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研究成果の概要（和文）：プロテオミクス分野における重要な基盤技術として、プロテオー
ムからの標的蛋白質の精製およびその選択的ラベル化技術が挙げられる。そこで本研究で
は、標的蛋白質の精製および選択的ラベル化を可能とする Recapturableリンカーの開発を
目的とした。この結果、Recapturableリンカーの合成に成功するとともに、本リンカーの
標的蛋白質モデル化合物への導入およびその選択的ラベル化を達成した。 

 
研究成果の概要（英文）：In the field of proteomics, methodology of isolation followed by 

selective labeling of target proteins is indispensable. Therefore, we decided to develop a 

“Recapturable Linker” that enables isolation and selective labeling of the target proteins. 

As a result, the “Recapturable Linker” was synthesized and it was successfully applied to 

selective labeling of a model peptide of the target protein.  
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１．研究開始当初の背景 

プロテオミクス分野における最も重要な
基盤技術の一つとして、プロテオームからの
標的蛋白質の精製技術が挙げられる。従来の
精製法が標的蛋白質の“量”を指標としてきた
のに対し、近年、標的タンパク質の“活性”を
指標とした手法が注目されている。その一つ
として、Activity Based Protein Profiling 

(ABPP) を利用した方法が挙げられる。この
方法ではまず、標的蛋白質の活性中心と共有

結合を形成する阻害剤（標的蛋白質結合部
位）にアルキンを導入した小分子を、プロテ
オームへ添加する。すると、プロテオーム中
の標的蛋白質のうち、活性型のもののみが標
的蛋白質結合部位と結合し、アルキニル化蛋
白質となる。その後、アルキン部分へクリッ
クケミストリーによりビオチン部位を導入
し、標的蛋白質をアビジンカラムにより精製
するという方法である。 

アビジンカラムによる精製において、ビオ
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チン－アビジン間の結合は強固であるため、
一般的にアビジンカラムからのビオチン修
飾蛋白質の回収効率は低い。さらに溶出効率
向上のため過酷な条件を用いると、精製後の
標的蛋白質に非特異的吸着由来の蛋白質が
混入することが知られている。このため、標
的蛋白質を高効率的に回収しつつ、かつカラ
ム溶出液中の標的蛋白質のみをラベル化す
ることは困難を極める。この問題点を克服す
るため、cleavable リンカーの開発が盛んに
行われてきた。Cleavable リンカーとは特定
の条件下において切断可能なリンカーのこ
とであり、これを標的蛋白質結合部位とビオ
チンの間へ導入し、アビジンカラム後にこの
部分を切断することにより高効率的に蛋白
質を回収する。これまで種々の cleavable リ
ンカーが開発されているものの、これらの多
くは切断反応に酵素や pH 変化、チオールな
どの求核剤処理を利用するため、その生理的
条件下での安定性に疑問があった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生理的条件下では切断されず、

さらに切断後に生じる官能基を足がかりと

した標的蛋白質のみの選択的修飾を可能と

するリンカー、すなわち Recapturable リン

カーの開発と、これを用いた標的タンパク質

の高効率的精製・ラベル化法の確立を目指す

こととした。申請者はこれまで、刺激応答型

アミノ酸、すなわち任意の刺激に応答してペ

プチド結合切断を誘起するアミノ酸の開発

を行ってきた。この系では、任意の刺激によ

るフェノール性水酸基上保護基（PG）の除去

をトリガーとしてペプチド結合が切断され

る。本研究では生理的条件下では除去困難な

保護基として、フッ素アニオンにより除去可

能な保護基を PG 部分へ導入した刺激応答型

アミノ酸を開発し、これを基盤とした

Recapturable リンカーの開発を目指すこと

とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は、以下の計画 A～F に従って順次

遂行することとした。 

A 光学活性アミノ酸前駆体の不斉合成：

Recapturable リンカーの中心骨格となるフ

ッ素アニオン応答型アミノ酸前駆体につい

て、有機触媒を用いた不斉合成を行う。 

B フッ素アニオン応答型アミノ酸の合成：A

より得られる光学活性アミノ酸前駆体をも

とに、フッ素アニオン応答型アミノ酸を合成

する。 

C フッ素アニオン応答能の検討：B より得

られるアミノ酸誘導体のフッ素アニオン応

答能について検討する。 

D Recapturable リンカー誘導体の合成：N

末端にビオチンを、C 末端にアジドを有する

Recapturable リンカー誘導体の合成を行う。 

E 小分子アルキンを用いたモデル実験：

Recapturable リンカー誘導体のアルキンと

の反応、フッ素アニオン処理によるリンカー

の切断、切断成績体のアルデヒドによる選択

的ラベル化の各反応条件について、小分子ア

ルキンを用いた最適化を行う。 

F 精製蛋白質を用いたモデル実験：精製し

たアルキニル化蛋白質を用いて E 同様の実

験を行い、さらなる反応条件の最適化を図る。

さらに、アビジンカラムを用いた濃縮・回収

についても検討を行う。 

 
４．研究成果 
 研究期間内に、「２．研究の目的」に示す A

～E に成功した。以上の結果を基に現在、
「F：精製蛋白質を用いたモデル実験」につ
いて検討するとともに、これら成果をまとめ
た論文の投稿準備を進めているところであ
る。なお成果の詳細については、「５．主な
発表論文等」をご覧いただきたい。 
 
５．主な発表論文等 
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