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緒緒  言言  

 
生物活性分子の標的タンパク質同定は、生体関連化学分野における最も重要な研究課題の一つであり、多くの研究者

の共通の研究対象である。従来の標的タンパク質同定研究では、生物活性分子のプローブ分子を作製し、そのプローブ

分子を用いて結合タンパク質を同定するという研究手法がとられてきた。しかし、生物活性分子のプローブ化には、リ

ンカー構造、リンカー導入部位、標識官能基の種類、等の検討が必要である。多くの場合はトライアンドエラーを繰り

返し、標的同定の成功確率も高いものとは言えない。よって、「生物活性分子のプローブ化を必要とせずに、分子の結

合タンパク質を同定できる手法」は、生化学者およびケミカルバイオロジー分野の研究者の長年の理想であり、創薬科

学、生体関連化学分野の研究を効率化する技術になると期待できる。 
近年、生物活性分子のプローブ化を必要とせず、細胞内の任意のタンパク質とスクリーニングヒット化合物の結合を

確認する手法として、Cellular Thermal Shift Assay（CETSA）という手法が注目されている。CETSAは化合物の結

合により結合タンパク質の熱変性に対する抵抗性が向上するという原理を利用した手法である［1］。本研究では、タン

パク質の熱変性過程を高感度に検出する手法を開発することを目指した。研究開始以前より、我々はタンパク質の疎水

性アミノ酸残基の一つであるチロシン残基を化学標識する手法を開発していた。本研究では、本来タンパク質の内部に

埋もれているチロシン残基が熱変性によってタンパク質表面に露出するという現象［2］に着目し、タンパク質表面に

露出するチロシン残基を選択的に標識する技術を開発することを目指した。タンパク質の熱変性過程を効率的に可視化

する技術を開発することによって、生物活性分子の結合タンパク質を網羅的に同定できる手法を開発することを目指し

た。 
 

方方  法法  

 
11．．CCEETTSSAA法法のの課課題題・・本本研研究究のの着着想想  
緒言で述べたCETSA法はプローブ化が不要という大きなメリットがあるものの、現状は未知の標的を同定できるよ

うな精度の用途で用いることは困難である。近年になって、プロテオミクス技術の応用によって、適用用途が広がって

いるものの［3］、多くの使用例においては、あらかじめ標的を絞って、その標的に対する抗体を使ったウエスタンブロ

ッティングによって検出するという手法がとられている。CETSA法では、タンパク質を加熱し、熱変性させ、凝集・

沈殿して残ったタンパク質を遠心分離によって除去し、残った可溶性画分のタンパク質の量を測定するという原理であ

る。 
そこで、本研究では、タンパク質熱変性過程で起きる特徴的な現象を補足することによって、より高感度にタンパク

質熱変性を可視化する手法が開発できるのではないかと考えた。タンパク質のチロシン残基は熱変性の過程でタンパク

質表面に露出することが知られている［1］。また、我々はタンパク質の表面に露出している数少ないチロシン残基を選

択的に修飾することで、タンパク質の部位選択的な化学修飾に成功している［4］。そこで、熱変性過程のタンパク質に

チロシン残基修飾を適用することで、熱変性度に応じてタンパク質の修飾効率が向上する修飾法が開発できると考えた。

この目標を達成するためには、タンパク質が熱変性するような反応条件でも適用できるチロシン残基修飾法を開発する
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必要があった。そこで、以下2つの新たなアプローチを本研究で試行した。 
・ Urazole radicalを使ったチロシン残基選択的修飾 
・ 熱耐性 laccaseを使ったチロシン残基選択的修飾 

22．．UUrraazzoollee  rraaddiiccaallをを使使っったたチチロロシシンン残残基基選選択択的的修修飾飾  
本研究での検討により、以下の図1 で示す一般式11 のurazole radical がチロシン残基と共有結合することを見出し

た。そこで、R１、R２の構造を種々検討し、より効率的にチロシン残基を標識できる修飾剤構造を探索することとした。 

 
図1．Urazole radicalによるチロシン残基修飾反応 

チロシン残基を含むペプチド、タンパク質の溶液に、一般式11で示されるurazole radical
を添加すると、瞬時にチロシン残基修飾反応が進行する。 

 
また、最適化した修飾剤とモデルタンパク質bovine carbonic anhydrase Ⅱ（CAⅡ）を含む数種類のタンパク質と

反応させ、修飾反応のチロシン残基選択性を質量分析によって評価した。CAⅡに関しては、熱変性と被修飾効率との

相関関係を評価した。また、CAⅡに対する既存のリガンドbrinzolamideによるCAⅡの熱変性抵抗性獲得をタンパク

質夾雑系において評価した。 
33．．熱熱耐耐性性 llaaccccaasseeをを使使っったたチチロロシシンン残残基基修修飾飾  

Laccase は高い熱耐性を持つことが知られている一電子酸化酵素であり、我々も laccase を触媒として用いたチロシ

ン残基修飾反応を開発している［5］。そこで、laccaseを触媒した修飾法の改良を目指し、修飾剤構造の検討を行った。

市販のレドックス活性化合物ライブラリー167 種に加え、独自のレドックス活性化合物 20 種類を新たな修飾剤候補化

合物として、反応性をスクリーニングによって評価した。具体的には、チロシン残基を含むペプチドangiotensinⅡ（配

列：DRVYIHPF）に対して、修飾剤候補化合物と laccaseを加え、反応の駆動力となる酸素分子が反応系中に取り込ま

れるように、チューブのふたを開けた状態かつ、37℃で浸透した。一定時間経過後の angiotensinⅡの修飾効率を

MALDI-TOF-MSによって評価した。 
スクリーニングによって得られた修飾剤を使った反応条件を種々の基質（ペプチド、タンパク質）に適用し、本手法

が従来の手法よりも優れたチロシン残基修飾法であることを示した。さらに、上記の研究項目と同様に、タンパク質の

熱変性と被修飾効率との相関関係を評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11.. UUrraazzoollee  rraaddiiccaall構構造造をを持持つつチチロロシシンン残残基基選選択択的的タタンンパパクク質質修修飾飾剤剤のの開開発発  
種々の修飾剤構造を検討した結果、新たなチロシン残基選択的修飾剤として、図2 に示す修飾剤22、33 を見出した。

従来のチロシン残基修飾剤44はチロシン残基を修飾できるものの、水中で脱窒素、脱一酸化炭素反応が進行し、生じる

求電子性の isocyanate 構造が、求核性のリジン残基とも反応してしまうという副反応が課題であった。一方で、修飾

剤 22、33 においてはそのような副反応は確認されず、高いチロシン残基選択性を有する手法を開発できた。牛血清アル
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ブミン（BSA）と反応させ、修飾効率と修飾部位を評価した結果を図2に示す。修飾効率は修飾剤22～44の間で大きな

違いはなかった。修飾剤44 はチロシン残基に加えてリジン残基との反応も確認された一方で、修飾剤22、33 はチロシン

残基を選択的に修飾することが示唆された。 
 

  
図2．Urazole radical構造を持つチロシン残基修飾剤 

修飾剤 22～44 を BSA と反応させ、アジド基と dibenzocylooctyne（DBCO）-Cy3 との   

クリック反応により、蛍光標識した（図左上）。また、修飾BSAのアジド化されたアミノ

酸残基は in gel trypsin消化し、nanoLC-MS/MSによって修飾部位を同定した。 
 
また、CAⅡに対する既存のリガンドbrinzolamideによるCAⅡの熱変性抵抗性獲得をタンパク質夾雑系において評

価したが、これらの修飾剤を用いた解析においては、熱変性度の違いを反映した修飾効率の変化が観測できなかった。

これらの修飾剤はタンパク質溶液と混合することによって瞬時に修飾反応が進行するため、加熱条件下でタンパク質に

添加するという反応条件によって、タンパク質を修飾することを試みた。タンパク質の変性と同時に凝集、沈殿が起こ

るために、これらの修飾剤を加えた段階で、変性段階のタンパク質は既に修飾剤と反応できないような構造に変化して

しまっているのではないかと考察した。  
22．．熱熱耐耐性性 llaaccccaasseeをを使使っったたチチロロシシンン残残基基修修飾飾のの反反応応特特性性  
そこで、次にタンパク質の熱変性とチロシン残基の修飾法がほぼ同時の時間軸で起きるような反応を開発する必要が

あると考えた。そのためには、チロシン残基修飾剤を活性型ではなく、前駆体の形で反応系に共存させ、反応系の加熱

操作と同時のタイミングで反応を開始させるような手法が必要である。また、反応速度も数時間スケールの反応時間で

は遅く、修飾反応の前にタンパク質が凝集、沈殿してしまうため、数分スケールの反応時間で効率的に進行する反応の

開発が求められる。 
Laccaseを用いた反応のスクリーニングによって、効率的な反応性を示す修飾剤55を見出すことに成功した。基質の

濃度変化と反応速度の解析によって、修飾剤55が laccaseによって一電子酸化され、ラジカル種を生じ、これがチロシ

ン残基と反応するメカニズムが提唱された。また、反応速度定数も 7.9×10４ M―１s―１と算出され、従来のチロシン残

基修飾反応と比較して極めて反応効率が高く、速い反応であることが示唆された（図3）。 
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図3．Laccaseを用いたチロシン残基の反応速度 

チロシン残基を含むペプチドを基質として、修飾剤55、laccaseの濃度を種々検討した。

ペプチドの修飾効率を各条件で求め、反応速度定数を算出した。 
  
33．．モモデデルルタタンンパパクク質質のの熱熱変変性性度度のの変変化化のの検検出出  

Laccaseを使った反応条件がモデルタンパク質の変性度を可視化できるかを評価した。HEK293 FT細胞の破砕液に

CAⅡを添加したタンパク質混在系でタンパク質を熱変性させると同時に laccase によってチロシン残基を標識し、  

クリック反応による蛍光団の導入と二次元電気泳動ゲル状での蛍光スポットの検出によって、標識効率を評価した。 

 
図4．laccaseを用いたチロシン残基修飾によるCAⅡの熱変性の可視化 

CAⅡのリガンド分子 brinzolamide の有無による同温度（55℃）での CAⅡの変性度

の可視化。アジド修飾後に Cy5 もしくは Cy3 とのクリック反応により蛍光団を導入

し、同一ゲルでの二次元電気泳動により修飾効率を比較した。 
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CAⅡのリガンドの添加によって、CAⅡは熱変性抵抗性を獲得することが報告されている［6］。そこで、CAⅡリガ

ンドbrinzolamideの未添加、添加条件でのCAⅡの熱変性度の比較が、laccaseを使ったチロシン残基修飾で出力でき

るかを検討した（図4）。その結果、リガンドの添加によって、熱変性が抑制され、チロシン残基修飾の効率に差が生じ

ることが示唆された。リガンド結合の依存性等、今後詳細な検討が必要であると考えている。 
本研究支援によって、2種類の新規チロシン残基修飾法を開発することができた。本研究ではタンパク質への熱変性

に着目した展開で研究を行ったが、チロシン残基は変性時に露出する疎水性アミノ酸残基という特徴以外にも、リン酸

化シグナル、タンパク質間相互作用の結合界面への寄与も大きいアミノ酸残基である。これらの生命現象解明のための

ツールとして、本支援により開発したチロシン残基修飾反応を活用した研究を展開していきたい。 
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