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研究成果の概要（和文）：創薬技術の進歩により、現在ではコンピューター画像でタンパク質の

構造を描き出し、その中枢部にうまくフィットするように設計した薬物（分子標的治療薬）を

合理的に開発することが可能となっている。本研究では、この薬物設計のポイントとなる鋳型

タンパク質の構造を明らかにする上で、化学的方法ではこれまで困難とされていた痕跡量の試

料に適用できる新光反応性試薬を開発し、その適用により代謝系酵素の解析に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Recent progress in the drug developments enables the computer aided design 
of new medicines which are often called as “molecular target drugs.” The present research developed 
several novel photo-activatable probes that are effective for the analysis trace amount proteins. The 
application of this purobe was successful for solving important binding-site within a metabolic enzyme. 
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１．研究開始当初の背景 
学術的背景 
【タンパク質機能解析における課題】我が国
におけるタンパク質 3000 プロジェクトに代
表されるように、タンパク質の構造研究は結
晶解析や NMR 法などにより急速に解析が進
んでいる。一方で、膜タンパク質などの分光
学的方法の適用が難しいタンパク質も数多
くあり、これらの機能構造解析をどのように
進めるかは、プロテオミクスや創薬を推進す
る上で解決すべき重要課題の一つであった。 

 
【化学的手法による課題解決】結晶解析や
NMR 法等の分光学的方法論以外では、従来
から化学修飾法が有効な選択肢の一つとな
ってきた。代表者は、世界に先駆けて光アフ
ィニティー法の改良を進めてきた過程で、こ
の有力な化学修飾法が直面する現状の問題
点と、そのブレークスルーが分光学的方法論
の適用困難な諸課題解決へ有力な手法を提
供する可能性に、かねてより着目していた。 
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【研究開始当初での解決すべき技術的課題】
結晶解析や NMR 法は、解析を進めるのに多
量の精製タンパク質を必要とする。このため、
まずタンパク質量を確保するタンパク質発
現研究が先行する。タンパク質 3000 プロジ
ェクトの結果、多くのタンパク質に発現の目
処がついたが、結晶化の困難さや測定条件下
での不安定性等が原因で、構造解析に至らな
かったタンパク質も数多く、これらは基本的
に化学修飾法の適用が有力な解決策となる。
すでに代表者は、機能部位を特異的に化学修
飾法できる光アフィニティー法の改良を進
め、ラベルペプチドをつり上げる効率法を開
発して、機能部位の解析に有効であることを
示した(J. Am. Chem. Soc., 120, 453-454 (1998))。
しかし配列解析に至るには、マイクロモル量
の多量タンパク質が必要であり、発現タンパ
ク質を有効に利用するために、少ない量でも
解析可能な方法を開発する必要があった。 
 
 
２．研究の目的 
 現在の質量分析ではフェムトモル量で十
分にペプチドの配列解析が可能であり、一般
的な発現タンパク質の量で十分対応可能の
はずである。仮にタンパク質 1 mg（分子量
10 万で 10 nmol = 10-8 mol）から始めると、質
量分析の必要量を 100 fmol = 10-13 としても
105 の量的余裕がある。しかし、残念ながら
既存の方法は極めて精製ロスが多く、ナノモ
ルレベルでの効率法はいまだに存在しない。 
 一方、前述のように 1 mg 以上の発現に成
功して解析に至らないタンパク質は少なく
ないと考えられ、ナノモルで可能な光アフィ
ニティー法を開発することで、タンパク質の
機能構造解析をさらに前進させることが可
能である。すでに代表者は、固相への光アフ
ィニティーキャプチャー法の開拓を進めて
おり、ナノモルレベルに近いところまで技術
水準を上げてきている。この原理を適用する
ことにより課題解決に取り組むことを本研
究の目的とし、具体的な到達目標を設定した。 
 
【研究期間内の到達目標】既存法の問題点は、
光アフィニティーラベル後の精製過程で、多
くの解析試料が失われることに原因がある。
代表者のこれまでの研究で、その多くは断片
化後のペプチドをハンドリングする過程で
生じることが判明している。このため、かね
てより操作性に優れる固相法の導入が解析
過程を効率化する鍵になると考え、その技術
的蓄積に努めてきた。この経験を生かし、本
研究では目標をナノモル量のタンパク質に
おき、その解析技術の確立に焦点を絞って、
以下を検討する。 
１）ナノモル量のタンパク質を効率よく固相
上に捕捉する、光アフィニティーキャプチャ

ー法を確立する。 
２）固相上に抜き出したピコモル量の機能部
位ペプチドフラグメントを、効率良く固相か
ら遊離させ質量分析に供する技術を確立す
る。 
３）これらを集約し、タンパク質の機能部位
解析に応用する。 
 
 
３．研究の方法 
１）アシルスルホンアミド基を利用する切断
性光アフィニティーキャプチャー法：アシル
スルホンアミド基は安定な結合であるが、ア
ルキル化すると緩和な条件で切断可能とな
る。この性質をビオチンと組み合わせると、
光ラベル後にビオチンーアビジン系でラベ
ル体のみを釣り上げ精製（キャプチャー）し、
ついで、強固で解離困難なビオチン−アビジ
ン結合系から緩和に切断遊離させることが
可能となる（図１）。 

 図１ 

 この考えの基に、まずラベルタンパク質を
選択的にキャプチャーする方針で、ビオチン
−アシルスルホンアミド系の機能を利用する
釣り上げ−切断遊離の実施に向けて、新しい
アシルスルホンアミド型光プローブの合成
と、タンパク質レベルでの検証を行った。 
 
２）固相上へのペプチドフラグメントのキャ
プチャーと質量分析：断片化後のペプチドに
おいては、しばしば不溶化する等タンパク質
レベルでは生じなかった問題に遭遇し、ハン
ドリング上の困難等で解析を阻まれる場合
がしばしば存在する。この解決のため、ペプ
チド試料を固相上にキャプチャーし、そのま
ま質量分析に移行できる、ハンドリングロス
の少ない効率系の構築を計画した。 
 
３）光アフィニティーキャプチャーによるナ
ノモルタンパク質の機能部位解析：本研究で
は、難結晶性で安定性が十分でないタンパク
質にも適用可能な方法論開発を念頭に、細胞
膜上での発現系の実際的上限とされる、ナノ
モル量のタンパク質から出発して、当該タン
パク質の機能部位解析を達成する方法の確
立をゴールとして設定した。 
 この実現のため、本学薬学部の今中教授と
協力してペルオキシソーム膜関連タンパク
質の光アフィニティーラベリングを実施し
た。この研究で見いだされた、脂質代謝系の
タンパク質に的を絞り、本研究で開発したビ



 

 

オチンタグを利用する光アフィニティーキ
ャプチャー解析を推進した。 
 
 
４．研究成果 
１）光反応性の新規酸性アミノ酸プローブに
よる光アフィニティーキャプチャー：アシル
スルホンアミド基は、上述（３−１）の切断
性に加え、生理的条件下では結合内の NH 基
が解離してアニオンとなる。 
 従って、アシルスルホンアミド基を側鎖に 
導入したアミノ酸は、酸性アミノ酸類似体と
して機能することが期待される。さらに、ア
シル基上に光反応基を導入すると、これまで
例がなかったアニオン部位近傍に光反応基
ジアジリンを有する新規プローブを開発す
ることができる（図２）。 

 図２ 

 このような原理に基づき、光反応性・切断
性・アニオン性・ビオチンタグの多機能をコ
ンパクトな構造中に内蔵した新しいプロー
ブの開発を行った（図３）。 

 図３ 

 ついで、酸性アミノ酸を認識する V8 プロ
テアーゼへの光ラベルを実施し、プローブの
評価を行った。ドットブロット（図４-A）
SDS-PAGE—ブロット（図４-B）のいずれに
おいても、ラベルで特異的に取り込まれたビ
オチンタグが化学発光で検出された（a また
は 1）。ビオチンの切断操作でこのシグナルが
消失することから（b または 2）、目的通りの
光反応性・切断性・アニオン性・ビオチンタ
グの特色を併せ持つ、多機能型の新規プロー
ブが得られたことを確認した。 

 図４ 

 本プローブは V8 のみならず、酸性アミノ
酸を認識する種々の酵素の光ラベルにも有
効であったので、これらの中からグルタミン
酸脱水素酵素（GDH）を選択し、ラベルタン
パク質の釣り上げ精製とその酵素消化物の
MS 解析へと検討を進めた（図５）。 

 図５ 

 図３のプローブを用いて GDH タンパク質
の光アフィニティーキャプチャー解析を実
施した。ビオチンタグは目的タンパク質の特
異的ラベル化と釣り上げに有効であった。ま
た、プローブ中のアシルスルホンアミドの切
断能を利用して、アビジン上にキャプチャー
濃縮したラベルタンパクのみを再遊離させ
ることもできた。さらに、精製したラベル
GDH の酵素消化物（図６上）と GDH 標品の
酵素消化物（図６下）の質量分析結果を比較
することで、ラベルペプチドの候補（図６上
矢印）を容易に同定できる新技術を開拓した。 

 図６ 
 この方法で、実際にナノから数十ナノモル
レベルのタンパク質を効率よく釣り上げ精
製することが可能となり、本課題の目的であ
るナノモルタンパク質の機能部位解析に有
用な方法論確立への重要な知見を得た。 
 
２）金膜固相上へのペプチドキャプチャーと
質量分析：前述（４−１）の切断系と組み合
わせ、キャプチャー−切断遊離−質量分析の方
針で、金膜基盤上でキャプチャー解析する可
能性について実験を追加し検討した。まず、
光反応性のジアジリン型素子を用意し、金膜
コーティングした特殊質量分析用基盤（ター
ゲット）上にこれを塗布・吸着させた光反応
性固相デバイスを構築した（図７）。 

 図７ 



 

 

 このデバイスはペプチド試料の光キャプ
チャーに有効であり、キャプチャーされたペ
プチドを、質量分析によりこのデバイス上で
直接検出可能であった（図７−右上）。 
 この結果は、ペプチド試料を金膜から構成
される固相上に直接キャプチャーすること
で、キャプチャーから質量分析までを一貫し
て同一固相上で実施できることを示す。さら
に、チオール基により金膜固相に固定した試
料が、質量分析操作の際のレーザー光照射に
より金膜基盤から脱離検出されるという新
知見が得られた。金膜固相を用いるキャプチ
ャー系はハンドリングロスが少なく、解析サ
ンプルが特に微量の際に有用であり、本課題
の目的実現に新たな選択肢を加える上で重
要な新知見を得た。 
 
３）ペルオキシソーム系 β−酸化酵素 MFE2
タンパク質の機能部位解析：まずビオチンを
導入した多機能型パルミチン酸光プローブ
を合成した（図８）。 

 図８ 

 この新規光反応性脂質プローブが、β 酸化
酵素 peroxisomal multifunctional enzyme type2 
(MFE2)を特異的にラベルする事を見いだし
た（図９）。 

 図９ 

 次に、発現 MFE2 タンパク質 (80 kDa) 100 
μg (1.25 nmol)から出発し、その機能部位解析
する段階へと研究を進めた。ついで、プロー
ブ構造中のビオチンを利用して、光ラベル後
の試料混合物中から、ラベルタンパク質をア
ビジン固相上へとキャプチャーすることで
選択的な釣り上げ精製を達成した。 

 図１０ 

 この精製ラベルタンパク質を、酵素消化後
に MALDI- TOF 質量分析することによって、
Trp249 – Arg251 の機能部位ペプチド配列の
同定に成功した（図１０）。 
 同定部位から、本酵素の機能発現に関連す
ると想定されるいくつかのアミノ酸に対し、
部位特異的変異実験を実施した（図１１）。
これらの結果を基に、３次元グラフィックス
による構造解析を行ったところ（図１２）、
本研究で同定に成功したペプチド部分は、こ
れまで明らかでなかった MFE2 の機能につい
て、その詳細を浮き彫りにすることができた。 

 図１１ 

 図１２ 

 この結果、本研究の目的である“ナノモル
量のタンパク質から出発し、その機能部位を
解析する方法”の開発に成功した。さらに、
このキャプチャー型ビオチンプローブの設
計方針を応用し、新規 ATP プローブ開発へと
発展させた。 
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