
S-Acyl Mercaptobenzamide Thioesters: 
Novel Inhibitors of the HIV-１ 
Nucleocapsid Protein p７ (NCp７ )
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PNJ 研究室紹介

大阪大学蛋白質研究所附属プロテオミクス総合研究セ
ンター
高尾敏文研究室

“プロテオミクス研究に向けて”

　近年，ゲノム科学の進歩によ
り大腸菌から人にいたるまで
様々な生物種のゲノム塩基配列
が明らかにされつつあり，ヒト
ゲノム情報の全貌もほぼ解明さ
れてきている。このポストゲノ
ムシークエンス時代において，
総発現タンパク質に焦点をあ
て，様々な生命現象を理解しよ
うとする研究（プロテオミクス
研究）が展開されている。生体内タンパク質は，生理
状態や環境要因の変化により，時間・空間軸で量的な
変動や翻訳後修飾等による化学構造変化を起こし，さ
らに，さまざまな分子との相互作用により機能を発揮
している。これらの情報はゲノムにはなく，遺伝子発
現産物であるタンパク質を直接解析しなければ得られ
ない。このことは今更述べるまでもないことだが，生
命科学の中心課題の一つとなっている。近年，ゲノム
情報が充実してきたことで研究内容，方針は少なから
ず変化した。最も大きな点は，目的のタンパク質が何
であるかを同定するのにこれまでは時間を要したが，
現在は質量分析とデータベースを活用することで極短
時間で行えるようになったことである。そのことで，
ゲノム上の遺伝子の数が有限であることから，タンパ
ク質も手中にあるかのごとくに思われた。現に，二次
元電気泳動等により総発現タンパク質を同定し，デー
タベース化することが目標とされ，大規模に行われた
が，現在では，技術的な限界やデータの普遍性等にお
いて多くの問題点があることが認識されてきた。
　タンパク質は，発現する場，時間，あるいは発現
量，翻訳後修飾等によってさまざまな機能を発揮し，
さらに，周りの分子との相互作用によっても異なった
振る舞いをするので，極端には，タンパク質分子の存

在様式は，生体で起こる生理的事象を考えると無限に
調べるポイントがあるわけである。このようなタンパ
ク質分子の奥の深さを考えると，生体から得られる混
合物を網羅的に解析していくやり方だけでは個々のタ
ンパク質の機能を追求することは困難であると思われ
る。しかし，一方では，タンパク質分子は生体という
複雑系の中で機能を発揮しているわけで，今まで手が
つけられなかった複雑系を対象とする解析を行うこと
で，新しい発見があるのではないかと期待されるのも
当然といえる。
　さまざまな生命現象の中で刻々と変化するタンパク
質やペプチドを網羅的に“比較解析”することによ
り，生理的変化を担うタンパク質（群）を迅速に“発
見”できること，そして，それらの分子をもとに多様
な生命現象の理解や応用（特に，医療や創薬）に結び
つけることが現在のプロテオミクス研究の成果の一つ
であると考えている。図１は研究の全体の流れを示し
ている。対象とする個体，あるいは，組織や細胞，さ
らには，血液等の体液を出発材料として，あらゆる側
面から比較解析を行う。このさい，ポイントになるの
は当然のことながら何と何を比較するかということで
ある。この点は，特に，生物学，医学の現場とプロテ
オミクス技術がより密接に連携して行く必要がある。
比較解析の結果，差のあるスポットやピークに対し
て，質量分析により高感度かつハイスループットでそ
れらのタンパク質が何であるかを配列データベースを
活用して決めていく。しかし，質量分析法は，極微量
試料やハイスループットという点ではまだまだ発展途
上であり十分であるとはいえない。この一連のプロテ
オミクス研究手法は，特に，病態マーカーや創薬ター
ゲットの探索研究において社会的要請も大きい。さら
に，タンパク質の生理機能と構造との関連を詳細に調
べるためには，遺伝子組み換え技術等により大量調製
したタンパク質を用いて，�線結晶構造解析や���
法により高次構造を明らかにしていく必要があるが，
そのさい，膜タンパク質や翻訳後修飾を有するタンパ

�

�������がハイスループットで行える�����飛行時間型
タンデム質量分析計（左）と自動測定可能な�����飛
行時間型質量分析計（右） （図１）
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ク質，さらには複合体の発現及び調製は一般に困難で
あり，今後の大きな課題といえる。
　蛋白質研究所は，プロテオミクス研究において世界
をリードし，そしてタンパク質科学を大きく推進する
ために，平成１４年４月に「附属プロテオミクス総合研
究センター」を設置した。当センターでは，ポストゲ
ノムシークエンス時代の新たなタンパク質研究を展開
するために，プロテオミクスに関わる様々な解析手法
に関する研究，高度分析・解析技術や新規方法論の開
発を行い，網羅的に産出される実験結果の体系化，人
材の育成，プロジェクト研究を実施することを目標と
している。また，新たなる産業創生に向けて企業等の
民間との共同研究や国家・民間プロジェクトを推進，
支援する目的も有している（図２）。本センターは，
基盤技術及び基礎研究を通してプロテオミクス研究を
推進していくわけだが，特に，医学，生命科学分野と
密接に連携し，その根底にあるタンパク質分子の解析
を効率よく実施していくことも大きな使命と考えてい
る。
　私の属する機能・発現プロテオミクス研究系は，現
在，私を含めてスタッフ２名（＋キューバからの共同
研究者）で，主に，下記のような方法論の開発研究を
中心に活動を行っている。
（��������������	
����
���������������������������	
	����）

（研究課題）
１）質量分析によるタンパク質一次構造解析のための
化学的手法，及び，解析ソフトウェアの開発

２）質量分析によるタンパク質翻訳後修飾の構造解析
３）質量分析におけるペプチド，糖鎖のフラグメン
テーションに関する研究

４）糖鎖高感度検出のための化学誘導化法の開発研究
５）プロテオミクス研究のための化学的手法や生体試
料（体液等）の分離，同定法の開発

　この分野での研究や産業創生に興味のある方は，�
大学，民間を問わず是非門を叩いていただければ幸い
です。

たかお　としふみ　
大阪大学蛋白質研究所　附属プロテオミクス総合　
�研究センター・機能・発現プロテオミクス研究系�
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英語を自由に使いこなせることを夢見て 
� NIH 留学体験記

はじめに
　著者は九州大学大学院理学府
分子科学・構造機能生化学研究
室の下東康幸教授のご指導のも
と博士号を所得した後，現在米
国国立衛生研究所（���）の
�����博士の研究室で���シグ
ナルについての研究を行ってい
る。近年，日本における研究環
境は欧米と比べて同等もしくは
それ以上になり，また，ネット環境の充実により新し
い研究や論文等の情報もリアルタイムで入手でき，留
学の意味合いも以前に比べると多少なりとも変化して
きていると思われる。しかしながら，我々研究者が情
報を入手し，業績を報告する手段の多くは英語を使用
しており，その重要性は今さら述べるまでもない。
我々日本人研究者の多くは苦労して研究をまとめた
後，それを論文にする時にさらなる困難に直面する
が，その多くは文章構成や英語文法以上に英語独特の
考え方，言い回し等など，日本では直接触れる機会が
少ないと思われる事象についてと思われる。著者も日
頃から英語の重要性を痛感しており，生の英語に直接
触れる機会を求めると同時に，人種のるつぼといわれ
多種多様な研究者達が切磋琢磨している米国に研究の
場を求め，���に留学し現在に至っている。
　留学当初は研究以上にラボのボスおよび他のポスド
クとのコミュニケーションをとることにかなりの神経
を注いだ。研究をする以前にボスの考え方や方針を理
解しないことには，米国での研究生活はままならない
ためである。�����博士のラボには幸いにも以前日本
人のポスドクがいたらしく，日本人である著者には丁
寧に分かりやすく説明し，気遣ってくれた。また，現
在のラボは毎週１回のグループミーティングおよびラ
ボセミナーが行われ，先週の実験報告および今後の計
画を発表しなければならず，否応なくとも英語を使用
する機会に恵まれ，刺激的なものとなっている。ま
た，多くの米国人がそうであるように，�����博士も
����������が好きで，ミーティングが１時間ほど延長
されるのはざらで，毎週のミーティング以外にも個別
のミーティングが隔週おきに行われている。この
����������は毎回熱のこもったものとなり，�����博士
とのやり取りでは，実験に対する考察や問題点など厳
しく指摘されるが，英語力ならびに実験を展開するう
えでとても有意義なものとなっている。
　このような環境で現在も研究を行っているわけであ
るが，このままでは���留学が研究の為でなく語学留
学と思われる方がおられるかもしれないので，現在ま
でに���で行った研究についてこれからご紹介した
いと思う。

Wnt シグナル
　���タンパク質は分子量約４０���の分泌型タンパク
質で，７回膜貫通型受容体��������に結合することに
よりそのシグナルを伝達し，初期発生や形体形成，細
胞増殖などに重要な役割を果たしている����。一方，

�

（図２） 中馬　吉郎



���シグナルを阻害する����（�����������	

����
����������	��
�）という分泌型のタンパク質が知られ
ているが，その�端には��������にも存在する���結
合領域���（��������	�
�������）が存在し，この
���を介して���と相互作用するものと考えられて
いる��。���同様��������および����にも複数のアイ
ソフォームが存在するが，���タンパク質に関して発
現タンパク質の可溶化が難しいことから，どの���タ
ンパク質がどの��������およびどの����と結合する
かは現在まで明確でなく，���シグナルのメカニズム
解明のためにその解析が急務となっている。そこで，
著者らは���タンパク質内における����との結合モ
チーフ探索を目的として，ペプチドファージディスプ
レイ法を用いた����１親和性ペプチドのスクリーニン
グを実施した。

ペプチドファージディスプレイ法を用いた sFRP１結
合モチーフの検索
　１９９０年に�����らがランダムペプチドをファージ表
面に発現させ，タンパク質に結合性をもつペプチドの
探索法を開発して以来，モノクローナルおよびポリク
ローナル抗体のエピトープ解析を始め，細胞表面受容
体，ヒートショックプロテイン，インテグリン，��３
ドメインなどに対する各リガンドがペプチドファージ
ディスプレイ法を用いて同定されている����。筆者らは
ランダムな１２アミノ酸残基をコードしたファージライ
ブラリーを用いて����１に親和性をもつペプチドの単
離を行い，回収した１００クローンについてその配列解
析を実施した。その結果，その約７割に������か
らなる共通の配列が存在する興味深い結果を得た（図
２）。驚いたことにこの������に類似した配列は一
連の���タンパク質には存在せず，破骨細胞の分化に
重要な機能を果たす���ファミリーメンバーの

�����に高い相同性があることが明らかとなった。
そこで，まず最も発現頻度の高かった���２�ペプチド
（������������）に焦点を当て，このペプチドの
����１に対する結合様式について解析した。���２�ペプ
チドの����１に対する結合解析は�������に発現させた
アルカリフォスファターゼキメラ（���２�����）を用い
て実施した。この方法はその簡便さと検出感度の高さ
からペプチドとタンパク質の親和性を解析するための
有用な手法の一つである���。作製した���２�����は����
１に特異的に結合し，その結合は���２�合成ペプチドに
より濃度依存的に阻害されることから���２�ペプチド
が����１特異的に結合することが明らかとなった。さ
らに，���２�ペプチドの ����１に対する結合に�
重要な残基を検索するため ���２�����の ���スキャン�
ニングを作製し解析したところ，予想したように
������残基の置換体で顕著な結合能の減少がみら
れ，これらの残基が結合に重要であることが確認され
た。また，実際の���２�ペプチドと����１の結合親和性
を���（��������	
�����	�����	
��������）を用いて解
析した結果，���２�合成ペプチドそのものが����１と強
く結合すること（��＝�３４�μ��）が判明した。

sFRP１の RANKL を介した破骨細胞分化に対する影響
　一方，実際に���２�ペプチドに相同性を持つ�����
が����１と結合するかどうかを�����で解析したと
ころ，�����は����１に特異的に結合した。さらに
複数の����１欠損変異体を用いた結合試験により，
�����との結合には���ドメインが重要であること
が明らかとなった。次に，今回明らかとなった����１
と�����との結合が生理学的にどのような役割を果
たしているか検討する目的で，培養細胞系を用いた解
析を実施した。�����は先に述べたように骨のリモ
デリングに重要な役割を果たし，破骨細胞前駆体細胞
に作用することにより破骨細胞成熟体への分化を促進
する。そこで，�����の破骨細胞分化刺激に対する
����１の影響を調べたところ，����１は �����刺�
激による破骨細胞分化を濃度依存的に抑制することが
明らかとなった。さらに，破骨細胞前駆体細胞と造骨
細胞との供発現系に抗����１抗体を加えた場合，破骨
細胞分化の明らかな促進が観察された。以上の知見を

�

図１�ペプチドファージディスプレイ法�
一般的にファージライブラリーからのスクリーニ
ングはここに示す６ステップの行程からなる。
１）ターゲットタンパク質のプレートへのコー
ティング，およびファージの結合，２）非特異的
結合の除去，３）結合ファージの回収，４）結合
ファージの増幅，５）増幅ファージの再結合，
６）プレートからファージの単離および，ペプチ
ドのシークエンス解析。今回１）～５）のステッ
プを３回行った後，１００個のファージを単離し，
ペプチドの配列解析を実施した

図２��）ペプチドファージディスプレイ法により単離
された�����１�結合性ペプチド，�）���２��������と
�����の比較



総合して考察すると，����１はその���を介して
�����に作用することにより，破骨細胞分化に抑制
的に働くと考えられる。今回の発見は���シグナルが
破骨細胞分化に直接的に作用するという初めての報告
でとても意義深いものと思われる。現在，日本でも高
齢化社会の問題が日々深刻になってきているが，それ
に伴い骨粗鬆症などの骨に関する病気も増加してきて
いる。骨粗鬆症の原因は破骨細胞の増加により骨リモ
デリングのバランスが崩れるためと考えられている。
爆発的な高齢化が進んでいる現在，今回の����１が破
骨細胞形成の負の制御因子として機能するという知見
は，あらたな抗骨粗鬆症薬のターゲットと成りうる可
能性も秘めており，破骨細胞分化メカニズムのみなら
ず創薬研究の面でも今後のさらなる研究の進展が期待
される。

おわりに
　今年で���に留学して３年目に入るが，現在も英語
と格闘する日々が続いている。折しも留学した初年度
に米国同時テロが，また昨年は無差別連続狙撃事件と
いう悲劇に遭遇し，ラジオやテレビでリアルタイムで
入ってくる情報への対応が求められた際は，英語力の
重要性を改めて認識することなった。また，はじめに
述べたようにネット社会が発展し毎日のように新しく
も莫大な量の情報量が入手できるようになった現在，
その情報源の多くは英語によるものであり，その中か
ら重要かつ必要なものだけをより早く抽出（�����）
し，研究成果を英語でまとめ，論文および学会等で報
告すること（������）は，われわれ研究者にとって実
際の研究を遂行することと同等もしくはそれ以上の重
要な位置を占めていると思う。この�����および
������がよりスムーズにできることを夢見て，日々研
究に精進していこうと思っている。
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【学会より】

第４０回ペプチド討論会
　平成１５年１０月２９日（水）～３１日（金）
　ペプチド学会ホームページに詳細を掲載しました。
　��������������	�
�����
　会場：かずさアカデミアホール
　世話人代表：植木正彬
　　　　　　　東京理科大学理学部応用化学科
　　　　　　　���（０３）５２２８���８２５８
　　　　　　　���（０３）３２３５���２２１４
　　　　　　　����������	
��������	��	������
　（事務局）��������４０���������	
������

海外シンポジウムへの若手研究者の派遣（JPS Travel 
Award）について
　グレートバリアーリーフで開催される���������	

���������	
����
に２名程度の若手研究者の派遣を
予定しております。詳しくは，ホームページに掲載予
定です。
　��������������	
����

PNJ 研究室紹介等
　本号より，研究室紹介のページを随時掲載すること
となりました。�����������	
���������２
ページ程度で，皆さんの研究室に関するいろいろをご
紹介ください。掲載希望の研究室がございましたら，
事務局までご連絡ください。また，関連学会の案内を
���とホームページに掲載いたします。締切は，���
発行の１ヶ月前です。ご希望があります場合は，事務
局までご連絡下さい。

　ホームページを定期的にご覧下さい。ニュースレ
ターにおいて時期的に掲載できないご案内などホーム
ページにて掲載します。またホームページ，ニュース
レターへのご意見，ご提案を事務局（ホームページ連
絡先）までお寄せ下さい。
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