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有機化学的視点からの標的タンパク質精製・機能解明ツールの開発

重永 章，大高 章

1. はじめに

医薬品の多くは，特定のタンパク質に作用することでそ
の活性を発揮する．このため，医薬品の活性本体である生
物活性化合物（以下，リガンド）が標的とするタンパク質
（以下，標的タンパク質）の同定および機能解明は，医薬
品の開発や疾患を理解する上で必須の工程といえる 1）．本
稿では，これらの基盤技術となる二つのツール，すなわち
標的タンパク質精製のためのリンカー分子，および標的タ
ンパク質選択的ラベル化試薬について，著者らの研究成果
を含めて解説する．なお，化学部分の詳細について興味の
ある読者は，ぜひ最近執筆した総説を併せてご覧いただき
たい 2）．

2. 標的タンパク質の精製

1） 従来の精製法
現在汎用されているクリーバブルリンカーを用いた標的

タンパク質精製法の概略を図1Aに示した 3）．本手法では，
まず標的未知のリガンドへ光親和性部位 4）およびアルキン
（炭素炭素三重結合）を導入した誘導体を合成する．これ
を細胞もしくは細胞溶解液へ加えたのち，紫外線を照射す
ると，光親和性部位がラジカルなどの高活性種を生成し，
標的タンパク質と共有結合を形成する．すなわち，標的タ
ンパク質とアルキンが共有結合を介して連結されることと
なる．ここへ，一方にアジド（N3）を，他方にビオチンを
有するリンカー分子を加えクリック反応と呼ばれる反応を
行うと 5），アルキンとアジドが結合し，標的タンパク質が
ビオチンを提示した状態となる．ビオチンはアビジンと高

い親和性を有するため，標的タンパク質は選択的にアビジ
ンビーズへ吸着される．その次の工程として，クリーバブ
ルリンカーの登場以前は，界面活性剤を加えて加熱し，ア
ビジンを変性させることで標的タンパク質を溶出させてい
た．この方法は溶出効率が必ずしも高くないことに加え，
変性条件を用いるため容器などに吸着されていた非標的も
溶出し混入する問題があった．そこで最近では，化学反応
などで切断可能なクリーバブルリンカーが広く用いられて
いる 3）．クリーバブルリンカーを用いることで温和な条件
下での標的タンパク質溶出が可能となり，非標的の混入を
大幅に抑制することができるようになった．本リンカー分
子を用いる精製法は非常に実用性が高く，現在多くの研究
で用いられている．しかし実際に使用してみると，やはり
非標的の混入により真の標的が判別困難な場合がある．こ
の点を解決することを目指し，近年新たなリンカー分子
“トレーサブルリンカー”が開発された．

2） 新たなリンカー分子：トレーサブルリンカー
クリーバブルリンカーを用いる手法は，非標的の混入を
大幅に抑制することに成功し，標的タンパク質精製の定法
となった．しかし残念ながら，本手法を用いても非標的が
混入する場合がある．この点を解決するため，溶出タンパ
ク質のうち真の標的のみを可視化する機能を新たに加えた
リンカー分子が近年報告された 6‒10）．著者らは，これらリ
ンカー分子が標的タンパク質の追跡を可能とすることから
“トレーサブルリンカー”と呼んでいる 6）．その概略を図1B
に示す．本手法でもクリーバブルリンカー同様の方法に従
い，標的タンパク質をアビジンビーズへ吸着させる．その
後，リンカーを切断する際，ラベル化試薬との化学反応に
より，リンカーを切断するとともにラベルが導入された標
的タンパク質を溶出させる．この場合，ラベルとして蛍光
色素や放射性同位体などを用いることで標的のみの可視化
が可能であることから，非標的が混入したとしても簡便に
真の標的が区別できる．
具体的な例として，著者らが最近開発したトレーサブル
リンカーを図2に示した 7）．本誌の読者の多くは生物系研
究者であろうことから化学的詳細の説明は最小限にとど
めるが，著者らの開発したSEAlide（N-sulfanylethylanilide）
と呼ばれる分子骨格が酸塩基触媒を加えることで活性化さ
れ，生じる活性カルボニル基が求核剤と反応することを利
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用した（図2A）．すなわちSEAlideを含むトレーサブルリ
ンカーを用い，アビジンビーズへ吸着後に酸塩基触媒であ
るリン酸塩および求核性部位を含むラベル化試薬を加える

ことで，リンカー切断による標的溶出と標的選択的ラベル
化が一気に進行する（図2B）．現在，本トレーサブルリン
カーを用いた標的未知リガンドの標的タンパク質同定研究

図1 リンカー分子を用いた標的タンパク質の精製法
（A）クリーバブルリンカー．（B）トレーサブルリンカー．

図2 著者らが最近開発したトレーサブルリンカー
（A）酸塩基触媒によるSEAlideの活性化機構．（B）SEAlideを鍵骨格としたトレーサブルリンカー．
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が進行中である．

3. 標的タンパク質のラベル化

1） 従来のラベル化法
リガンドが標的とするタンパク質の機能解明研究では，

蛍光色素などでラベル化した標的タンパク質誘導体が汎用
される．特に近年，試験管内ではなく細胞内での機能解明
を目指し，細胞内で利用可能な標的タンパク質選択的ラベ
ル化法の開発が盛んに行われている 11）．リガンドを介した
標的タンパク質のラベル化手法として，浜地らにより確立
されたトシル化学 12）に代表されるリガンド指向型ラベル
化法が広く用いられている（図3A）．本手法では，まずリ
ガンドへ求電子性部位を介してラベルを導入した誘導体を
合成する．このラベル化試薬を標的タンパク質やその混合
物，細胞などへ添加すると，リガンド部位を介して標的タ
ンパク質上へ固定される．すると，近傍にあるタンパク質
表面の求核性官能基がラベル化試薬と反応し，標的タンパ

ク質が選択的にラベル化される設計である．本方法には，
一つ課題がある．それは，求電子性部位が弱いながらも常
に反応性を有するため，用いるラベル化条件によっては非
標的との反応や加水分解など，副反応が起こる可能性を内
包している点である 13）．
そこで著者らはこの課題解決を目指し，標的タンパク質
非存在下では安定であり，標的タンパク質上に固定されて
初めて求電子性が向上し近傍の標的タンパク質と反応す
る，新たなラベル化試薬を開発した．

2） 著者らの開発したラベル化試薬：SEAL
著者らは，図2で示したSEAlideを鍵骨格としたラベル
化試薬を設計した（図3B）14）．以下，本ラベル化試薬試薬
をSEAL（SEAlide-based labeling reagent）と呼ぶ．SEAlide
は先に述べたとおり，酸塩基触媒を添加する前は安定であ
る．これが標的タンパク質の表面に固定されると，タンパ
ク質表面には親水性の酸性および塩基性官能基が多数存在
することからタンパク質表面自体が酸塩基触媒として働

図3 リガンド指向型標的タンパク質ラベル化法
（A）一般的な方法．（B）著者らの開発した方法．（C）hDAOのリガンド結合部位．破線内の黒塗：SEALによりラベ
ル化されたアミノ酸．矢印：ドッキングシミュレーションにより予測されたリガンド結合部位．
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き，SEAlide部分を活性化し求電子性を上昇させる．この
結果，SEAL近傍にある求核性官能基と反応し，標的タン
パク質が選択的にラベル化される．SEALは標的タンパク
質非存在下では安定であり，標的タンパク質上に固定され
て初めて反応可能になることから，従来法の課題を解決す
るものとなりうる．本稿では詳細についての説明は割愛す
るが，著者らはSEALを用いた細胞内での標的タンパク質
選択的ラベル化に成功するとともに，加水分解や非標的求
核剤との副反応を起こさないことをすでに実証している．

3） SEALを用いたタンパク質のリガンド結合部位解明
前項では，細胞内など夾雑物存在下での標的タンパク質

選択的ラベル化について述べた．本項では話が変わり，リ
ガンド志向型ラベル化試薬を利用したタンパク質のリガン
ド結合部位解明について，SEALを用いた実例を中心に紹
介する．
リガンド志向型ラベル化ではその原理から推測できる

とおり，ラベルはリガンド結合部位近傍に導入される 11）．
事実，SEALによるラベル化でも同様の現象が確認され
た 14）．そこで著者らは，標的タンパク質上の未知リガン
ド結合部位解明にSEALを利用することとした 15）．本研究
では，標的タンパク質として統合失調症に関わるヒトD-ア
ミノ酸酸化酵素（hDAO）を，結合部位未知のリガンドと
して原著論文共著者の福井らが見いだしたhDAO阻害剤で
ある安息香酸誘導体を用いた．すなわち，リガンド部位に
安息香酸誘導体を導入したSEALを開発し，これを用いた
hDAOのラベル化を行った．この結果，2か所のリシンが
ラベル化された（図3C）．一方は過去の類似化合物の知見
から予測していたリガンド結合部位近傍であったが，他方
はまったく予期しない位置であった．そこでドッキングシ
ミュレーションを行ったところ，ラベル化されたリシン近
傍の2か所ともにリガンドが結合しうることが示された．
以上の結果から，SEALがリガンド結合部位解明に利用可
能であることが示されるとともに，hDAOの新たなリガン
ド部位を明らかにすることに成功した．

4. おわりに

標的タンパク質精製およびラベル化試薬について，著者
らの成果も含めて化学者の視点から概説した．化学者はさ
まざまな生命科学研究用ツールを開発することができる
が，これらツールが生命科学者に使用されなければただの
自己満足に終わる．また，使用した結果をフィードバック
していただくことは，さらに有用なツールの開発につなが
る．本稿が直接読者のお役に立つのみではなく，化学系研
究者と共同研究をしてみたいと思うきっかけとなれば，望

外の喜びである．
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