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研究成果の概要（和文）：未だ共結晶構造が解かれていないスフィンゴミエリン合成酵素2(SMS2)とリガンド間
の結合様式を光アフィニティーラベル法(PAL)によって解明することとした。独自開発したSMS2阻害剤の骨格を
ベースに２種類の光アフィニティープローブを合成し、そのうちの一つがSMS2の分子量である43kDaに特異的な
タンパク質を釣り上げていることをSDS-PAGEで確認した。このバンドをゲル内酵素消化を行い、質量分析を行っ
た結果、目的のSMS2を釣り上げていることに成功した。今後はSMS2の発現量を増やすことで、結合部位解明が期
待できる段階まで進めることができた。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of sphingomyelin synthase 2 (SMS2) activity has physiological 
effects such as anti-obesity and anti-malignant lymph tumor immunity. Therefore the development of 
high potent inhibitory compounds for SMS2 has attracted attention all over the world. However, SMS2 
is a membrane protein that has never been successfully purified, and the lack of homologous or 
similar proteins makes structure-based drug discovery using bioinformatics difficult. In this study,
 to elucidate the binding mode of SMS2 with its inhibitor by photoaffinity labeling. Two types of 
photoaffinity-labeled probes were prepared, and both were confirmed to have selective inhibitory 
activity against SMS2. Also, one of them was confirmed to bind specifically to SMS2. This result 
will contribute that it is able to advance to the stage where we can expect to elucidate the binding
 site by increasing the amount of SMS2 in the future.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： スフィンゴミエリン合成酵素２　光アフィニティーラベル　スフィンゴ脂質　阻害剤　肥満　癌

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までにX線結晶構造解析法やクライオ電子顕微鏡法によるSMS2単独およびリガンド間の結晶構造が解かれた
例はない。本研究成果は光アフィニティーラベル法による結合部位解明まであと一歩のところまで迫ることがで
き、今後はタンパク質科学の専門家と共同で本研究を進めることでSMS2-阻害剤間の結合部位解明が期待でき
る。結合部位の解明がなされればin silico研究による生体分子に適切なSMS2阻害リード骨格を素早く提案可能
になるとされ、肥満やガン、認知症などのアンメットメディカルニーズ対象疾病に対する新規改善アプローチを
開拓できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
スフィンゴミエリン合成酵素 2(SMS2)は細胞膜に局在しマイクロドメイン中の SM 量の調節に
関与するとされる。近年、この SMS2 欠損マウスにおいて抗肥満効果 1)や抗悪性リンパ腫瘍免疫
亢進 2)、SMS2 ノックダウン神経細胞においてはアミロイドβの除去作用を持つエクソソーム放
出促進 3)が報告され、SMS2 の阻害が創薬のターゲットとして注目されている。しかし、SMS2 は
精製に成功例のない膜タンパク質であり、また相同性や類似性をもつタンパク質が存在しない
ことからバイオインフォマティクスによる構造基盤創薬が困難という大きな問題を抱えている。
また我々の研究グループは、現在までに基質であるセラミド骨格をベースとした SMS2 選択的な
阻害剤 (50%阻害濃度：20 nM)を開発してきたが、脂質骨格を基盤としているため“難水溶性の
問題”がいまだ生体への応用に大きな壁として存在している。 
 
２．研究の目的 
生体への応用可能な SMS2 阻害リード開発は阻害剤-SMS2 間の結合様式を明らかにすることで
そのヒントが得られると期待した。そのため、独自開発した SMS2 選択的阻害剤-SMS2 間の結合
様式（結合部位の特定からコンピュターシュミレーションによる結合モデル構造の予測）を光ア
フィニティーラベル法 (PAL)によって明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法  
(1)独自の SMS2 選択的阻害剤を搭載したノシルジアジリン型 PAL プローブの合成 
 独自 SMS2 阻害剤はセラミド（スフィンゴシン）骨格を基盤としている。スフィンゴシンの末
端部分は蛍光基修飾を行なってもその生理活性が保持され、蛍光スフィンゴシンとしも市販さ
れていることからスフィンゴシン末端にノシルジアジリン基を導入した PAL プローブの合成を
実施した。合成 PAL プローブについて、SMS2 選択的阻害活性が確認できない場合の補完法とし
てジアジリン基とクリック反応による検出基導入のためのアルキンを直接スフィンゴシン骨格
に導入した第二の PAL プローブ合成を補完法として準備しておくこととした。 
 
(2)合成した PAL プローブによる SMS2 間の結合様式の解明研究 
 十分な SMS2 選択的阻害活性が認められた合成 PAL プローブと SMS2 懸濁液を相互作用させ光
ラベル化を実施する。この際、競合剤競合実験も行い、SMS2 への特異的結合が行われているこ
とについても確認を行う。ラベル化後は蛍光標識やビオチン標識を行い、SDS-PAGE、ウェスタン
ブロッティングによる SMS2 の検出基導入の確認を行なったのち、ゲル内消化を行い質量分析に
よる阻害剤-SMS2 間の結合部位解明を検討することとした。 
 
４．研究成果 
(1)2種の PAL プローブ合成 
 ドデカンジオール(1)を HBrと反応させ、モノブロモ体(2)を 49%、続く IBX 酸化によるアルデ
ヒド(3)を 89%で得た。いっぽう、L-セリンより既存法 4)に従って、化合物(4)を誘導後、Horner-
Wadsworth-Emmonsによりケトスフィンゴシン骨格(5)を 73%で合成し、ケトン基を Zn(BH4)2で還
元することで(2S,3R)体のスフィンゴシン骨格(6)を得た。続いて、3位の水酸基をメチルエーテ
ル(7)へと変換した後に、独自開発したノシル型ジアジリン 5)(8)を導入した化合物(9)を 63%で
構築した。アセトナイド、Boc基はメタノール中、TFA で脱保護を行い、最後に SMS2 選択的阻害
のキーとなる化合物 11をアシル化することで PAL プローブ (12)をトータル収率 5%程度で構築
することに成功した（図 1）。 

図１.PAL プローブ 12 の合成スキーム 
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また PAL プローブ(12)の SMS2 阻害活性が確認できない場合に備えて、ジアジリン基とクリッ
ク反応による検出基導入のためのアルキンを直接スフィンゴシン骨格に導入した第二の PAL プ
ローブ合成（27）についても検討を行なった。5-ブロモ-1-ペンチン誘導体(13)を Grignard 試薬
(14)へ変換の後、アルデヒド(15)と縮合させアルコール化合物(16)を 61%で調製した。次に IBX
によるアルコールの酸化を行うことでケトン化合物(17)、続いて TBAFによるシリル基の脱保護
を行うことで化合物(18)を得た。さらにヒドロキシルアミン-O-スルホン酸と反応させることで
ジアジリジン化合物(19)を経て、活性二酸化マンガンによってジアジリン化合物(20)を 2 ステ
ップ 36%で調製することに成功した。調製した化合物(20)の一級アルコールは、再び IBXで酸化
を行いアルデヒド(21)へ変換の後、化合物(22)と Horner-Wadsworth-Emmons 反応によりケトス
フィンゴシン骨格(23)を 88%で合成した。のちの反応経路はノシル型 PAL プローブ(12)と同様の
方法を用いて第二の PAL プローブ(28)を合成することに成功した（図 2）。 

図 2. PAL プローブ 28の合成スキーム 
 
(2)合成した 2種の PAL プローブの SMS2 阻害活性評価試験 
 合成した 2種の PAL プローブの SMS2 選択

的阻害活性については、座間、五十嵐らのSMS

阻害剤スクリーニングアッセイ系 6)を用い

て評価を行なった。独自の SMS2 阻害剤(29)

の 50%阻害濃度を指標（SMS1:3 uM, SMS2:20 

nM）とした際に PAL プローブ(12)では

SMS1:50 uM, SMS2:150 nM、PAL プローブ(28)

では SMS1:15 uM, SMS2:20 nM となり十分な

SMS2 選択的阻害活性を保持していることが

確認された（図 3）。したがって、これらを以

降の PAL実験に使用することとした。 

 

図 3.合成した PAL プローブの SMS2 阻害活性 

 
(3)合成した 2種の PAL プローブの光反応性評価 
 次に PAL プローブの最適光反応条件を検討した。メタノールで 0.5 mM に調製したサンプルを
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実際の PAL実験では 310–385 の波長を用いて実施することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.PAL プローブの光反応性試験 
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(4) PAL プローブ(12)を用いた SMS2 の釣り上げ実験 
 PAL による阻害剤—SMS2 間の結合様式解明試験には pCMV-SMS2-3xFLAG プラスミドからなるマ

ウス SMS2 を HEK293細胞で過剰発現させ、総タンパク質量 1mg/mL の細胞懸濁溶液を準備した。

PAL実験では細胞懸濁液 200uL に 50uM の PAL プローブ(12)を調製し、37℃で１時間インキュベ

ーションを行った後、氷上にて 310—385 nmの光照射を 60秒行なった。10KDaのアミコンで 2回

洗浄した後、50uM の BODIPY-PEG チオール、及び 100uM の TCEP を加え pH 9.2 borate buffer 

(400 µl)中で 37℃、攪拌しながら１時間 SNArを行った。反応後は 10kDaアミコンで 2回洗浄し

た後、サンプルバッファーを加え SDS-PAGEのサンプルを調製した。SDS-PAGE 後、anti-FLAG抗

体による化学発光検出および蛍光検出による SMS2釣り上げの評価を行なった。SMS2 の分子量で

ある 43kDa 付近に化学発光バンドを確認したが、蛍光検出においては PAL プローブ(12)の明確

なバンドを確認することができなかった。また PAL プローブ(12)の濃度やタンパク量、BODIPY-

PEG チオール量の検討を行なったが変化を確認することができなかった（図 5）。考えられる原因

として光ラベル後のSNArが効率よく進行していないことがあげられ、水中における効率的なSNAr

反応をさらに検討する必要があると考えられる。現在、水中での効率的な SNArの構築を目指し、

低温マイクロウェーブアシストや超音波アシストなどによる反応条件をおこなっており、現状

よりも収率の高い結果が得られているため、これらの方法を活用し再度検討を行う予定である。 

 

 
図 5.PAL プローブ(12)を利用した SMS2 との光ラベル実験の結果 

 

(5) PAL プローブ(28)を用いた SMS2 の釣り上げ実験 

PAL プローブ(12)と同様にサンプルを調後、37℃で１時間インキュベーションを行った後、氷

上にて 310〜385 nm の光照射を 60 秒行なった。その後、1.25mM CuSO4、125uM TBTA、1.25mM 

Sodium ascorbateおよび 80uM 6-FAM-PEG3-azideになるようにサンプルを調製し 37℃、１時間

クリック反応を行った。さらにサンプルをそのままサンプルバッファーを加え SDS-PAGEのサン

プルを調製した。まず、化学発光による WB結果から 43 kDaの SMS2 バンドが得られていること

を確認した。いっぽう、蛍光検出の結果について、PAL プローブ(28)を入れてないサンプルでは

蛍光バンドは確認されず 6-FAM-PEG3-azide によるタンパク質等への非特異的な吸着は起こって

いないことが確認された。続いて、PAL プローブ(28)をいれたレーンとさらに競合剤(29)を入れ

たレーンを比較してみると、競合剤が入っていないレーンは 43 kDa 付近に蛍光バンドが確認で

き、競合剤を 10倍量加えたレーンでは 43KDa 付近のバンドが薄くなっていることを確認した。

実際に ImageJを用いて蛍光強度を定性比較したところ、競合剤なしを 1.0 とした際、競合剤有

りの強度は 0.4であったことから PAL プローブ(28)の SMS2 への光ラベル化が抑制され、SMS2 と

特異的に結合していることが示唆された（図 6）。 

 
図 6. PAL プローブ(28)を利用した SMS2 との光ラベル実験の結果 

（検出基として蛍光基を導入） 

 

 

さらに蛍光標識だけでなく、Biotin-PEG-azideを用いてクリック反応を行い、アビジンによる

光ラベルタンパク質精製後に FLAG抗体を介した化学発光による検出を行なった結果、こちらも

43kDa 付近に特異的なバンドを検出することができた（図 7）。 
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図 7. PAL プローブ(28)を利用した SMS2 との結合様式解明を志向した光ラベル実験の結果 

（検出基として Biotin を導入） 

 

 

(6) PAL プローブ(28)で釣り上げた SMS2 の結合部位解析実験 

 PAL プローブ(28)で釣り上げタンパクを Biotin で検出した 43kDa 付近のバンドを切り取りア

セトニトリルで懸濁後、乾燥させた。次に 400uL の DTT溶液(10mM DTT,50mM Ammo.Bicarbon.)を

加えて 45分間、56℃で反応させることで S-S 結合を切断し、DTT溶液を除去後、400uL のアルキ

ル化溶液(55mM ヨードアミド,50mM Ammo.Bicarbon.)を加え 30分間、室温で遮光しながら反応

することでアルキルキャップを行なった。サンプルを洗浄バッファー(50mM Ammo.Bicarbon.)で

10 分間攪拌し、乾燥後、トリプシンによる酵素消化反応を行い質量分析によるペプチド解析を

行なった。その結果、ペプチド断片 VSSQTNFLSR部分が検出され、SMS2 が PAL プローブ(28)によ

って釣り上がっていることが確認できた（図 8）。今回、期間中に SMS2-PAL プローブ間の結合部

位特定までには至っていないが、今後は昆虫細胞を用いたより多くの SMS2過剰発現を行い SMS2

と PAL プローブの結合部位特定研究の継続を予定している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. PAL プローブ(28)を利用した釣り上がった SMS2 の質量分析結果 
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