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この度の東日本大震災におきましてこの度の東日本大震災におきまして
　　被災されました方々に　　被災されました方々に
　　　　心よりお見舞い申し上げますと共に　　　　心よりお見舞い申し上げますと共に
　　　　　　一日も早い復興をお祈りいたします。　　　　　　一日も早い復興をお祈りいたします。

東日本大震災：山形からの通信

　 3月 11 日午後 2時 46 分宮城
県三陸沖を震源とする巨大地震
が発生しました。宮城県北部で
は震度 7を記録しマグニチュー
ドは 9．0 と報告されています。
そしてそれに続く余震，高さ
25 メートルを越える大津波に
より東北から関東 500 kmにも
およぶ太平洋沿岸地域は戦後最
悪の被害をうけました。死者，行方不明者は 3万人に
迫る勢いです。しかしこれだけにとどまりません。こ
の大災害によって福島第一原子力発電所の制御機能が
失われることになり，福島県民はもとよりその周辺に
緊張が走っています。
　このような災害において亡くなられた方々にお悔や
み申し上げます。また被災者の方々にはお見舞い申し
上げると共に一日も早い復興をお祈り申し上げます。
このニュースレターを読んでいる方の中にも不自由な
生活，研究環境を強いられている方も多いかもしれま
せん。力を合わせてがんばってまいりましょう。本稿
は山形在住の筆者からの報告です。
　地震発生時，私は山形県米沢市にある研究室で
HPLCを眺めていました。Aβをうまく作れたかウキ
ウキしていたのを覚えています。私（宮城県人）にとっ
て地震は日常で，またか，くらいの気持ちでした。し
かし揺れが止まりません。3階にある研究室では，揺
れが大きくて立っているのがやっとでした。大きく揺
れる機器類を必死に手で押さえつつも，建物が崩れる
かもしれないという恐怖もありました。2分後，幸い
にも私の研究室はケガ人，大きな被害もなく，その余
韻だけが残っていました。直感的に震源は宮城あるい
は福島沖，山形でこれなら太平洋側は大変だろうと思
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いましたが，まさかこれほどまでとは。その後緊急避
難となり，余震，停電，降雪の中の帰路となりました。
　ライフラインが途絶えた状況で，津波が三陸の街を
飲み込んだこともほとんど知らずに 2日間家で過ごし
ました。状況把握後，水と食糧を持って安否確認のた
め宮城に入りました。故郷である宮城には両親，兄弟
をはじめ多くの親族や友人が暮らしています。道中，
信号は機能せず，段差，陥没，うねりだらけ，出歩く
人はおらず，すべて閉店，屋根や壁が落ちた民家多数，
そして多くの災害派遣車が往来しており，今までに経
験したことのない緊張感でした（私が通行した所は報
道に出て来る被災地ではありません）。両親と兄弟家
族の無事を確認して宮城を後にしました。山形に戻る
と大学が 2週間閉鎖となり自宅待機になりました。被
害はないものの，食糧，ガソリン不足，交通機関の停
止では行動も制限され，結局家のテレビで惨状を見る
ことしかできず，生きていることへの感謝と同時に自
分の無力さを痛感する日々でした。
　連日の報道にもありますが，未だ原発などは小康状
態で，東日本各地で余震が続いています。山形にも避
難生活を送られている方が多数おります。東北地方も
電力不足から計画停電が予定され，スーパーの棚には
まだ隙間が見受けられます。しかし少しずつ復興に向
けて動き出していると感じています。山形大学も節電
第一で活動を再開しており（暗くなったら帰らなけれ
ばいけない。現在薄暗い部屋で執筆中です。また朝 5
時に起きて，一人サマータイム実施中です！）機器
類の半分も稼働できず研究活動に制約はありますが，
HPLCを動かした時は新鮮な感動を覚えました。私の
研究室は無傷でしたが，学内でも多数の機器類，建物
に被害があり今後全容が明らかになると思われます。
また本学は東北，北関東出身者で学生の 9割を構成し
多数の被災者がおります。これから新年度がスタート
する中で精神的，経済的なケアを大学全体で行う準備
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験台から落下し CO2 ボンベを倒していた。研究室は，
ちょうど 1年前に新しい建物に移転し，棚や実験装置
の固定などを徹底して行っていたため，けが等人的被
害もなく被害が少なかったが，建物の上階ほど揺れの
影響が大きく，固定していても被害が大きかったよう
だ（しかし，別の大学の免震建物にある研究室では 8
階でもまったく落下しなかったそうだ）。
　今回の震災に際し，多くの大学からカップラーメン，
飲料水，乾電池など支援物資を送っていただいた。そ
れらは大学，研究科を介して配布されたが，ちょうど
水（トイレ 1回分）や食べものを 3～ 4時間列んでやっ
と得ていた時期にあたり，非常にありがたかった。あ
らためて感謝したい。
　仙台では地震に対する防災意識は高く，また女川な
ど沿岸部では津波に対する意識も高かった（農学研究
科の施設を利用する際は，毎回最初に地震の際の津波
に対する説明，避難先，避難経路の確認をおこなって
いた）にも拘らず，非常に大きな被害を受けた。また
原発事故などもあり，日本全体が落ち着かない状況に
ある今，少しでも平静に戻れるように願うと同時に，
他の地域での同様な危機に対してより安心，安全にな
るよう今回の教訓を生かしてもらいたいとも思ってい
る。
　このような時に自分はいったい何ができるのだろう
かと問い続けていたが，装置やサンプル，試薬に多少
の被害はあったものの，幸いにも研究活動を続けるこ
とができる。これまで以上に研究を進め，元気になる
ため少しでも役にたてればと思っている。
　この連休明けに約 1月遅れの入学式を迎え，やっと
新年度のスタートをきる。
　今回この記事の依頼を受けるにあたって，この拙い
文章で震災のなにを伝えることができるのか疑問であ
るが，震災後，国内，海外を含め多くの大学，多くの
方々に温かい支援をいただいたことに対する御礼を少
しでも伝えたく，筆をとった次第である。皆様方に深
く感謝いたします。
　最後に執筆の機会をいただいた編集委員の九州工業
大学坂本寛先生に感謝いたします。

おがわ　ともひさ
東北大学大学院生命科学研究科

ogawa@biochem.tohoku.ac.jp

ファージライブラリによる
機能性ペプチドのデザイン

はじめに
　近年，抗体医薬品が，医療の
分野で急速に使われ始めてい
る。現在の抗体医薬品は，ガ
ンに対する治療薬として抗体
依存性細胞障害活性（ADCC）
を利用したものもあるが，例
えば，リウマチの治療に使わ
れる抗 IL-6 レセプター抗体や
抗 TNF-抗体は，アンタゴニストとして機能するい

を進めています。
　山形は直接の被災地ではありませんが，宮城，福島
との結びつきが強く以前通りの生活，研究環境に戻る
にはしばらく時間がかかるかと予想されます。そのた
め，7 月 31 日から 8 月 2 日に山形蔵王で開催予定の
「若手ペプチド夏の勉強会」を中止にすることにいた
しました。今年で 44 回目を迎えるはずであった伝統
ある本集会を中止せざるを得なかったこと，ただ残念
でなりません。深くお詫び申し上げます。近い将来，
皆様をお招きできる日が必ず来ると信じております。

こんの　ひろゆき
山形大学大学院理工学研究科

konno@yz.yamagata-u.ac.jp

仙台からの報告

　 3 月 11 日（金）に起きたマ
グニチュード 9．0の大地震とそ
の後の津波により，東北地方，
特に岩手，宮城，福島は大きな
被害を受けた。ニュースや新聞
で報道されているように，津波
により壊滅的な被害を受けた沿
岸部では，2ヶ月近くたった今
もなお，多くの行方不明者がみ
つからず，10 万人を超える被災者が市民センターや体
育館等で避難生活を送っている。体育館で支援をして
いる知人の「避難所は，まだ 3月 11 日のままほとん
ど変わらない」との言葉が印象的である。長期的な支
援の中，支援者側も含めた心のケアが重要となりつつ
ある。
　東北大学も，女川にある農学研究科の施設が直
接津波の被害を受けたほか，青葉山の工学部の電
子系，マテリアル系をはじめ，28 棟の建物が危
険のため立ち入り禁止となるほどの被害を受け
た。学内での人的被害はなかったものの，残念な
がら学外で 2 名の学生，3 名の入学予定者の方が
亡くなった。また，建物や研究室によって被害は
異なるが，大学全体で被害は 770 億円にもなった。
　地震発生時，ちょうど研究室（居室）でデータを解
析していた時であった。大きな揺れを感じ，すぐに部
屋のドアを開けたが，立っていることができずに近く
のテーブルの下にもぐった。書棚の本，書類が全て落
下，散乱していた。ゆっくりだが 2 ～ 3 mの大きな
激しい揺れが長い間（2～ 3分だが，それ以上の感覚）
続き，建物が大きく撓る。なにかのアトラクションに
乗っているような錯覚と倒壊するのではないかとの不
安もよぎるほどであった。仙台に来てから 14 年（筆
者は九州出身），これまでも仙台で大きな地震（震度
5～ 6）を何度か体験したことがあったが，今回の地
震はこれまでにないものだった。
　揺れが収まり，研究室にいた学生・メンバーの無事
と研究室内の危険の有無（火災，試薬類，ガス栓，ボ
ンベ）を確認し，建物外に一時避難した。HPLCな
どいくつかの装置が落下，CO2 インキュベータも実

畠中　孝彰

小川　智久

券
献
献
献
鹸

兼
献
献
献
験

券
献
献
献
鹸

兼
献
献
献
験



3

わゆる阻害型の抗体である。こ
の阻害型抗体は，ADCC活性を
基本的には必要とせず，標的分
子に結合することでその機能を
発現する。そのため，このよう
な抗体の次世代型として，結合
ドメインだけを持つ Fab抗体，
単鎖 Fv抗体，さらには，ヒト
VHドメイン抗体や ラマ由来の
抗体であるナノボディといった小型化抗体が研究さ
れ，開発も進んでいる1。このような抗体（様）分子
の低分子化は，生産の低コスト化を含め，高い組織浸
潤性や分子デザインのし易さといったメリットがある
が，更なる低分子化の一つの方向として，我々は，抗
体に限らずレセプタータンパク質の構造・機能を模倣
する低分子のペプチドをデザインする研究を，バクテ
リオファージディスプレイ技術を用いたランダムペ
プチドライブラリを用いて行ってきた 2，3。本稿では，
これらの研究手法の概略と，最近の成果について概説
する。

1 ．ファージライブラリ
　ファージディスプレイ（ファージ提示）法は，大腸
菌に感染するウイルスであるバクテリオファージ（あ
るいは単にファージと呼ぶ）のコートタンパク質の遺
伝子の末端に外来遺伝子を連結することで，ファージ
表面にその遺伝子産物であるタンパク質やペプチドを
提示する技術である。提示分子としては，抗体や酵
素，あるいはｃDNA産物が用いられてきたが，我々は，
混合ヌクレオチド等による数十塩基の合成オリゴヌク
レオチドを導入することで作製される（ランダム）ペ
プチドファージライブラリを用いている。一般的に，
提示用のファージとして，M13（fd）繊維状ファージ
がよく用いられるが，ここでは我々が使用している溶
菌性 T7 ファージを用いた提示系の概要を図 1に示し
た。詳細なファージ提示系の違いについては，拙著の
総説を参考願いたい4。

　現在までに，様々なペプチドファージライブラリが
作製され，標的タンパク質に対する種々のペプチドリ
ガンドが報告されている5。一般にファージライブラ
リから，標的分子に特異的に結合するファージの分離
手法をバイオパンニングと呼んでいる。このバイオパ
ンニングが，特異的結合分子（を提示するファージ）
を単離する上では重要なステップであるが，大まかに
は以下のステップの繰り返しとなる。1）標的分子（又

は抗原）を固定化した固定層へのファージライブラリ
の反応， 2）洗浄による非結合ファージの除去， 3）
固定相（標的分子）に結合したファージの回収と大腸
菌による増殖。これらを通常 3-5 回程度繰り返すこと
によって，標的分子に結合するファージの濃縮が起
こる。その後は，ファージをクローン化して，ELISA
等による結合活性を指標にスクリーニングを行い，高
い結合活性を持つファージを特定し，その提示分子の
遺伝子配列の解析から，結合ペプチドの配列を決定す
る。

2 ．ラクトフェリン結合ペプチド
　このような手法により，我々は，いくつかのペプチ
ド性のアフィニティリガンドを同定してきた。ヒトラ
クトフェリン（hLF）は，初乳中に多く含まれる非ヘ
ム型の鉄結合タンパク質で，従来から様々な生物活
性が報告されてきた。炎症抑制活性や抗ウイルス活
性，がん転移抑制活性等様々であるが，これらの活性
がどのような機構で発現されるのか，はっきりとした
機構は報告されていなかった。我々は，hLFと結合す
るペプチドをファージライブラリによって単離したと
ころ，細胞接着に関わる RGDを含む特徴的な配列が
hLFとの結合に関与していることを見出した2。これ
をもとに，hLFとフィブロネクチンやビトロネクチン
との結合活性を検証し，さらに，これらの細胞外接着
タンパク質と細胞（CHO細胞，Hela細胞，RAW細胞）
との接着を，hLFが用量依存的に阻害することを明ら
かにした。このことから，hLFの生物活性を議論する
上では，特に細胞外マトリックスと細胞表面のインテ
グリン間の結合阻害が，重要な要素になることを提案
した。

3 ．IgG 抗体結合ペプチド
　我々は，一方で，ファージライブラリを用い，抗
体医薬開発の研究を行っている。その中で，IgG抗
体の精製にアフィニティリガンドとして用いられる
Staphylococcusバクテリア由来のプロテイン Aにも，
色々と問題点があることが分かってきた。抗体医薬
の精製には，GMP対応の精製用カラムが必要であり，
特にエンドトキシンの混入には特に注意を要する。そ
のため，用いるプロテイン Aは高度に精製する必要
から高価であり，また，プロテイン A自身の高い抗
原性のため，精製抗体中のプロテイン Aの混入チェッ
クも義務つけられている。さらに通常プロテイン A
カラムからの溶出は pH3-3．5 の酸性 pH領域で行う
ことが多く，従来から，抗体の酸性 pHへの暴露による
変性や凝集を伴う構造変化の問題が議論されてきた 6。
　このような問題を解決する手段として，低分子リガ
ンドやペプチドによる抗体精製用のアフィニティリガ
ンドの開発研究がおこなわれてきた。我々も，新しい
IgG精製用のアフィニティリガンドの開発を試みよう
と，ペプチドファージライブラリを用いて，ヒト IgG
に特異的に結合するペプチドの単離を試みた。用いた
ライブラリは，CX6-10Cまたは，X3CX6-10CX3 であり，2
つの Cysがジスルフィド結合を形成するようデザイ
ン導入されている（但し，Xは NNKの混合ヌクレオ
チドのコドンでコードされるランダムなアミノ酸配列

伊東　祐二

図 1　T 7 ファージディスプレイシステムの概要
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を意味する）。このライブラリを使って，ヒト IgG-Fc
に対するバイオパニングを行ったところ，CX6-10Cの
タイプから特異的な結合を示すファージの濃縮が見ら
れ，結果として，CTGYWPKAWGLC（G4 モチーフ）
の配列を持つペプチド（タイプⅡペプチド）が単離さ
れた。特に下線部は，単離された 6個のモチーフで保
存された配列である。この配列を有するビオチン化合
成ペプチドを用いて，結合の特性を ELISAで検討し
た結果，このペプチドは，ヒト IgGに対する極めて
高い特異性を持つことが分かった3。
　そこで，このビオチン化ペプチドをストレプトアビ
ジン（SA）を介し固定化したマグネットビーズを用い，
ヒト血清から IgGの精製を行った。ところが，ほと
んど IgGは回収されなかった。バイオパニングに用
いた市販の精製ヒト IgGと血清中のヒト抗体との違
いを検討するうちに，抗体精製の際の精製プロセスの
影響が考えられた。そこで，ヒト血清からプロテイン
Aカラムを使って精製を行い，精製前（血清）と精製
後 IgGとのタイプⅡペプチドの反応性を比べた結果，
精製前には反応性が見られないのに対し，精製後では
極めて強い結合活性が見られた。このことは，プロテ
イン Aカラムからの溶出に用いる酸性溶液が抗体に
何らかのダメージを与え，これによる構造変化で生じ
た分子種（酸変性構造体）をタイプⅡペプチドが認識
していることが示唆された。このことは，抗体溶液を
酸性 pHで処理すると，タイプⅡペプチドの反応性が
急速に増強されることからも支持された（図 2）。
　タイプⅡペプチドが認識する酸変性構造体は，抗体
の凝集物形成と深く関わっていることを示唆するデー
タが得られている。酸変性構造体を含む溶液は，低温
では変化はないが，温度が 20 ℃を超えると急速に凝
集を引き起こす。このことは，酸変性構造体が，凝集
形成を引き起こす一つの因子であることを示唆してい
る。タイプⅡペプチドは，正常なヒト IgG抗体には

全く結合しないため，抗体溶液中に僅かでも含まれる
酸変性構造体を SPR法等により高感度に検出，ある
いは除去にも応用が可能であり，このペプチドによる
凝集反応の抑制や除去の研究を進めている。

4 ．IgA 結合ペプチド
　最後に，IgA結合ペプチドについて紹介したい。現
在，抗体医薬で主流となっているのは，IgG1 であるが，
これはヒト IgGレセプター，特に，NK細胞上に発現
する FcγⅢaレセプターの働きによって，ADCC活性
によるガン細胞等への殺傷能力を発揮できるためであ
る。一方，IgAは，体内では腸管などで最も多量に生
産される抗体でありながら，粘膜免疫における重要性
やワクチン誘導についての研究はあるものの，その
ADCC活性についてはあまり重要視されていなかっ
た。しかし，近年，IgAが，好中球上に発現する IgA
レセプター（Fc レセプター）を介し，IgG1 と同様
な ADCC活性を発現することが報告されるようにな
り，IgAを使った抗体医薬の可能性も検討されるよう
になった。特に，Fc レセプターを発現する好中球は，
血液リンパ球の 60-70 ％を占め，この好中球をエフェ
クター細胞として用いることは，抗体治療において大
きな利点と考えられる。しかし，IgAの抗体医薬化を
阻む理由として，IgG1 におけるプロテイン Aの様な
工業的に利用できる精製システムがないことが挙げら
れる。従来，IgAの精製法として，IgA1 特異的な糖鎖
を認識するレクチン（Jackalin）カラムや，イオン交
換やゲルろ過カラムを組み合わせた方法が報告されて
いるが，いずれも産業利用には至っていない。我々は，
IgAに対する特異的な結合ペプチドによる精製システ
ムの構築を目的に，ヒト IgAに対する特異的なファー
ジの濃縮を試み，その単離に成功した。図 3に，単離
されたファージクローンの IgAに対する ELISAによ
る結合活性と提示するペプチドモチーフの配列を示
す。最も結合活性の強かった A 2 モチーフの配列を基
にペプチド合成を行い，その親和性評価を SPRによっ
て行ったところ，Kd値で，1．3 μMと結合力が弱かっ
たが，A 2 モチーフを基に部分変異ライブラリを使っ
て改良を行い，親和性が増強されたペプチドのデザイ
ンに成功した（現在論文投稿中）。
　Invivogen社（http://www.invivogen.com/）は，ペプチド
性のリガンドによる IgA精製カラムを，Staphylococcus
由来の IgA結合タンパク質の結合ドメインペプチド
を基に製品化している。我々のペプチドは，サイズ
も 16 残基と短く（Invivogen社のペプチドは，51 残基
のペプチドの 2量体構造），親和性も高いため，現在，

図 2 IgG結合ペプチド（TypeⅡ）の酸処理したヒト IgG
に対する反応性の増強

 ヒト抗体溶液を，4℃にて 5分間，酸性（pH2．5）に
暴露後，中和し，TypeⅡペプチドを固定化したビー
ズと反応させた。マグネットによる回収，洗浄後，還
元条件下で SDS-PAGE，ウェスタンブロッティングを
行った。約 50 kDaのバンドは，回収されたヒト H鎖
を示す。レーン 1，5：ポリクロナールヒト IgG，レー
ン 2，6：抗ヒト IL6 受容体 IgG1 抗体，レーン 3，7：
抗 Her2 IgG1 抗体，レーン 4，8：ヒト血清

酸処理後酸処理前

図 3 単離された IgA結合ファージの ELISAによる結合活
性（左）と提示するペプチドのアミノ酸配列（右）
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このペプチドを用いたヒト IgAの精製システムの構築
研究を，JSTの研究事業の中で推進している。この新
しい IgA結合ペプチドを用いた，IgAの精製システム
の確立によって，IgA抗体医薬の実用化が近づくこと
を願いたい。

おわりに
　多くのペプチド研究者の共通する願いは，思いどお
りの機能をもつペプチドを設計することであろう。今
回紹介した精製・検出用のアフィニティリガンドとし
てのペプチドだけでなく，受容体や細胞特異的な結合
ペプチドは，医薬への応用への期待が高い。しかし，
そこには，我々の様なペプチドライブリからのアミノ
酸配列の設計だけでなく，さらに，人工アミノ酸の導
入やミメティック手法の導入により，体内での安定性
や機能性を高めるための工夫が必要である。是非，ペ
プチド学会の先生方の御協力を，この場を借りてお願
いしたい。
　本稿で紹介した研究の多くは，鹿児島大学理工学研
究科，杉村和久教授との共同研究の成果であり，この
場を借りて厚く感謝いたします。また，このような寄
稿の機会を与えていただきました九州工業大学の坂本
寛先生に，心よりお礼申し上げます。
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特異な酵素反応を利用した
タンパク質の蛍光ラベル化技術

はじめに
　近年，タンパク質の蛍光ラベ
ル化法として，蛍光タンパク質
を用いたラベル化法を代替ある
いは補完する，様々な新しい技
術が提案されている。中でも標
的タンパク質に遺伝子工学的に
連結したアミノ酸配列（タグ）と，
蛍光プローブ間の特異的な結合
反応を利用したラベル化法が注目されている1-3）。この
ラベル化法では，タグを有する標的タンパク質を細
胞内で発現させた後に，人工的に調製した様々な蛍
光プローブを作用させることにより標的タンパク質
のラベル化を行なう。その様式から翻訳後ラベル化
（posttranslational labeling）反応と呼ばれることがある。
このラベル化反応では，様々な発光特性を有する蛍光
団を標的タンパク質に導入することができ，またラベ
ル化のタイミングを制御できることなどから，蛍光分
析の応用範囲を拡げることが可能である。しかしなが
ら，提案されている翻訳後ラベル化反応は，いずれの
系についてもまだその研究実績が蛍光タンパク質を用
いた系と比較すると少なく，種々の生命現象を解明す
るために活用できるかどうか検証する段階にあると言
える。最近，筆者の研究室でも，この翻訳後ラベル化
反応に分類される，蛍光ラベル化法の開発を行なった
ので 4），それについて本稿で紹介する。本手法では，
筆者らが偶然発見した，古細菌由来の特異なビオチン
化反応を利用している。

ある古細菌由来の特異なビオチン化反応
　ビオチン化反応は，ビオチン化酵素（biotin protein 
ligase，BPL）がその基質タンパク質（biotin carboxyl 
carrier protein，BCCP）の特定のリジン残基にビオチ
ンを付加する反応である。この反応は 2段階の部分反
応からなっており，1段階目の反応でビオチンと ATP
からビオチニル -AMPが生じ，2段階目の反応でアポ
型の BCCPにビオチンが付加され，ホロ型の BCCP
が生じる。

　Biotin+ATP→ Biotinyl-5’-AMP+PPi　　　　　  （1）
　Biotinyl-5’-AMP+Apo BCCP→Holo BCCP+AMP（2）

　このビオチン反応は，その有用性からこれまでに
様々な生物種由来の反応系が調べられてきたが，ほ
とんどの生物種間で交差反応性が見られ，生物種が
異なってもほぼ同様の反応挙動を示すことがわかっ
ている。しかし，筆者らは偶然に古細菌の Sulfolobus 
tokodaii由来の同反応系が，他の生物種には見られな
い，いくつかの特異な性質を有していることを見出し
た5，6）。そのうちの 1つが酵素である BPLが，ビオチ
ン化された基質タンパク質（BCCP）と極めて安定な
複合体を形成するという性質である（図 1-A）6）。通常
のビオチン化反応では，BCCPにビオチンが付加され
たのち，反応生成物である Holo BCCPはすみやかに
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BPLから解離するのであるが，この古細菌由来のビ
オチン化反応では，Holo BCCPと BPLが極めて安定
な複合体を形成するため，常温付近では反応が 1サイ
クル目で止まってしまうことがわかった。このような，
酵素がその反応生成物と非常に安定な複合体を形成す
るという性質は他に例を見ない特異な現象である。
　筆者らは，この古細菌由来の特異なビオチン化反応
系を利用して，新たなプロテインタグシステムの開発
が可能ではないかと考えた。すなわち，BCCP部位を
タグとして標的タンパク質に導入し，BPLとの相互
作用を利用して標的タンパク質の分離・分析を行なう
というものである（図 1 B）。実際に BPLを固定化し
た磁気ビーズを利用して，細胞破砕溶液から標的タン
パク質を精製すること等に成功している7）。また，蛍
光団を導入した BPLを利用してビオチン化反応を行
なうことにより，標的タンパク質の蛍光ラベル化も可
能である4）。本稿では，このビオチン化反応系を利用
したタンパク質の蛍光ラベル化システムの開発につい
て紹介する。

ビオチン化酵素の蛍光ラベル化
　ビオチン化反応を利用した蛍光ラベル化システム
の構築に当たり，まず BPLの蛍光ラベル化を行なっ
た。具体的には BPLに存在するシステイン残基を，
蛍光色素のマレイミド体を利用して修飾を行なった。
S. tokodaii由来の BPLにはもともと活性サイトから離
れた箇所に 3つのシステイン残基（Cys-3，Cys-204，
Cys-219）が存在しており，それらは BCCPとの会
合には関与していないことが推測された（図 2）。ま

た蛍光色素の導入量を増やすために，BCCPとの会
合面と反対に位置する残基（Arg152）をシステイン
残基に置換した変異体を構築した。作製した変異型
BPL並びに野生型 BPLに対して，フルオレセイン及
び DyLight549 のマレイミド体を使ってラベル化を行
なった。その結果，野生型及び変異型 BPLに対して
それぞれ平均して 2．8及び 3．6分子の蛍光色素を導入
することができた。またこれらのラベル化した BPL
は，酵素活性や BCCP対する強い結合活性を維持し
ていることもわかった。

固相基板上での標的タンパク質の蛍光検出
　まず蛍光ラベル化した BPLを利用して，固相基板
上に固定化した標的タンパク質の蛍光検出を試みた4）。
具体的には，標的タンパク質としてグルタチオン S-
トランスフェラーゼ（GST）を選び，BCCPタグを導
入した GSTをグルタチオンプレート上に固定化した
（図 3-A）。その後，蛍光ラベル化した BPLを作用させ
ることにより，GSTの蛍光検出を行なった。図 3-B
にプレートの各ウェルに添加した GSTの量と蛍光強
度の関係を示すが，GSTの添加量が増大するについ
て，蛍光強度も増大していくことがわかった。また，
期待通り，野生型よりも変異型 BPLを使用した方
が，強い蛍光強度が観察された。コントロールとして
BCCPタグを有していない GSTを使用して同様の実
験を行なったが，この場合蛍光強度の増大はほとんど
見られなかった。これより BCCPタグを有するタン
パク質を特異的に蛍光ラベル化できることがわかる。

図 1 S. tokodaiiビオチン化反応の模式図 A），ならびにその
プロテインタグシステムへの応用 B）

図 2 S. tokodaii由来の BPLと BCCPの複合体のモデル構造
 BPLと BCCPの構造はそれぞれ緑と青で示す。

図 3 グルタチオンプレート上に固定化した GSTの蛍光検出
 A）蛍光検出の模式図，B）プレートの各ウェルに添加した GSTの量と蛍光強度の関係；○野生型 BPL，

●変異型 BPL，▲コントロール（BCCPタグを有していない GST）
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細胞表層での膜タンパク質の蛍光イメージング
　このビオチン化反応を利用したラベル化システム
が，生細胞系にも適用できることを示すために，膜タ
ンパク質の細胞表層での蛍光ラベル化を試みた（図
4-A）4）。具体的には膜タンパク質として，Gタンパク
質共役型受容体の 1つである，ブラジキニン B2 レセ

プター（B2R）を選び，その N末端に BCCPタグを
導入した融合タンパク質（BCCP-B2R）をヒト細胞
（HEK293）に発現させた。その後，蛍光色素で修飾
した BPLを作用させることにより，細胞表層でのラ
ベル化を行なった。フルオレセイン修飾 BPLを使用
してラベル化を行なった後，共焦点レーザー顕微鏡で
細胞を観察した結果を図 5-Aに示す。細胞の輪郭か
ら明瞭な蛍光が観察でき，期待通り細胞の表層でラ
ベル化が起こっていることが確認できた。また同様
に DyLight549 修飾 BPLを使用して蛍光ラベル化を行
なった結果を図 5-Bに示した。
　BPLでラベル化した B2Rがその生理活性を維持し
ているかどうか確認するために，アゴニストの添加に
伴うインターナリゼーションの観察を行なった。具体
的には，HEK293 細胞に BCCP-B2Rを発現させた後，
DyLight549 修飾 BPLで蛍光ラベル化を行ない，その
後，アゴニストであるブラジキニンを細胞に添加し，
蛍光像の経時変化を追跡した（図 5-C）。その結果，
時間と共にエンドサイトーシスに伴うレセプターの細
胞内部への取り込みが観察できた。したがって，ビオ
チン化反応でラベル化した B2Rはそのリガンドに対
する結合活性及び細胞内への移動能を維持しているこ
とが確認できた。

図 4 S. tokodaiiビオチン化反応を利用した膜タンパク質の
蛍光ラベル化

 A）細胞表層での蛍光ラベル化，B）細胞内での蛍光
ラベル化

図 5 細胞表層での蛍光イメージング
 A）フルオレセイン修飾 BPLを用いたイメージング

（左：蛍光像，右：微分干渉像），B）DyLight549 修飾
BPLを用いたイメージング（左：蛍光像，右：微分
干渉像），C）ブラジキニン添加に伴うインターナリ
ゼーション（上段：蛍光像，下段：微分干渉像）

図 6 細胞内部での蛍光イメージング
 A）B2R-BCCPと GFP-BPLを共発現させた細胞（左：

蛍光像，右：微分干渉像），B）BCCPタグを有してい
ない B2Rと GFP-BPLを共発現させた細胞（（i）：蛍
光像（green channel），（ii）：蛍光像（red channel），（iii）：
（i）と（ii）を重ね合わせた画像，（iv）：微分干渉像）
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細胞内部での膜タンパク質の蛍光イメージング
　次にビオチン化反応を利用した細胞内部での蛍光
ラベル化システムの構築を行なった（図 4-B）4）。具体
的には，蛍光プローブとして GFPと BPLの融合タン
パク質（GFP-BPL）を利用し，それを細胞内で標的
タンパク質と共に表発現させることにより，蛍光ラベ
ル化を行なった。ここでは標的タンパク質として同じ
く B2Rを選び，その C末端側に BCCPタグを導入し
た融合タンパク質（B2R-BCCP）を HEK293 細胞に発
現させた。実際に B2R-BCCPと GFP-BPLを細胞内に
共発現させた細胞について，共焦点レーザー顕微鏡で
観察したところ，GFPに由来する明瞭な蛍光が細胞
の輪郭から観察できた（図 6-A）。一方でコントロー
ルとして BCCPタグを有していない B2Rを GFP-BPL
と共発現させた場合には，GFPに由来する蛍光は細
胞全体から観察された（図 6-B-（i））。また，これら
の細胞に B2Rが発現していることは，ローダミンで
ラベル化した B2Rのアンタゴニストで蛍光染色する
ことによって確認ができた（図 6-B-（ii）（iii））。これ
らの結果より，細胞内部でも BPLと Holo BCCP間の
会合を通じて，蛍光ラベル化できることがわかった。

おわりに
　本稿では特異なビオチン化反応を利用したタンパク
質の蛍光ラベル化法の開発について紹介した。本手法
では BCCPを連結した標的タンパク質に，蛍光団を
有する BPLを作用させることにより生細胞での蛍光
イメージングが可能である。このようなタグと蛍光プ
ローブを組み合わせた翻訳後ラベル化反応としては，
これまでに様々な種類のものが提案されているが，本
手法はいつくかの特徴を有している。まず 1つとして
タグと蛍光プローブ間の結合特異性が高い点が挙げ
られる。本系では Holo BCCPと BPL間の高い結合親
和性を利用しているが，この高い結合親和性は，BPL
と BCCP間及び，BPLとビオチン間の協同的な相互
作用に基づいている。したがって既存の，アミノ酸残
基間の相互作用のみに基づいた系や，アミノ酸残基と
低分子の相互作用のみに基づいた系よりもその結合特
異性は高いものと考えられる。また他の特徴として，
タグとして利用する BCCPが，蛍光プローブと標的
タンパク質間で剛直なスペーサーとして働き，両者の
間での立体障害が回避できるという点が挙げられる。
これは BCCPが 69 残基から構成されるコンパクトな
タンパク質であり，またその両末端が共に BPLとの
会合面と反対に位置していることに由来している（図
2）。一方で，蛍光プローブとして GFP-BPLを利用す
る系では，通常の翻訳後ラベル化反応とは異なり，そ
のラベル化反応が，DNAトランスフェクションだけ
で完了するため，操作が非常に簡便であるという特徴
を有している。
　今後本ラベル化系を利用して，機能がまだよく解明
されていないレセプター等を対象として解析を行なっ
ていきたいと考えている。最後に，今回このような執
筆の機会を与えて下さった，九州工業大学の坂本寛先
生に感謝申し上げます。
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タンパク質・ペプチドの配列解析用
ツールとしてのマイクロ化学デバイス

1．はじめに
　タンパク質の配列解析は，エ
ドマン法から質量分析に主役が
移って久しい。特に，プロテオ
ミクス解析においては，質量分
析は欠かせないツールとなって
いる。質量分析装置の性能が向
上するにつれ，微量のサンプル
でのハイスループットな測定が
容易となってきているが，そのサンプルの前処理に精
製，酵素消化，分離など，何段階もの労力を要する操
作が必要という問題がある。マイクロ化学デバイスは
微量サンプルのハンドリングに優れ，複数の単位操作
を集約でき，なおかつパラレル処理も可能であること
から，プロテオミクスの前処理デバイスとしての開発
が進められている。マイクロ化学デバイスを用いたこ
れらの取り組み全般に関しては総説をご参照いただく
として［1］，本稿では，酵素消化の段階を取り上げ，我々
が開発してきた酵素固定化マイクロ化学デバイス技術
をタンパク質の配列決定へ応用した例を中心に紹介し
たい。

2 ．マイクロ化学デバイスを用いるタンパク質・ペ
プチドの酵素消化反応

　効率的な酵素消化は，プロテオミクスではタンパク
質配列決定のための重要な反応である。ゲル中での消
化（in-gel digestion）や溶液反応での消化が多用され
ているが，in-gel digestionは自動化が容易でないため，
専ら溶液反応の自動化が行われている。溶液反応では，
溶液状態の酵素を用いた場合には酵素の自己消化反応
の問題があるため，希薄な酵素溶液を用いる必要があ
る。このため，長時間反応が必要となるが，条件によっ
ては非特異的な反応や脱アミド化反応が生じる。固相
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担体に酵素を担持して反応を行えば，自己消化の問題
は改善されるが，酵素分子の自由度が制限されるため，
接触効率が悪くなる。これらを解決するため，マイク
ロ化学デバイスの流路内に酵素を固定化して反応を行
うデバイスが用いられている。マイクロ流路は，一般
にマクロスケールの反応と比べて，溶質分子の拡散距
離が短く，また単位体積の反応溶液に対して器材等の
表面積が大きい特長がある。このため，固定化酵素を
用いた反応でも短時間で効率よく反応を行うことが理
論的には可能となる。また，連続流通式の反応となる
ため，溶液状態よりも多量の酵素を反応に用いること
が可能となるため，反応時間の短縮も期待できる。こ
れらの特長を生かす目的で，プロテオミクス用に限ら
ず，様々な酵素反応用のマイクロ化学デバイスが開発
されている［2］。しかし，これらマイクロ化学デバイ
スを用いた場合でも，いかに加水分解の効率を上げる
かがいまだに課題として残っている。この課題を克服
するため，反応溶液に有機溶媒等の変性剤を添加する
［3］，あるいは反応液を加熱する［4］などの方法が試
みられているが，これらの場合は酵素の安定性が問題
となる。このため，酵素の安定性を高めるマイクロ化
学デバイスへの固定化方法の開発が望まれる。
　我々は，酵素分子をパラホルムアルデヒドとグルタ
ルアルデヒドの混合溶液で処理することにより，酵
素分子間を架橋して凝集させ，これを流路の表面に
チューブ状に成形する固定化方法を開発した［5］。こ
の方法は単に別々の導入孔から酵素溶液とアルデヒド
溶液を流路に流通させるだけで固定化できるシンプル
な固定化方法である（図 1）。また，アミノ基を表面
に持たない酸性のタンパク質でも，予めポリリジンな
どのカチオン性ポリマーと混合することで，固定化可
能であり，汎用性の高い固定化方法である［6］。この
方法で酵素を固定化したマイクロ化学デバイスでは，
酵素分子の有機溶媒や変性剤に対する安定性が向上す
る。この特長は上述のタンパク質配列解析に有用と考
えられたので，我々は作製したマイクロ化学デバイス
を用いてタンパク質加水分解反応を行った［7，8］。ま
ず，トリプシンを固定化したマイクロ化学デバイス
を用いて BSA（582 残基）とチトクロム C（104 残
基）の加水分解反応を行った。反応生成物を質量分析
にかけ，スペクトルを解析した結果，滞留（反応）時
間 5．2 分の反応で，マクロスケールの溶液で 15 時間

反応させた場合よりも高い配列の同定率（8→ 12 ％，
29 → 47 ％）を得た。キモトリプシンを固定化したマ
イクロ化学デバイスでは，5．2分の滞留時間で反応さ
せた場合，全く加水分解を受けなかったが，マクロス
ケールの反応では 46 ％の配列同定率を得た。キモト
リプシンは疎水性残基に基質特異性を持つため，マク
ロスケールの長時間反応では部分的な変性が生じて酵
素消化を受けたが，マイクロ化学デバイスの反応時間
では全く変性していないため消化されていないと考え
られた。そこで，反応液に 3Mの塩酸グアニジンを添
加してマイクロ化学デバイスでの反応を行った。その
結果，高い配列同定率（62 ％）を得た。
　次に，配列同定率を向上させるため，マイクロ化学
デバイスの特長を生かし，異なる酵素を固定化したマ
イクロ化学デバイスを連結して連続反応を行う，いわ
ゆるタンデムリアクタを作製し，配列同定率が向上す
るかどうかを検討した［9］。モデルとしてβ-カゼイ
ンの加水分解反応を行ったところ，マクロスケールで
は 18 時間で 45 ％，トリプシン・キモトリプシン固
定化マイクロ化学デバイス単独ではそれぞれ 14 ％・
57 ％であったのに比べ，キモトリプシン－トリプシ
ンのタンデムリアクタでは総滞留時間 21 分で，70 ％
の配列を同定することができた。
　このように我々の開発した方法で作製した酵素固定
化マイクロ化学デバイスを用いることで，短時間で効
率の良い加水分解反応を行うことが可能であった。そ
こで，次のステップとして，酵素固定化マイクロ化学
デバイスをより複雑なタンパク質配列解析へ応用して
みた。

3 ．タンパク質内のジスルフィド結合様式の解析
　ご承知の通り，タンパク質中のジスルフィド結合は，
折りたたみ後のタンパク質の立体構造を安定させ，活
性を維持するのに重要である。ジスルフィド結合の欠
損や組違いは，タンパク質のミスフォールディングな
どにつながるため，その解析方法の確立が望まれるが，
これまでに報告されている方法は，齋藤らの 18O-標
識を用いた in-gel digestion法など［10］，いくつかの
報告しか無い。一般に直接ジスルフィド結合のかかっ
たタンパク質を酵素消化する場合，その構造が強固な
ため，加水分解されにくい。このようなタンパク質を
加水分解するためには，加熱するもしくは変性剤を添
加する方法が考えられるが，前述の通り酵素の安定性
が問題となる。そこで我々の開発したマイクロ化学デ
バイスを用いれば，ジスルフィド結合がかかったまま
のタンパク質を効率よく加水分解できると考え，実験
を行った［11，12］。
　まず，ジスルフィド結合を 4 個有するリゾチーム
（128 残基）をモデルとして，トリプシンおよびキモ
トリプシン固定化マイクロ化学デバイスによる消化
反応を行った。サンプルの流量を一定とし（滞留時
間 22 分），30 ℃～ 50 ℃まで温度を変化させて反応を
行ったところ，温度が高くなるにつれ，加水分解反応
生成物の分子イオンピークが観測され，50 ℃ではジス
ルフィド結合がかかったペプチドフラグメントの分子
イオンピークも観測された（図 2）。その配列同定率
はトリプシンで 98 ％，キモトリプシンで 42 ％であり，図 1
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トリプシン固定化マイクロ化学デバイスの加水分解反
応生成物ではジスルフィド結合すべてを帰属すること
が可能であった。
　次に，ジスルフィド結合を 17 個有する BSAの解析
を行った。マクロスケールの反応（溶液，37 ℃，一晩
反応）では 26 ％の配列同定率で，6個のジスルフィド
結合を同定できた。マイクロ化学デバイスでは，滞留
時間 22 分，50 ℃で加水分解反応を行い，生成物の質
量分析を行った。その結果，17 個中 10 個のジスルフィ
ド結合したペプチドフラグメントの分子イオンピーク
を観測することができ，その配列同定率は 37 ％であっ
た。このことからも我々のマイクロ化学デバイスを用
いることにより，高い配列同定率のみならず，短時間
で効率よくジスルフィド結合を決定することが可能で
あった。また，50 ℃で使用したマイクロ化学デバイス
の酵素活性を測定したところ，使用前と同等の活性を
有し，またタンパク質の加水分解も同等の効率で行う
ことができた。このことからマイクロ化学デバイスを
用いて連続で繰り返し加水分解反応を行うことができ
ると考えられ，ハイスループットな解析への応用の可
能性も示された。

4 ．タンデムリアクタによる翻訳後修飾の解析
　タンパク質のリン酸化や糖鎖付加などの翻訳後修飾
は，その機能発現に重要な役割を担っている。プロテ
オミクスにおいて，この翻訳後修飾を解析することは
重要な技術である。従来はリン酸化ペプチドフラグメ
ントをキレート樹脂等にいったん固定化して回収し，
これを同定する方法が用いられていた［13］。しかし
ながら操作が煩雑であることと，樹脂からの回収率の
問題があるため，簡便な分析方法の開発が望まれる。
我々は，マイクロ化学デバイスの特長である機能集積
化の容易さを利用し，プロテアーゼと翻訳後修飾部位
を同定するための酵素（たとえばリン酸化の場合，ホ
スファターゼ）のタンデムリアクタを用い，この加水
分解物とプロテアーゼ固定化マイクロ化学デバイスの
加水分解生成物を比較すれば，翻訳後修飾の解析が容
易になると考えた（図 3）。モデルとしてβ-カゼイン
のリン酸化部位の同定を行うこととし，プロテアーゼ
のみのデバイスで得た加水分解物と，タンデムリアク

タで得た加水分解物を HPLCおよび質量分析で比較
したところ，ホスファターゼ処理により HPLCクロ
マトグラム中の 2つのピークが消失し，質量分析でそ
れぞれリン酸化ペプチド（pSpSpSEEpSITRINKKIEKF
と QpSEEQQQTEDEL）であることがわかった［9，
14］。このようにタンデムリアクタを用いれば翻訳後
修飾の解析も短時間で容易に可能になる。

5 ．おわりに
　以上，本稿では加水分解反応に焦点を当ててマイク
ロ化学デバイスの紹介を行った。我々の開発したマイ
クロ化学デバイスを用いることにより，従来は数日か
かっていたタンパク質配列解析が，最短 1～ 2 時間で
加水分解から質量分析までを行うことが可能となっ
た。また，ジスルフィド結合様式や翻訳後修飾への応
用も可能な事を示すことができた。マイクロ化学デバ
イスの研究自体はキャピラリー電気泳動やクロマトグ
ラフィーの微細化から派生した物であるため，これら
を質量分析，特に ESIのインターフェイスとしてオン
ラインで用いる研究は先行しており，すでに市販され
ている物もある［1］。また，マイクロ化学デバイスの
特長である機能集積化の容易さを生かすことにより，
分離・精製部と加水分解部を集積化した質量分析用の
インターフェイス開発も進められている。我々も本稿
で述べた独自の加水分解反応技術を切り口にして，機
能集積化デバイスを開発して質量分析のインターフェ
イス化を進め，プロテオミクス解析の簡略化を目指し
ていきたい。

　最後に，本研究は産総研の以下の方々との共同研究
で行ったものである。この場を借りて感謝申し上げた
い。（敬称略）山口浩（現：東海大阿蘇教育セ），本田
健（現：山口大院医），前田英明。
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環状ジペプチド型微小管作用薬
Plinabulin の結合様式解析研究

1．はじめに
　Plinabulin （1，NPI-2358/KPU-
2） は，Aspergillus ustusから単離
された天然化合物 （－）-フェニ
ラヒスチン1） をリード化合物と
して当研究室の林らによって開
発されたジケトピペラジン型の
微小管作用薬であり，強力な殺
細胞活性 （IC50=15 nM，HT-29 
cells） を示す 2）（図 1）。微小管作用薬といえば，コル
ヒチン，ビンカアルカロイド，タキサンなどの低分子
化合物が古くから知られているが，その中でも，ビン
カアルカロイドやタキサンは，抗がん剤として既に臨
床で使用されており，患者の生存期間改善など癌治療
に大きく貢献してきた。我々が開発した plinabulinは，
そのような既存の微小管作用薬とは作用が少し異なっ
ており，腫瘍部位へ誘導・新生される未熟な血管内皮
細胞に選択的に障害を与えて固形がん組織の壊死を引
き起こす新しいクラスの抗がん剤「腫瘍部新生血管障
害剤 （Vascular Disrupting Agent，VDA）」としての作
用も有することが明らかとなった 2）。この作用が評価
され，現在，抗がん剤の医薬品候補化合物として米国
を含む 5カ国で第 2相臨床試験が進行中である。この
plinabulinは，細胞骨格のひとつである微小管に直接作
用し，微小管の脱重合を引き起こすことで VDAの作用

を発揮することが分かっている。微小管は ,β -チュー
ブリンのヘテロダイマーが重合した生体高分子である
が，plinabulinの  およびβチューブリンに対する分
子レベルでの結合様式は明らかになっていない。我々
は，plinabulinの結合様式を分子レベルで解明すること
は，理論に基づいた創薬研究および臨床応用の観点か
ら重要であると考え，光親和性標識という化学的手法
を利用して結合様式を解析することにした。

2 ．光親和性ビオチン化誘導体の設計と合成
　光親和性標識実験のスタートは，対象となる生理活
性化合物の「光親和性誘導体（ケミカルプローブ）」
を合成することである。ケミカルプローブの条件とし
ては，①光反応基を有すること，②光反応進行の検出
タグを有すること，③本来の化合物が有する活性を有
していることが必要である。我々は，光反応基として
は光親和性標識でよく利用されているベンゾフェノン
を，検出ダグにはビオチン構造 3）を選び，ケミカル
プローブとして光親和性ビオチン化誘導体の合成を行
うことにした。
　まず，我々が長年行ってきた plinabulinの構造活性
相関研究の結果に基づき，plinabulinのベンジリデン
のメタ位にベンゾイル基を導入することでベンゾフェ
ノン構造を構築した誘導体 KPU-244（2，図 1）を合
成し，活性を評価したところ，誘導体 2は強力な殺細
胞活性を示した （IC50= 4 nM，HT-29 cells）。このよう
に，活性の低下を伴うことなく光反応基を導入するこ
とに成功したので，誘導体 2を基本構造として，次に，
ケミカルプローブとなる数種類のビオチン化誘導体を
開発することにした。すなわち，ケミカルプローブと
して，誘導体 2のベンゾフェノン 4 位にビオチン構
造を導入した KPU-244-B2（3）と，そのビオチンリン
カーを長くした KPU-244-B3（4），さらに，ベンゾフェ
ノンと反対側の位置にあるオキサゾール環上の tert-
ブチル基にビオチン構造を導入した KPU-252-B1（5）
の複数の光親和性ビオチン化誘導体を設計し，これら
の誘導体を合成した（図 1）。

3 ．光親和性ビオチン化誘導体の活性評価
　次に，合成した誘導体の生物活性を評価するために，
チューブリン結合アッセイおよび in vitro殺細胞活性
評価を行った。その結果，各誘導体は親化合物である
plinabulinよりも活性が減弱したものの，本来の化合
物が有する活性を維持できていることが示唆された。
このことから，合成した誘導体はケミカルプローブと
して機能できることが期待されたので，続いて，チュー
ブリン光親和性標識実験を行うことにした。

4 ．チューブリン光親和性標識
　合成したプローブを用いてチューブリン光親和性標
識実験を行った。精製したチューブリンと各プローブ
をMESバッファー中で 37 ℃でインキュベートした
後，365 nmの UVを照射し，光標識を行った。光標識
の進行は，ストレプトアビジン -HRPを用いたウエス
タンブロッティングで確認した。その結果，全てのプ
ローブ（3-5）において光照射時間依存的な光標識が
検出された（図 2 A）。また，興味深いことに，プロー

券
献
献
献
献
鹸

兼
献
献
献
献
験

山崎　有理



12

ブ 3とプローブ 4を用いたときの光標識の検出結果
を比べてみると，長鎖ビオチンリンカーを有するプ
ローブ 4を用いた実験では，リンカーの短いプローブ
3のときの不鮮明な検出結果とは異なり，光標識され
たチューブリンが 2本のバンドとして検出された。検
出された解像度の違いは，おそらく，ウエスタンブロッ
トにおいて，リンカーを伸長したことによりビオチン -ア
ビジン結合に基づく検出がよりされやすくなったた
めと考えている。これらの 2本のバンドについては，
イムノブロット解析の結果から，上方のバンドは -

チューブリン，下方のバンドはβ-チューブリンであ
ることが示唆され，このことからプローブ 4は  ,β・
両方のチューブリンサブユニットを光標識したことが
考えられた（図 2B）。
　また，観察された光標識の特異性を検討すべく，
plinabulinまたはコルヒチンを competitorに用いて競
合実験を行った。その結果，プローブ 3-5による光
標識は，plinabulinあるいはコルヒチンと濃度依存的
に競合した。一方，コントロールとして用いたビオチ
ンとは競合しなかった（図 2C）。以上の結果から，① 
合成したプローブはいずれも plinabulinの結合部位探
索のための有用なプローブとして機能し，②それらは
チューブリン上のコルヒチン結合部位周辺の，③ ，
β-両方のチューブリンサブユニットを光標識してい
ることも示された。また，④ビオチン構造をベンゾ
フェノン側に導入してもオキサゾール側に導入しても
プローブは同じ様式でチューブリンを光標識したこと
が示唆された。③，④の結果から，プローブは  ,β-
チューブリン境界面の分子表面近くを認識しているこ
とが考えられた。
　さらに，光親和性標識実験で得られた①から④の
結果をもとに plinabulin誘導体のコルヒチン結合部位
周辺における結合様式を分子レベルで考察するため，
カ ナ ダ CCG社 製Molecular Operating Environment 
modeling package （MOE 2008. 10, Chemical Computing 
Group, Inc., Montreal, Canada） を用いて，チューブリ
ンと plinabulin誘導体のドッキングスタディを行っ

た。その結果，plinabulin誘導体は，コルヒチン結合
部位全体を認識しているのではなく，tert-ブチル基部
分のみがコルヒチン結合部位を占めた状態で，より分
子表面に近い  ,β-チューブリンサブユニット境界面
に作用していることが示唆された 4–6）（図 3）。

5 ．おわりに
　以上のように，ビオチンリンカーの長さあるいは
導入部位の異なる複数のケミカルプローブを設計・
合成し，それらを用いて光親和性標識実験を行い， 
plinabulinの作用メカニズムを考察した。その結果，
plinabulinやその誘導体はコルヒチン結合部位全体を
認識しているのではなく，コルヒチン結合部位周辺の
 ,β-チューブリンサブユニット境界面に作用するこ

図 1　Plinabulin（1），KPU-244（2）と，光親和性ビオチン化誘導体（3–5）の構造．

図 2 ケミカルプローブ 3，4によるチューブリン光親和性
標識の検出結果．（A）光照射時間依存的な光標識，（B）
プローブ 3と 4による光標識の比較，（C）Plinabulin
またはコルヒチンとの競合実験．
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とで，微小管の脱重合を導いていることが示唆された。
本研究は，これまで未着手であったジケトピペラジン
型微小管作用薬の作用メカニズム解析の一戦略と，作
用様式に関する新たな知見を提供するものである。し
かし，結合様式をより詳細に，正確に解析するために
は，質量分析などにより光標識されたアミノ酸残基を
同定する作業が必要である。これまで光標識されたア
ミノ酸残基（フラグメント）の同定を行うべく，様々
な方法を試みたが，期待する結果はまだ得られていな
い。本手法で，何とか光標識部位をより詳細に明らか
にできないかと，試行錯誤を重ねている。
　最後になりましたが，この度は PNJでの研究紹介
の機会を頂き，ありがとうございました。本研究は，
東京薬科大学薬学部　林良雄教授，京都薬科大学　木
曽良明教授（現　長浜バイオ大学客員教授）を始めと
する多くの先生方のご指導とご協力を得て実施したも
のです。お世話になった皆様に心から感謝を申し上げ
ます。
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やまざき　ゆり
東京薬科大学薬学部　薬品化学教室

yuyama@toyaku.ac.jp

第 48回ペプチド討論会

会　期　平成 23 年 9 月 27 日（火）～ 29 日（木）
会　場　札幌コンベンションセンター
　　　　（札幌市白石区東札幌 6条 1丁目 1-1）
ホームページ　http://www.ec-pro.co.jp/48jps/index.htm
主　催　日本ペプチド学会
共　催　日本化学会，日本生化学会，日本薬学会，
　　　　日本農芸化学会
発表申込・アブストラクト受付期間
　　　　 6月 1日（水）～ 7月 29 日（金）
　　　　（発表申込とアブストラクトの締切は同日です）
受諾通知　 8月 20 日頃（E-mailにて通知予定）
討論主題
　　 1）アミノ酸およびペプチドの化学
　　 2）生理活性ペプチドの単離・構造決定および合成
　　 3）ペプチド合成の新規な戦略と方法論
　　 4）ペプチドの構造 -機能相関
　　 5）ペプチドの医学 ･薬学的研究
　　 6）ペプチドインフォマテイクス
　　 7） ペプチドに関連したケミカルバイオロジー
　　 8）ペプチドの構造解析
　　 9）ペプチドのバイオマテリアルへの応用
　  10）その他広くペプチド科学に関する研究
発表形式
　　 1） 口頭発表：日本語または英語による一般講演
　　 2）ポスター発表：英語
発表申込方法
第 48 回ペプチド討論会の上記 HPより「発表申
込およびアブストラクト登録」フォームに情報を
入力後，アブストラクトを郵送してください。詳
細は HPを参照してください。

参加登録　事前参加登録締切　 8月 19 日（金）
　　一般（含プロシーディング）：
　　　　 （ペプチド学会員・共催学会員）6，000 円，
　　　　 （非会員）10，000 円
　　学生（プロシーディング無し）：
　　　　 （ペプチド学会員・共催学会員）3，000 円，　
　　　　 （非会員）5，000 円
　（注）8月 20 日以降は当日登録となり，一般会員で，
　　　 2，000 円，学生会員で 1，000 円高くなります。
懇親会
　　 9月 28 日（水）札幌コンベンションセンター

図 3 光親和性標識実験の結果に基づいたチューブリンと誘
導体 2とのドッキングスタディ．
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札幌市時計台

48JPSポスター

札幌コンベンションセンター

クラーク博士像

旧北海道庁（赤レンガ）

大倉山スキージャンプ台

http://www.ec-pro.co.jp/48jpshttp://www.ec-pro.co.jp/48jps
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　　参加費：一般 8，000 円，学生 4，000 円
市民フォーラム
　　日時：平成 23 年 10 月 1 日（土）午後
　　場所：北海道大学学術交流会館
　　　　　（札幌市北区北 8条西 5丁目）
討論会世話人　坂口和靖
　　　　　　　（北海道大学大学院理学研究院）
問い合わせ・申込先
　　〒 060-0810 　札幌市北区北 10 条西 8丁目
　　　　　　　　 北海道大学大学院理学研究院
　　　　　　　　 化学部門　生物化学研究室
　　第 48 回ペプチド討論会実行委員会　坂口和靖
　　E-mail: 48jps@sci.hokudai.ac.jp
　　Tel: 011-706-2698 　　Fax: 011-706-4683

第 16回日本病態プロテアーゼ学会学術集会

一般演題募集中
演題応募〆切　平成 23 年 5 月 30 日（月）
応募案内　　　http://jspp.kenkyuukai.jp/
学術集会長：　木曽良明（長浜バイオ大学ペプチド科
　　　　　　　　　　　　学研究室 客員教授）
会　期：平成 23 年 8 月 26 日（金）・27 日（土）
会　場：千里ライフサイエンスセンター
　　　　（大阪，豊中市）

学会参加費：会員　 2，000 円
　　　　　　非会員 5，000 円　学生無料

本学会学術集会は日本ペプチド学会協賛のた
め，日本ペプチド学会員の参加費は会員扱い
です。

連絡先：〒 634-8522 橿原市四条町 840
　　　　奈良県立医科大学産婦人科学教室内
　　　　TEL：0744-29-8877
　　　　FAX：0744-23-6557
　　　　E-mail: cpipt@naramed-u.ac.jp

8月 26日（金） 11：50～開会式　12：00～講演会
◆ 特別講演「化学生態学とタンパク毒」
　上村大輔先生（神奈川大学理学部化学科 教授）

◆ 教育講演「日本人 2 型糖尿病において食後血糖上昇
の意味するところ」
　 武田　純 先生（岐阜大学大学院医学系研究科 内分
泌代謝病態学 教授）

◆ 基調講演「考える腸，働く膵島－臓器・細胞連関か
ら見直す，2型糖尿病の成り立ちとその対策」
　 難波光義 先生（兵庫医科大学内科学糖尿病科 主任
教授） 

◆ シンポジウム『糖尿病（2型）の新しい治療法とプ
ロテアーゼとその阻害剤』
　はじめにオーガナイザーより
　 永津俊治 先生；DPP-IV/CD26 の発見の歴史と糖尿
病薬創薬：serendipitous discovery
　池原征夫 先生；DPP-IV/CD26 の生化学分子生物学 

PEPTIDE NEWSLETTER JAPAN
編集・発行：日本ペプチド学会
〒 562-8686 箕面市稲 4-1-2
 ㈱千里インターナショナル内
編集委員
野水　基義（担当理事）
　（東京薬科大学薬学部）
　TEL・FAX 042-676-5662
　e-mail: nomizu@toyaku.ac.jp
坂本　　寛（九州工業大学大学院情報工学研究院）
　TEL 0948-29-7815，FAX 0948-29-7801
　e-mail: sakakan@bio.kyutech.ac.jp
玉村　啓和（東京医科歯科大学生体材料工学研究所）
　TEL 03-5280-8036，FAX 03-5280-8039
　e-mail: tamamura.mr@tmd.ac.jp
松島　綾美（九州大学大学院理学研究院）
　TEL 092-642-4353，FAX 092-642-2607
　e-mail: ayami@chem.kyushu-univ.jp
北條　裕信（東海大学工学部）
　TEL 0463-58-1211（代），FAX 0463-50-2075
　e-mail: hojo@keyaki.cc.u-tokai.ac.jp

（本号編集担当：坂本　寛）

●「インクレチンの生理作用」
山田祐一郎 先生（秋田大学大学院医学系研究科 内
分泌・代謝・老年内科学 教授）
●「DPP-IV阻害薬の心血管に対する作用」
綿田裕孝 先生（順天堂大学大学院医学系研究科 代
謝内分泌学 教授）
● 「DPP-IV阻害薬の糖尿病治療薬としての展望と問
題点」
寺内康夫 先生（横浜市立大学大学院医学研究科 分
子内分泌・糖尿病内科学 教授） 

◆一般ポスター講演 

8 月 27日（土） 9： 00～ 講演会 

◆ 会長講演 「ペプチド化学を基盤とする創薬科学研
究：難病克服をめざして」 
木曽良明 先生（長浜バイオ大学ペプチド科学研究
室 客員教授）

◆ワークショップ『ホットトピックス 2011』
オーガナイザー㈱カネボウ化粧品 執行役員 井上紳
太郎 先生
SBIアラプロモ㈱ 執行役員 CSO 中島元夫 先生

● 神谷直洋 先生（田辺三菱製薬㈱ 研究本部薬理第一
研究所 薬理第一部） 
●横山信治 先生（名古屋市立大学医学部生化学 教授）   
● 川畑篤史 先生（近畿大学薬学部病態薬理学研究室 
教授） 
●鈴木宏治 先生（鈴鹿医療科学大学薬学部 教授） 

◆“Young Investigator’s Award of JSPP 2011”選考結果
　発表


