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研究成果の概要（和文）：ケミカルバイオロジーにおいて、小分子化合物は生体システムを研究するための重要
なツールであり、化合物ライブラリーの中から目的の蛋白質に特異的に結合する小分子化合物を、より効率的に
探索するための戦略が重要である。本研究では、ケミカルアレイの検出能の向上に資する技術開発を行い、蛋白
質に結合する小分子化合物の中から蛋白質の着目した標的部位に特異的に結合する化合物を効率的に探索する手
法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Small molecules are important tools to investigate biological system in 
chemical biology research. A strategy is important for efficient screening of small molecules 
specifically binding to target protein from chemical library. In this research, I have developed 
technology to improve detectivity of chemical array and method for efficient screening of small 
molecules specifically binding to a focused site of target protein using the advanced chemical 
array.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルアレイ　プロリンリンカー　p38MAPキナーゼ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
	 ケミカルアレイは、蛋白質リガンドのハイ
スループットスクリーニングのための有用
なプラットフォームとして開発された。1999
年にケミカルアレイの最初の報告が、ハーバ
ード大学の Schreiberらのグループによって
なされている１）。彼らの方法は、スライドガ
ラスの表面にマレイミド基を修飾し、チオー
ル基を連結させた化合物をMichael付加反応
により固定化するものである。この方法は、
官能基に依存した固定方法であり、固定でき
る化合物は特定の官能基を持つものに限ら
れ、多種多様な官能基や骨格を有する天然化
合物を同一基板上に固定することは困難で
あった。さらに、基板との結合に利用される
官能基が蛋白質との相互作用に必要な部位
であった場合、その化合物は蛋白質と相互作
用できなくなる。 
	 我々が開発した官能基非依存型の化合物
固定化方法 2)は、光親和型反応を利用し、特
定の官能基に限定されることなく、化合物を
様々な向きで基板に固定化することができ
る（図１）。 

	 この方法で基板に固定化された化合物は、
様々な部位で蛋白質と相互作用することが
できるため、真の蛋白質—化合物間相互作用
を検出することができる。しかし、多くの蛋
白質のリガンドスクリーニングを進める中
で、結合が強い（解離定数 Kdで数 nM-数十
nMレベルの）蛋白質-化合物間相互作用であ
ってもケミカルアレイ上で結合が検出され
ない、または非常に弱くしか検出されないと
いうことがあった。同程度の解離定数を有す
る蛋白質-化合物間相互作用の組合せを比較
したところ、図 2に示すように、蛋白表面で
結合する化合物はアレイ上での検出が容易
であるのに対し、蛋白質のポケットにはまり
込んで結合する化合物は検出がしづらくな
っているということがわかってきた。この原
因として、リンカーのスペーサーとしてポリ
エチレングリコール(PEG)鎖だけでは不十分
であり、ケミカルアレイ上に固定化された化
合物分子が蛋白質内部に届いていないので
はないかと考えた。 

そこで、京都大学の上杉先生のグループ 3)

が化合物の標的蛋白質を同定する際に利用
して効果を上げたプロリンロッドをアレイ
基板と PEG 鎖の間に導入したところ、検出
シグナルの増加に成功した(図 3)。 

キナーゼなど酵素の阻害剤の多くは、活性
部位のポケットに薬剤がはまり込み阻害活
性を示す。これまでに p38αMAP キナーゼ
とその阻害剤SB203580との相互作用の検出
においても同様に、プロリンリンカーにより
検出シグナルが上昇することを見いだして
いる。また、SBに対して非感受性である p38
αT106M 変異型では、逆にアレイ上での
SB203580との相互作用が検出されなくなる
ことを見いだしている。この事実から、活性
部位または着目する部位の 1アミノ酸を置換
した変異型の蛋白質を用いることで活性部
位または着目する標的部位に結合する化合
物をこのケミカルアレイにより、選択的に拾
い出すことが可能になるのではないかと着
想するに至った。 
1) J. Am. Chem. Soc. 121, 7967-7968 
(1999). 
2) Angew. Chem. Int. Ed. 42, 5584-5587 
(2003). 
3) J. Am. Chem. Soc. 129, 873-880 (2007). 
 

図 1. ケミカルアレイ。1枚のスライドガラス上に
3456化合物が 2点ずつ固定化されており、蛋白質
と結合する化合物をハイスループットに探索する
ことが可能である。化合物は、ジアジリン基を利
用し光親和型反応により官能基に依存せず固定化
する。 

図 2. 3つの化合物-蛋白質間相互作用のケミカルア
レ イ 上 で の 検 出 。 FKBP12-Rapamycin 、
Cyclophilin A-Cyclosporin A間の結合は検出でき
ているのに対し、同程度の解離定数を有する
DHFR-MTX 間の結合がほとんど検出できていな
い。FKBP12, Cyclophilin Aとそれらの阻害剤との
結合は蛋白表面で起きているのに対し、MTX は
DHFRのポケットにはまり込んで結合している。 

図 3. ケミカルアレイのリンカーの改良。プロリン
ロッドを連結させたリンカーによりDHFR-MTX間
相互作用がアレイ上で検出できるようになった。 



２．研究の目的 
	 本研究課題では、(1)ケミカルアレイの検出
能の向上のための技術開発、(2)ケミカルアレ
イによる p38αT106M 変異型特異的結合化
合物の探索、(3)p38αT106M変異型特異的結
合化合物の阻害活性評価、の 3項目の課題を
遂行する。ケミカルアレイの検出能の向上の
ための技術開発を行い、スクリーニングに適
したケミカルアレイおよびその反応条件を
確立する。次に、条件を最適化したケミカル
アレイにより p38αT106M 変異型に特異的
に結合する化合物を約 30,000 種類の天然化
合物および天然化合物誘導体の中から探索
する。見いだされた化合物は、in vitro キナ
ーゼアッセイにより p38αT106M 変異型お
よび p38α野生型のキナーゼ活性に与える影
響を評価し、p38αT106M変異型特異的な阻
害剤を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1)	ケミカルアレイの検出能の向上のため
の技術開発	
	 プロリンリンカーの最適化およびバック
グラウンドの低減により、シグナル／バック
グラウンド(S/B)比の向上を行い、ケミカル
アレイの検出性能を高める。申請者は、これ
までにケミカルアレイのリンカーにプロリ
ンロッドを導入することにより、p38αとそ
の阻害剤である SB との結合シグナルを上昇
させることができている（図 4）。	

	 プロリンロッドの長さ、アミノ修飾スライ
ドガラスへの結合反応の条件を検討し、p38
αと SB203580 のより高い結合シグナルが得
られる条件を確立する。また、p38αで処理
することによりアレイ表面への蛋白質の非
特異的吸着によるバックグラウンドの上昇
が観察されている。これは、シグナル/バッ
クグラウンド(S/B)比の低下をもたらし、ア
レイの検出性能を低下させる。p38α蛋白質
のアレイへの非特異的吸着を抑制するため
に、ブロッキング効果のある各種ポリマーの
添加実験を行い、非特異的吸着の抑制能が高
いポリマーを選定し、S/B 比の高い蛋白質の
処理条件を確立する。	
(2)	ケミカルアレイによる p38αT106M 変異
型特異的結合化合物の探索	

	 確立した条件に基づき、約 30,000 種類の
天然化合物および天然化合物誘導体を搭載
したケミカルアレイを作製する。１枚のアレ
イには、最大で 3456 化合物を 2 点ずつ搭載
することが可能であり、約 30,000 種類の化
合物を搭載するためには 9-10 枚のアレイに
分割して搭載することとなる。スクリーニン
グに用いる蛋白質は、タグ融合蛋白質として
大腸菌で発現させ、アフィニティーカラムに
より精製する。タグとしては、GST(グルタチ
オン-S-トランスフェラーゼ)または His タグ
を利用する。p38 には、4 つのアイソフォー
ム(α,	β,	γ,	δ)があり、p38α/βはゲー
トキーパーと呼ばれるアミノ酸が Thr である
のに対して、p38γ/δでは Met となっている。
p38α/βは、SB に対して感受性であるのに対
して、p38γ/δでは SB に対して非感受性で
ある。この違いは、ゲートキーパーのアミノ
酸に起因しており、p38αにおいてゲートキ
ーパーを Thr から Met に変異させた p38α
T106M 変異型では、SB に対して非感受性にな
る。実際に p38αT106M ではアレイ上の SB と
の結合も観察されなくなる。	
	 p38αT106M 変異型に特異的に結合する化
合物を探索するために、p38αT106M 変異型お
よび p38α野生型の両方を用いて、ケミカル
アレイにてそれぞれに結合する化合物を明
らかにする。両方のヒット化合物の比較を行
い、p38α野生型には結合せず p38αT106M 変
異型のみに結合している化合物を同定する
（図 5）。この化合物は、両者のアミノ酸の違
いを見分けて結合していると考えられ、狙っ
ている活性部位に結合している可能性が高
いと考えられる。	

(3)	p38αT106M変異型特異的結合化合物の阻
害活性評価	
	 スクリーニングにより見いだされた化合
物を in	vitro キナーゼアッセイにより p38
αT106M 変異型および p38α野生型のキナー
ゼ活性に与える影響を評価し、p38αT106M 変
異型を特異的に阻害する化合物を同定する。
p38αT106M は、先にも述べたようにゲートキ
ーパーアミノ酸をp38γ/δタイプのMetに置
換した変異であり、同定した化合物が p38γ/
δのキナーゼ活性を阻害する可能性は高い。
p38α/βの特異的阻害剤として、SB203580 を

図 4. p38αと阻害剤 SB203580(SB)の相互作用
検出。共結晶構造からもわかるように、SBは p38
αの活性ポケットにはまり込んで結合してい
る。プロリンリンカーを用いることで p38α-SB
間相互作用の結合シグナルは上昇する。 

図 5. p38α野生型と p38αT106M変異型を用い
た特異的結合化合物の探索手法。それぞれの蛋白
質をケミカルアレイに処理し、結合する化合物を
同定する。両者に結合する化合物は、共通してい
る部位に結合していると考えられる。逆に、それ
ぞれに特異的に結合する化合物は、アミノ酸の違
いを認識して結合している可能性が高い。 



はじめとするピリジニルイミダゾール骨格
を有する化合物がいくつも知られている。し
かし、p38γ/δを特異的に阻害する化合物は
これまでに知られておらず、同定された化合
物がこれらを特異的に阻害することができ
れば、p38γ/δの生理的機能を解析するツー
ルとしても使用することができる。そのため
にも、p38γ/δに対する阻害効果を明らかに
しておく必要がある。細胞における p38γ/
δに対する阻害効果について評価する。	
	
４．研究成果	
(1)	ケミカルアレイの検出能の向上のため
の技術開発	
	 ケミカルアレイの検出能の向上のための
技術開発として、プロリンリンカーの最適化
及びバックグラウンドの低減により、シグナ
ル／バックグラウンド(S/B)比の向上を行い、
ケミカルアレイの検出性能を高めた。具体的
には、ケミカルアレイのリンカーの根元に剛
直な構造を取るプロリンロッドを長さを変
えて導入し、基板表面の化合物の蛋白質への
アクセシビリティを向上させることにより、
p38αMAP キナーゼとその阻害剤である
SB203580 との結合シグナルを上昇させるこ
とに成功した。	
	 また、p38αMAP キナーゼで処理することに
よりアレイ表面への蛋白質の非特異的吸着
によるバックグラウンドの上昇が観察され
る問題があり、これによって、S/B 比の低下
をもたらし、アレイの検出性能を低下させて
いた。そこで、p38αMAP キナーゼのアレイへ
の非特異的吸着を抑制するために、ブロッキ
ング効果のある各種ポリマーの添加実験を
行い、MPC ポリマーの一種にアレイ上におい
て蛋白質の非特異的吸着の高い抑制能を有
することを見いだし、これを用いて、S/B 比
の高い蛋白質の処理条件を確立した。	
	
(2)	ケミカルアレイによる p38αT106M 変異
型特異的結合化合物の探索	
	 この確立した条件に基づき、約 3万種類の
天然化合物及び天然化合物誘導体、合成化合
物を搭載したケミカルアレイを作製した。本
手法の実用性を実証するために、標的とする
蛋白質として p38MAP キナーゼを用い、p38 の
アイソフォームに特異的に結合し、キナーゼ
阻害活性を有する化合物の取得を目指した。
p38 には、4 つのアイソフォーム(α、β、γ、
δ)があり、p38α/βはゲートキーパーと呼
ばれるアミノ酸が Thr であるのに対して、p38
γ/δでは Met となっている。p38α/β特異
的な阻害剤である SB203580 は、p38γ/δに
対して阻害活性を示さない。この違いは、ゲ
ートキーパーのアミノ酸に起因しており、
p38αにおいてゲートキーパーをThrからMet
に変異させた p38αT106M 変異型では、SB に
対して非感受性になる。そこで、p38αT106M
変異型及び p38α野生型の両方をそれぞれケ
ミカルアレイに処理し、p38α野生型には結

合せず p38αT106M 変異型のみに結合してい
る化合物を同定することで、p38αT106M 変異
型に特異的に結合し、なおかつ着目する Met
ゲートキーパー近傍の標的部位に結合する
化合物を効率的に探索できると考えた。そこ
で、約 3万種類の化合物をケミカルアレイで
探索したところ、p38αT106M 変異型にのみ結
合した化合物として、4 つの候補化合物を得
ることに成功した（図 6）。	

	
(3)	p38αT106M変異型特異的結合化合物の阻
害活性評価	
	 4	つの候補化合物のうち、化合物 SU-002
が p38αを阻害せず、p38αT106M 変異型のキ
ナーゼ活性を特異的に阻害することを見出
した（図 7）。	

	 さらに、この化合物の誘導体を合成し、よ
り強い p38αT106M 変異型のキナーゼ阻害活
性を示す SU-005 を見出した（図 8）。	
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この化合物 SU-005 は p38αを阻害せず、p38
γ/δを阻害することを見出した。	
	 これにより、蛋白質の着目した標的部位に
特異的に結合する小分子化合物を高効率に
探索する本技術は、実用性を有していること
を示すことができた。	
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