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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発した「固相担体上への小分子固定化（光親和型固定

化）」を利用した小分子―蛋白質相互作用解析法の高機能化をまず検討した。小分子と固相担体

を繋ぐリンカー部分に切断サイトを導入することで、これまでは困難であった固定化後の小分

子の解析と、小分子反応性蛋白質の高感度検出を達成した。一方、小分子マイクロアレイ（小

分子高密度集積チップ）の開発を行い、酸化酵素 P450 の基質特異性を検出する新規小分子マ

イクロアレイを構築した。 
 
研究成果の概要（英文）：Small-molecule microarray and affinity matrix technologies have 
been developed. Firstly, by introducing a cleavable site in a photoactivatable linker, which 
is used to immobilize small molecules on an affinity matrix, validation of the immobilized 
small molecule on the affinity matrix became possible for the first time. The newly 
developed cleavable photoactivatable platform also permits the efficient detection of 
proteins covalently bound to the immobilized small molecule. Secondly, small-molecule 
microarray platforms that detect substrate specificity of cytochrome P450 have been 
developed.  
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１．研究開始当初の背景 
 
特定の蛋白質に特異的に結合する小分子（リ

ガンド）は、この蛋白質の機能を解析するた

めの基礎研究ツールとして重要な価値を持

つ。このような観点から、特定の蛋白質に対

して特異的に結合する小分子を、合成小分子

ライブラリーから網羅的に探索する小分子
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マイクロアレイが注目されていた。一方、特

定の生理活性物質の細胞内標的分子を探索

する目的で、小分子固定化アフィニティービ

ーズも注目されていた。我々は固相担体上へ

の小分子の新規導入法を開発して、上記二つ

の相互作用検出プラットフォームとの融合

を進めていた。 
 
２．研究の目的 
 
小分子マイクロアレイや小分子固定化アフ

ィニティービーズなどの小分子―蛋白質相

互作用検出技術に、適切な有機化学反応を組

み込み、これを利用することで、上記相互作

用検出プラットフォームの革新的な改良と

応用を目指す。具体的には (1) 小分子マイク

ロアレイ上に結合した蛋白質を光トラップ

する手法の開発、(2) 開裂型リンカーを用い

た光親和型固定化の改良、 (3) 酵素基質特異

性検出アレイの開発、を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 小分子マイクロアレイ上に結合した蛋白

質を光トラップする手法の開発 
マイクロアレイ基板上に導入したジアジリ

ン基から発生させたカルベンを用いて低分

子化合物を基板上に固定化させる手法（光親

和型固定化法）は応募者らが開発した手法で

あるが、365 nm の紫外線を用いてジアジリ

ンの光分解反応を検討した結果、過剰の低分

子化合物の存在下でも、必ずジアジリンの異

性化によりジアゾ化合物が副生することを

見出している。このジアゾ化合物が 302 nm 

の紫外線照射により効率的に分解され、カル

ベンを生じるという報告が為されているた

め、このジアゾ化合物が蛋白質との十分なク

ロスリンク能を持つかどうか確認する。 

 

(2) 開裂型リンカーを用いた光親和型固定化

の改良 

光親和型固定化で用いる photoactivatable

リンカー中にジスルフィド結合を導入した

開裂型 photoactivatable リンカーを合成し、

これが既存の photoactivatable リンカーと

同様に小分子の固定化に利用可能かどうか

をまず調べる。利用可能であれば小分子を固

定化後に開裂サイトを切断させ、固定化され

た小分子の量や配向性の解析を行う。 

 

(3) 酵素基質特異性検出アレイの開発 
これまでに開発してきた相互作用検出プラ

ットフォームは、結合した状態が安定に存在

する小分子―蛋白質間相互作用の検出を主

に目指していたが、本課題では酵素が小分子

と一過的に相互作用した結果生じる官能基

の基板上での検出に焦点を絞る。すなわち、

P450 とその基質群をモデル系として、基板上

に固定化した小分子を P450 で処理した時に

水酸化された（または付加された）小分子を

検出する試薬を開発する。 

 

４．研究成果 

 

(1) 小分子マイクロアレイ上に結合した蛋白

質を光トラップする手法の開発 
マイクロアレイ基板上に導入したアリール

ジアジリン基と、365 nm の紫外光照射によ

りジアジリン基より副生するジアゾ化合物

を用いて、小分子と蛋白質を２段階の光照射

により基板上に固定化するべく、基板上にア

リールジアジリン基を導入する検討や、各種

ジアジリン化合物を合成・光分解し、その光

分解生成物の解析を行った。未だに基板上の

ジアジリン基や、光分解により発生するジア

ゾ化合物のさらなる光分解を基板上で「その

場観察」することには成功しておらず、また

ジアゾ化合物が小分子と十分なクロスリン

ク能をもっているかどうかの確認ができて

いないが、ジアジリン基の特性に関するいく

つかの基礎的かつ重要な知見を得ることに

成功した。 

 

(2) 開裂型リンカーを用いた光親和型固定化

の改良 

 

H20 年 度 ま で に 第 一 世 代 型 開 裂 型

photoactivatable リンカーの合成を達成し

た。このリンカーを導入した樹脂（第一世代

開裂型 photoactivatable ビーズ）に小分子を

固定化したプラットフォームが、小分子に共

有結合する結合蛋白質の検出に有効である

ことを明らかにした。また、このプラットフ

ォームでは固定化された小分子を固相上か

ら切り出して検出することが可能であるこ

とを明らかにした。 

 
第一世代開裂型photoactivatableビーズの高

い有用性は示されたが、本プラットフォーム

中のジスルフィド結合の脆弱性を改良すべ

く、第 2 世代型クリーバブル光親和型リンカ



 

 

ーの合成を達成した。更にこのリンカーを用

いて第 2世代開裂型 photoactivatableビーズ

は第 1 世代型と同様に小分子の結合蛋白質解

析に使えることを明らかにした。懸念であっ

たジスルフィド結合の安定性は、選択的切断

能を有しながら、第 1 世代型に比べて大きく

向上したことも明らかにした。 
 

(3) 酵素基質特異性検出アレイの開発 
 

当初、酸化酵素 Cytochrome P450 の基質特

異性を検出すべく、小分子マイクロアレイ上

に固定化した小分子群をまず P450 と反応

させ、小分子上に付与された官能基（水酸基

など）を検出試薬で検出する手法の開発を目

指した。しかし、当初の予想に反して、アレ

イ基板上に固定化された基質が基質として

の酸化を全く受けなくなることが明らかと

なった。そこで、アジド化小分子ライブラリ

ーを溶液中で酸化させた後にアルキン修飾

基板に導入して、それから検出試薬で検出す

る方法と、小分子ライブラリーの代わりに補

酵素 NADH を基板に固定化しておき、基質

の酸化に伴う NADHから NAD+への変換を

検出するプラットフォームの構築を目指し

た。アジド化小分子ライブラリーを用いる手

法では、低感度ながら酸化された基質の検出

に成功している。また、NADH 固定化アレイ

を用いる手法も要素技術の開発に成功して

いる。 
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