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研究成果の概要（和文）：脱水縮合反応を基盤としたモジュール式アフィニティーラベル化法（MoAL法）は、従来のア
フィニティーラベル化法の利点を生かしつつ問題点だけを克服した優れた新規タンパク質探索技術であり、今回この技
術の実用化に向けた研究を飛躍的に進展させた。本課題では、薬物の標的タンパクに特異的な効率的標識化反応条件の
確立と高効率的触媒ユニットの開発、極微量のタンパク質を識別する高感度検出法の開発、未知の標的タンパクの探索
実験に成功した。

研究成果の概要（英文）：A modular method for affinity labeling (MoAL method), which is based on dehydrocon
densing reactions in aqueous solvents and overcomes problems of conventional affinity labeling method, has
 been developed. In this research project, we succeeded in construction of highly efficient catalyst units
 for the MoAL method, development of high sensing method for trace amount of proteins, and detection of an
 unknown protein for some drugs by MoAL method.
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１．研究開始当初の背景 
多くの薬はタンパク質と相互作用するこ

とでその効果を発揮するため、薬物が特異的
に作用するタンパク質（標的タンパク）を発
見・特定することは、その薬理作用機構を解
明する上で最も直接的で重要なアプローチ
であり、新薬開発が一挙に推進されると考え
られる。同様に種々の生理活性物質（ホルモ
ンやアミノ酸などの生体低分子、毒物など）
の標的タンパクを特定することは、これらの
物質の働く分子メカニズムの解明に係る直
接的情報として、生命科学の基礎研究や創薬
研究に大きく貢献するものと期待される。 
これらはポストゲノム時代の重要な研究

課題であるが、薬物の中にはタンパク質と可
逆的で弱い相互作用しか示さないものが多
いため、標的タンパクの探索は一般に困難を
極めている。 
 従来のタンパク質探索技術として二つの
代表的な方法が挙げられる。（１）アフィニ
ティークロマトグラフ法（AC 法）：AC 法は
薬物を固定化したビーズ（担体）を用いて特
異的親和性のあるタンパク質を捕獲する方
法である。その適用範囲は、結合した標的タ
ンパクが単離精製過程で解離しないような
高い親和性を有する場合に限られる。また、
担体への非特異的なタンパク質の吸着が問
題となる。（２）アフィニティーラベル化法
（AL 法）：AL 法では薬物―タンパク質間の
複合体において共有結合を介した標識化を
行うため、可逆的で弱い親和性のタンパク質
でも特定が可能で、AC 法より適用範囲の広
い優れた方法と云える。しかし、標識化に使
われるアフィニティープローブ（Ap）と呼ば
れる薬物誘導体の合成設計が格段に難しく、
実用面で大きな課題がある。 
 これまでに研究代表者らは脱水縮合剤
DMT-MM を開発し、水中でカルボン酸とア
ミンからアミドが合成できることを見出し
ており、この反応に基づく、新しいアフィニ
ティーラベル化法を開発した（MoAL 法）。
このラベル化法では、従来の AL 法の欠点で
ある複雑な Ap を、三つの分子に切り離して
モジュールとして適宜組み合わせることに
より、高い簡便性と応用性を実現した。実例
として、第三級アミン触媒を導入したビオチ
ン（リガンド）を用いて親和性のあるアビジ
ン（タンパク質）のカルボン酸（Asp 残基）
を特異的にアミド化することに成功した。 
 
２．研究の目的 
この AL 法の利点を生かしつつ問題点だけ

を克服した MoAL 法では、結合することがわ
かっているアビジン―ビオチン系が用いら
れ研究された。本研究では、MoAL 法を飛躍
的に展開させるために、次のような研究を着
想するに至った。（１）多様な薬物に適用可
能な一般性と、高い反応効率を有するタンパ
ク標識化法を完成させるとともに、（２）標
識化反応を用いて細胞抽出物から標的タン

パク質を探索する技術（検出・同定法）へと
展開し、（３）開発した方法を用いて実際に
未知タンパクの探索を実施して、技術として
の確立を目指す。この技術が確立されれば、
現在認可されている医薬品の標的タンパク
の網羅的探索が可能になると考えられる。 
 
３．研究の方法 

MoAL 法は下図に従って進行していると考
えられ、これに基づいて計画実施を行った。 

 

 
（１）薬物の標的タンパクに特異的な効率的
標識化反応の確立と高効率的触媒ユニット
の開発：未知の微量タンパク質検出には効率
的な標識化が必須である。そこで、高い触媒
活性を有しリガンドへの導入が容易な触媒
部位の開発を行った。また、標識化の対象と
なるカルボキシ基（Asp、Glu）の存在位置が
不明であっても対応可能なように、リガンド
からの距離の異なる複数の触媒部位を有す
るユニットの開発を行った。 
（２）極微量のタンパク質を識別する高感度
検出法の開発：市販の純品タンパク質とその
阻害剤である薬物を利用したモデル系を用
いて、蛍光色素による単純な標識化と比べて
格段に高感度なウエスタンブロッティング
法（WB 法）を用いた検出方法の開発を行っ
た。次に細胞抽出画分に対して本法を用いて、
多数のタンパク質の中から目的とする標的
タンパクを検出するための反応条件及び検
出条件の最適化を行った。 
（３）未知の標的タンパクの探索実験等：開
発した方法を用いて実際に医薬品などを用



いた未知の標的タンパクの検出を行った。こ
れに成功すれば、以後多様な医薬品の標的タ
ンパクを容易に探索できることになる。 
以上３つの研究方法により、新しい標識化

法である MoAL 法の飛躍的展開に取り組ん
だ。 
 
４．研究成果 
（１）薬物の標的タンパクに特異的な効率的
標識化反応の確立と高効率的触媒ユニット
の開発 
① 優れた第三級アミン触媒部位の開発：第
三級アミン触媒部位が所望の反応性を発現
するためには、クロロジメトキシトリアジン
（CDMT）と速やかに反応して脱水縮合剤（ト
リアジニルアンモニウム塩）を高収率で与え
ること、得られたトリアジニルアンモニウム
塩は水中において安定で、カルボン酸とは特
異的に且つ速やかに反応しアミド化反応を
起こすこと、が必要不可欠である。 
 

 

第三級アミン触媒部位は種類によって
様々な反応性を示し、CDMT と速やかに反応す
るものから全く反応しないものまであるが、
この第三級アミンの反応性を決定する物理
的、化学的要因についてはこれまで全く解明
されていなかった。そこで、詳細な構造活性
相関を検討し、高反応性であるために必須な
条件について研究を行った。その結果、窒素
電子対に対する立体効果すなわち“ゴーシュ
βアルキル基効果”を提案するに至り、学術
論文に発表した。 
② 溶媒や反応基質などの塩基性度がアミ
ド化反応に与える影響：本アミド化反応は、
カルボン酸やアミン、触媒の第三級アミン、
反応進行とともに生じてくる酸、それを中和
するための塩基からなり、複雑な酸塩基平衡
のなかで成り立っており、最適な条件の検討
を行った。更にこの酸塩基平衡は、溶媒の影
響を受けることも明らかとし、学術論文への
発表を行った。 
③ 1,2,3-トリアゾリル基を導入した第三
級アミン触媒の開発：第三級アミンに対して
1,2,3-トリアゾリル基を導入すると優れた
触媒能を示すことを明らかにした。1,2,3-ト
リアゾリル基はアジドとアルキンとのクリ
ック反応によって容易に形成できるため、
種々のリガンドに対して第三級アミン触媒
部位の導入が容易となる。これにより、より
簡便な標的タンパク質の探索が可能となる。
これらの成果を一編の論文として発表した。 
 

 
④ 界面特異的に進行する反応：以上の知見
に基づいて開発した脱水縮合剤が、一般的な
界面活性剤の形成するミセル界面で特異的
に反応が進行することを明らかとし、学術論
文に発表した。これは脂質の特異的標識化技
術のみならず膜タンパクの標識化への展開
が期待できる。 
⑤ トリアジンのπ電子不足性について：本
脱水縮合反応では、トリアジニル基がπ電子
不足性であることを利用している。このπ電
子位不足性について研究を行い、トリアジニ
ルオキシ基やトリアジニルアミノ基が良い
脱離基となることを見出し、２編の論文発表
を行った。 
⑥ また、上記研究の中で得られた知見（ト
リアジン類の反応性解明、水中脱水縮合反応
機構の解明等）から、新しいベンジル化剤の
開発を行い、この成果を２編の論文として発
表した。この反応剤は MoAL 法とは反応機構
が異なる点で本課題から少し外れるものの、
生体分子の新しい化学修飾技術としての活
用が期待されるので、タンパク標識化への応
用も含めて今後新しい方法論・反応剤へと展
開を目指す。 
⑦ 我々が独自に開発した MoAL 法のこれ
までの研究から、第三級アミン部位を導入し
たリガンド分子（リガンド触媒）は厳密な設
計を要しないという、実用面から好ましい特
徴が示唆されている。そこで、アビジン標識
化反応に最適化したリガンド触媒を用い、リ
ガンドが共通であるが標識反応部位となる
カルボン酸側鎖（アスパラギン酸やグルタミ
ン酸）の存在位置が全く異なるストレプトア
ビジンについて標識化反応を行ったところ、
標識化反応が進行することが明らかとなっ
た。この結果は、MoAL 法が未知の標的タン
パク質の探索に有用な実用的技術であるこ
とを示すもので、既に学会発表を済ませ、現
在論文投稿準備中である。 
 
（２）極微量のタンパク質を識別する高感度
検出法の開発 
① 低濃度かつ微量のタンパク質の探索：低
濃度かつ微量のタンパク質を探索するため
に、導入された標識剤を手がかりにして、標
的となるタンパク質を検出・同定するための
技術開発が必要である。そこで、種々の標識
剤を導入したモデルタンパクを用いて酵素
抗体法を検討し、ピコグラムレベルでのタン
パク質の高感度検出法を確立した。またこの
技術を用いて、細胞抽出画分におけるモデル
化合物となる薬物標的タンパク質の特異的
な標識化とその検出に成功した。その成果に



ついて現在論文執筆中である。 
② 低分子化合物とタンパク質との相互作
用の解明：低分子化合物とタンパク質との相
互作用の解明は本標識化の高感度検出には
必須の課題であり、これらの予備的知見とし
て、蛍光色素 Sulforhodamine 誘導体が血清
アルブミンとサイト特異的に結合すること
を示し、論文発表を行った。 
 
（３）未知の標的タンパクの探索実験  
上記までの研究成果を基に２次元電気泳動
によるタンパク質探索を行い、未知の薬物標
的タンパク質の標識化を認めるに至った。現
在論文投稿準備中である。 
 
 以上のように、期間内にすべての成果を論
文発表するには至らなかったものの、脱水縮
合反応を基盤としたタンパク質標識化法を
大きく展開するに至った。この成果はタンパ
ク質を対象とした生命科学分野に優れた技
術となるだけでなく、創薬研究に多大な貢献
が期待される。また、本課題から意図しなか
った新しい研究が見出され、幅広い研究展開
がなされた。 
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