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１． 研究のねらい 

本研究では私たちの見出した SEAlide の酸塩基触媒応答型Ｎ→Ｓアシル基転移反応（図１）を

基盤とし、生物活性化合物が標的とするタンパク質の高効率同定を可能とするトレーサブルリン

カー、および標的タンパク質の機能解明に資する標的タンパク質ラベル化試薬の開発を目指し

た。 

生物活性化合物が標的とするタンパク質（標的タンパク質）の同定・機能解明は、これら化合

物を医療応用へつなげるためには必要不可欠である。標的タンパク質の同定には、プロテオー

ム中の標的タンパク質の精製が必須となる。しかし多くの場合、容器などに吸着されていた非標

的が標的に混入するため、その同定は困難を伴う。そこで私は、標的タンパク質の精製にあわ

せて標的タンパク質選択的ラベル化が可能となれば、ラベルを指標とした標的・非標的の区別が

可能となることから、その後の同定も容易となると考えた。そこで本研究では１つ目のツールとし

て、標的タンパク質の精製・ラベル化をワンステップで可能とする高機能性リンカーであるトレー

サブルリンカーの開発を計画した。 

また、生物活性化合物を創薬研究へ展開するうえで、標的タンパク質上の生物活性化合物結

合部位の知見が求められる。あわせて、標的タンパク質の機能解明も求められるが、その際は

単離・精製した標的タンパク質の機能のみではなく、生細胞内での機能も明らかにすることが望

ましい。このためには、細胞内での標的タンパク質選択的ラベル化法が必須となる。そこで本研

究では２つ目のツールとして、細胞内でも使用可能な、新たな標的タンパク質ラベル化試薬の開

発を計画した。 

本研究では上述トレーサブルリン

カーおよび標的タンパク質ラベル化

試薬の創製を、私たちの見出した

SEAlide の酸塩基触媒応答型アシ

ル基転移反応を基盤として目指す

こととした。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究では SEAlide を基盤とした２つのツール、すなわちトレーサブルリンカーおよび細胞

内標的タンパク質ラベル化試薬の開発を行った。前者の研究ではトレーサブルリンカーを設

計・合成し、これを用いた細胞抽出液中の標的タンパク質の精製に成功するとともに、ラベル

を指標とした標的・非標的の判別が可能であることを実証した（５．主な研究成果リスト （１）

 

図１．SEAlide の酸塩基触媒応答型反応（Nu：求核性官能基） 



 

論文（原著論文）発表 １）。後者については標的タンパク質ラベル化試薬を設計・合成し、タ

ンパク質混合物中の標的タンパク質選択的ラベル化が可能であることを証明した。さらに本

試薬を基盤とし、赤血球細胞内での標的タンパク質選択的ラベル化を達成した（５．主な研究

成果リスト （１）論文（原著論文）発表 ２）。また、本ラベル化試薬によるラベル化が標的タン

パク質の生物活性化合物結合部位の近傍で起こることを見出し、この性質を利用して統合失

調症に関与する酵素である D-アミノ酸酸化酵素の阻害剤結合部位を解明した（投稿準備

中）。 

 

（２）詳細 

研究テーマ Ａ「トレーサブルリンカーの開発」 

プロテオーム中に含まれる生物活性化合物が標的とするタンパク質を精製する方法として

近年、クリーバブルリンカーを用いた方法が汎用されている（図２）。この方法では、まず標的

未知の生物活性化合物上へ光親和性部位およびアルキンを導入した後、これをプロテオー

ムへ添加し紫外線を照射する。すると、プロテオーム中の標的タンパク質のみがアルキンを

提示した状態となる。ここへ、一方にビオチンを、他方にアジドを有するクリーバブルリンカー

を加えたのち、クリック反応により標的タンパク質をビオチン化する。最後にビオチン化標的タ

ンパク質をアビジンビーズへ吸着させたのち夾雑物を洗い流し、リンカーを切断すると標的タ

ンパク質が得られるという手法である。本手法は非常に実用性が高いものの、容器などに吸

着されていた非標的タンパク質が最終精製物に混入し、いずれが真の標的タンパク質か判別

困難な場合があるという課題が残っていた。 

 

図２．従来のクリーバブルリンカーを用いた標的タンパク質精製法 

 

そこで私は、リンカー切断の際に標的タンパク質のみが選択的にラベル化できれば、ラベ

ルを指標とした標的・非標的の簡便な区別が可能になると考えトレーサブルリンカーを設計し

た（図３）（５．主な研究成果リスト （１）論文（原著論文）発表 １）。トレーサブルリンカーは

SEAlide を挟み、一方にアジドを、他方にビオチンを有する。これを、アルキンを導入したタン

パク質とのクリック反応に付したのち、生じるビオチン化標的タンパク質をアビジンビーズへ吸

着させる。ここまで酸塩基触媒が存在しないため、トレーサブルリンカーは安定に取り扱うこと

ができる。続いて、酸塩基触媒であるリン酸塩および求核性部位を有するラベル化試薬を加



 

える。すると、トレーサブルリンカーがチオエステルへと活性化されたのちラベル化試薬と反応

し、リンカー切断に伴いラベル化された標的タンパク質が溶出する設計である。 

 

図３．トレーサブルリンカーの分子設計（Ar：芳香環；Nu：求核性官能基） 

 

実験結果を図４に示す。本実験では、細胞抽出液中に含

まれるアルキニル化標的タンパク質の精製・ラベル化に挑

戦した。この結果、標的タンパク質を含む３種のタンパク質

がつり出された。従来のクリーバブルリンカーを用いた場

合、この３種のうちのいずれが真の標的かは分からない。

しかしトレーサブルリンカーを用いた場合、同じサンプルの

ラベル部分を可視化することにより、標的と非標的を簡便

に区別することに成功した。現在、トレーサブルリンカーを

用いた標的未知生物活性化合物の標的タンパク質同定を

目指した研究が進行中である。 

 

研究テーマ Ｂ「標的タンパク質ラベル化試薬」 

本テーマでは SEAlide を基盤とした標的タンパク質ラベル

化試薬を開発したのち、これを用いた細胞内での標的タン

パク質のラベル化（研究テーマ Ｂ－１）およびタンパク質の生物活性化合物結合部位の同定

（研究テーマ Ｂ－２）に挑戦することとした。ラベル化試薬の分子設計を図５に示す（５．主な

研究成果リスト （１）論文（原著論文）発表 ２）。ラベル化試薬として SEAlide を挟み、一方に

標的タンパク質に結合する生物活性化合物誘導体を、他方にラベルを導入した化合物を設

計した。本試薬をタンパク質へ加えると、生物活性化合物誘導体を介して標的タンパク質に選

択的に結合する。つづいて、タンパク質表面には酸性・塩基性官能基が多数存在することか

ら標的タンパク質自身が酸塩基触媒として働き、ラベル化試薬をチオエステルへと活性化す

る。この結果、ラベル部分が近傍の標的タンパク質求核性官能基と反応し、標的タンパク質

 

図４．トレーサブルリンカーによる
標的タンパク質の精製・ラベル化
（１：アルキニル化標的タンパク質
を含む細胞抽出液；２：トレーサブ
ルリンカーを用いた精製・ラベル
化後のサンプル） 



 

選択的ラベル化が達成されると考え研究を開始した。 

 

 
図５．標的タンパク質ラベル化試薬の分子設計（Nu：求核性官能基） 

 

研究テーマ Ｂ－１「細胞内での標的タンパク質ラベル化試薬」 

本テーマでは、赤血球細胞内に含まれる炭酸脱水酵素のラベル化

に挑戦した（５．主な研究成果リスト （１）論文（原著論文）発表 ２）。

生物活性化合物誘導体として炭酸脱水酵素の選択的阻害剤である

ベンゼンスルホンアミドを、ラベルとしてビオチンを有するラベル化試

薬を合成し、これを用いた細胞内でのラベル化実験を行った（図６）。

この結果、赤血球細胞内での標的タンパク質選択的ラベル化に成功

した。さらに、標的タンパク質の生物活性化合物結合部位近傍にラベ

ルが導入されることを見出した。そこでこの性質を利用し、ラベル導入

位置からタンパク質の生物活性化合物結合部位を明らかにする研究

（研究テーマ Ｂ－２）に着手した。 

 

研究テーマ Ｂ－２「タンパク質の生物活性化合物結合部位の同定」 

本テーマでは統合失調症関連酵素であるＤ－アミノ酸酸化酵素（DAO）の阻害剤結合部位

の解明を目的とした。すなわち、私の所属する研究室が所有する化合物ライブラリから見出さ

れた DAO 阻害剤が DAO のどこへ結合するのかを明らかにするため、タンパク質ラベル化実

験および in silico ドッキングスタディーの両面から研究を行った。すると両実験の結果は完全

に一致し、当初予測された結合部位に加え、新たな結合部位を明らかにすることに成功した

（論文執筆中）。 

 

３． 今後の展開 

本研究ではトレーサブルリンカーおよび標的タンパク質ラベル化試薬の開発に成功した。こ

図６．赤血球細胞内
での標的タンパク質ラ
ベル化 



 

れらツールはまだ開発されたばかりであるため、これらツールを用いた未知標的タンパク質の

同定や機能解明には至っていない。そこで、本さきがけ研究終了後もこれらツールを用いた未

知標的同定・機能解明研究を継続するとともに、積極的にバイオ系研究者への技術導出を行

う計画である。特に、現在まではアカデミアへの導出を行ってきたが、今後は SciFoS（Science 

For Society）活動で得た経験および人的ネットワークを活かして製薬企業との共同研究につ

いてもその可能性を探り、アカデミアおよび企業のそれぞれ異なった視点からのフィードバック

をいただくとともに、これらを基にトレーサブルリンカーおよび標的タンパク質ラベル化試薬の

更なる改良を行い、真に実用的なツールへと昇華させていきたい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

研究目的の達成状況： 

本研究では私たちの見出したSEAlideの反応性に着目して設計した２つのツール、すなわち

トレーサブルリンカーおよび細胞内標的タンパク質ラベル化試薬の開発という当初の目的を達

成することができた。さらにラベル化試薬を用い、統合失調症に関与する酵素であるＤ-アミノ

酸酸化酵素の新たな阻害剤結合部位を明らかにすることに成功した。期間内での生物活性

化合物の未知標的タンパク質同定・機能解明に至らなかった点は反省すべきであるものの、

本同定・機能解明研究を推進するため、さきがけ本領域関係者をはじめとする様々なバイオ

系研究者と積極的に共同研究を開始し現在も継続していることは、今後の大きな財産になる

とともに、当初の計画よりも時間はかかろうとも未知標的タンパク質同定・機能解明につなが

るものと確信している。 

 

研究実施体制および研究費執行状況： 

私および大学院生２名を中心として研究を遂行した。研究費執行状況については、特に問

題などなかった。 

 

研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果： 

本研究で開発に成功したトレーサブルリンカーおよび標的タンパク質ラベル化試薬は、創薬

標的タンパク質の同定や機能解明を可能とするツールであり、その成果は天然資源に乏しい

我が国の成長牽引産業にすべき創薬に直接的に資するものである。これらツールは開発され

たばかりであるため、本ツールを用いた未知標的タンパク質の同定および機能解明にはまだ

至っていない。そこで、本さきがけ研究終了後もこれらツールを用いた未知標的同定・機能解

明研究を継続するとともに積極的にバイオ系研究者への技術導出を行い、これらツールを真

に実用的なものへと昇華させることを経て、今後の創薬研究や標的同定・機能解明のための

デファクトスタンダードツールに位置づけられることを目指したい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 



 

生理活性化合物の標的の同定は、薬の作用・副作用の分子レベルでの作用機序解明や対象

疾患の絞込み、化合物を使ったバイオロジーのさらなる理解などのために極めて重要である。よ

って標的の同定方法については、多種多様な方法が既に報告されている。しかしながら、例えば

生理活性化合物が比較的低分子であり、その標的が精製が難しいタンパク質である場合におい

て、その標的の同定は必ずしも容易ではない。即ち、生理活性化合物の誘導体化合物を結合さ

せた担体に、標的タンパク質を含む細胞抽出液を加え、特異的に結合・溶出するアフィニティクロ

マトグラフィーの原理は確立しているが、標的タンパク質以外の複数種類のタンパク質なども（担

体や容器への非特異的結合などにより）溶出画分に混入することは珍しくない。 

本研究はこのような重要な問題点の解決を目指し、本研究者らが見出した SEAlide

（N-sulfanylethylanilide）の酸塩基触媒応答型Ｎ→Ｓアシル基転移反応を利用して、標的タンパク

質の高効率同定のためのトレーサブルリンカー、および標的タンパク質の機能解明のためのラ

ベル化試薬の開発を目指したものである。 

トレーサブルリンカーは溶出された標的タンパク質が蛍光ラベルされているという特徴があり、

実際にタンパク質混合物中の標的タンパク質の選択的ラベル化が可能であることが示された。 

ラベル化試薬については、赤血球細胞内に含まれる炭酸脱水酵素の選択的ラベル化に成功

した。また、統合失調症関連酵素であるＤ－アミノ酸酸化酵素（DAO）の阻害剤の新たな結合部

位の同定にも成功したことから、ラベル化試薬の創薬への波及効果も期待される。 

特定の生理活性化合物について、その未知の標的タンパク質の同定・機能解明までは残念な

がら達成出来なかったが、本さきがけ研究をきっかけとして、領域内外の研究者と多くの共同研

究を開始しており、今後の展開が期待される。標的が未知の天然・人工の生理活性化合物や薬

剤は多数あることから、さきがけ研究で培ったプローブ設計や有機合成の経験とアイデアを活か

して、共同研究もより積極的におこない、創薬標的の同定・解析の成功例を増やしていって欲し

い。 
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