 考 え ら れ 高 い 注 目 を 集 め
ている。特に臨床効果が認められてい
る化合物に関しては人における Proof  
of  Concept が得られており、製薬産業
にとって大きな福音となり得る。ター
ゲ ッ ト 解 明 に よ っ て 効 率 的 評 価 系 の
構築や理論的創薬研究が可能となり、
オ リ ジ ナ ル 化 合 物 を 凌 駕 す る 選 択 性
に優れ副作用が少なく、かつ強力な医
薬 品 開 発 が 期 待 さ れ る た め 世 界 中 で
様々な取り組みがなされているが、生
理 活 性 物 質 の タ ー ゲ ッ ト を 効 率 的 に
同 定 す る 方 法 は 未 だ に 決 定 的 な 方 法
が確立されていない。  

 
２．研究の目的  

研究はアフィニティ樹脂を用い、効
率 良 く リ ガ ン ド と 特 異 的 に 結 合 す る
タ ー ゲ ッ ト を 効 率 的 に 同 定 す る 方 法
を開拓することを目的とする。アフィ
ニ テ ィ 技 術 は タ ー ゲ ッ ト 探 索 や 目 的
物 の 精 製 に 広 く 使 わ れ て い る 技 術 で
あるが、固相表面に捉えられたターゲ
ットを溶出するのに、多量のリガンド
あ る い は 関 連 誘 導 体 を 加 え る 方 法 や
界 面 活 性 剤 や 高 濃 度 の 塩 を 加 え て 溶
出 す る 方 法 が 主 と し て 用 い ら れ て き
た。しかし、前者ではリガンド溶解度
が充分でない問題点があり (多くの膜
透過性化合物はある程度疎水性 )、後
者 の 方 法 で は 非 特 異 的 結 合 物 質 も 同
時に溶出される問題があり、目的を充
分 に 満 足 す る 方 法 は 未 だ 開 発 さ れ て
いなかった。そのため、これまでは選
択的なターゲット溶出を断念し、溶出
ス テ ッ プ 以 前 ま で に ア フ ィ ニ テ ィ 樹
脂 へ の 非 特 異 的 蛋 白 吸 着 を 抑 制 す る
ことが強く求められてきた。しかし、
目 的 蛋 白 質 と の 結 合 を 高 い レ ベ ル で
保持しながら、アフィニティ樹脂上へ
の 非 特 異 的 蛋 白 吸 着 を 完 全 に 抑 制 す
ることは困難であり、アフィニティ樹
脂 に よ る タ ー ゲ ッ ト 探 索 の 汎 用 性 を
制限してきた経緯がある。本技術では、
タ ー ゲ ッ ト に 影 響 し な い 波 長 光 の 照
射 に よ っ て リ ガ ン ド と 固 相 担 体 と の
結合を選択的に切断し、ターゲットの
み を 固 相 表 面 か ら 溶 出 す る こ と を 目
的としており、これらの問題を根本か
ら解決することが期待される。また、
本 技 術 で は 理 論 上 溶 出 時 の 溶 液 成 分
に制限が無く、しかもリガンド以外の
夾 雑 物 が 含 有 さ れ な い た め 得 ら れ た
タ ー ゲ ッ ト 含 有 溶 液 の 広 範 な 活 用 が

可能となる。この優れた特性を利用し、
ト リ プ シ ン カ ラ ム や 質 量 分 析 器 と 一
体 化 し た 完 全 自 動 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質
探索装置の開発も期待される。従来法
ではトリプシン活性や MS 測定に障
害となる高濃度界面活性剤・塩の除去
過 程 が 必 須 と な り 実 現 困 難 で あ っ た
当 該 自 動 装 置 が 開 発 さ れ れ ば 微 量 蛋
白 同 定 の 問 題 で あ る ケ ラ チ ン 等 の 混
入 が 完 全 に 回 避 さ れ 格 段 の 感 度 向 上
が期待されている。また、本技術で得
ら れ た タ ー ゲ ッ ト は 理 論 上 リ ガ ン ド
と の 結 合 能 を 有 す る active 
conformation を高濃度で含有するこ
とから抗体精製や X 線結晶解析用蛋
白調整等、サンプルに高い３次元構造
的 純 度 も 求 め ら れ る 分 野 に お い て も
貢献が期待されている。  

 
３．研究の方法  
本研究では大きく次の３つのステッ
プからなる。１）本研究に適した光切
断リンカー、装置の開発、２）ターゲ
ット既知のモデル化合物（FK506 等）
を用いた技術の最適化研究、３）幅広
い生理活性物質(未知ターゲットの探
索を含む)を用いた応用研究  
 第 1 のステップではターゲットと
して想定される蛋白質や核酸等に影
響を示さない波長光の照射によって
効率に切断される光切断リンカーと
本研究に適した装置の開発である。具
体的には、既知の光切断リンカー
（o-nitorobenzyl derivatives）をベ
ースに検討を行う計画である。この時、
①光照射によって核酸や蛋白質の変
性が起こり難い波長光によって、しか
も②ターゲットの失活を抑制するた
め低温（４度付近）において効率的に
反応が進行することの２点を指標と
し検討する計画である。 
 第２ステップでは実際に特異的結
合タンパクが知られるモデル化合物
（FK506 等）を選択し、既知のターゲ
ット（FKBP12 等）同定を指標とし条
件の最適化を行なう計画である。予備
検討において、溶出時に高濃度ラジカ
ル消去剤等を共存させた時にのみ目
的の FKBP12(FK506 binding protein)
の選択的溶出が見られたことから、光
照射によって切断された光切断リン
カー由来の高反応性ラジカル体とタ
ーゲットとの非選択的な付加反応が
起こっているものと考えられる。そこ
で、本ステップではこの非特異的反応
の抑制策の開発が大きな課題となる
(具体的対策は下記方法の欄に記載)。



 

 

また、本ステップではモデル化合物を
利用し、既存手法との比較検討も行い、
新手法のメリットを実験的・客観的に
明確にしていく計画である。 
 第３ステップでは、開拓された手法
の有用性の実験的な検証と手法の微
調整を目的に、幅広い生理活性物質を
用いた応用研究を遂行する計画であ
る。そして、最終的に目標とする広範
な化合物あるいは蛋白質、核酸等の生
体物質に特異的に結合する蛋白質・核
酸を効率的に取得する手法を開発す
る計画である。 
 
４．研究成果 

物 理 の 分 野 で 用 い ら れ て き た 光 発
生装置を改良し、低温かつ短期間で光
切 断 反 応 を 完 結 す る 装 置 関 連 を 完 成
し、光切断リンカーを用いたターゲッ
ト特異的溶出実験を遂行した。その中
で、我々独自開発したアフィニティ研
究用固相担体 AquaFirmus（筑波家田
化学より販売）を用いた系において、
顕 著 に 特 異 的 吸 着 蛋 白 質 の み の 選 択
的 な 溶 出 が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か
と な っ た 。 こ こ れ 開 発 し た 条 件 は 、
（ １ ） 反 応 系 が saline 相 当 の 単 純
buffer であり、特別な添加剤を必要
としないこと、（２）蛋白質の native
状 態 を 最 も 長 く 保 有 で き る 温 度 で あ
る 4 度で行えること、（３）約 30 分程
度 の 光 照 射 時 間 で ほ ぼ 選 択 的 溶 出 反
応が飽和すること、などの観点から目
的 と す る タ ー ゲ ッ ト 未 知 の 生 理 活 性
物 質 の タ ー ゲ ッ ト 探 索 研 究 に お い て
広 く 適 応 が 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ

れた。最後に、本研究課題で構築され
た研究成果の有効性を検証するため、
タ ー ゲ ッ ト 既 知 の 生 理 活 性 物 質 で あ
る ２ つ の 化 合 物 ベ ン ゼ ン ス ル フ ォ ン
アミドおよび FK506 をリガンドとし
て 選 択 し 、 ラ ッ ト 脳 か ら 調 整 し た
crude なライゼートから、ベンゼンス
ル フ ォ ン ア ミ ド 特 異 的 結 合 蛋 白 質 で
ある CA2、および FK506 特異的結合蛋
白質 FKBP12 を、それぞれ選択的にア
フ ィ ニ テ ィ 樹 脂 か ら 溶 出 す る こ と 実
施した。その結果、高感度の銀染色レ
ベルにおいても CA2 や FKBP12 以外の
蛋白質溶出が認められず、本手法の有
用性を認めることができた。今後は、
実 際 の タ ー ゲ ッ ト 探 索 研 究 に 本 手 法
を広く適応する計画である。 
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