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2018 年 2 月 22 日 
理化学研究所 

九州大学 

 

 

光親和性標識法の新たな分子ツール 

－疎水性が低くコンパクトな光反応性基－ 

 

要旨                                   

理化学研究所（理研）袖岡有機合成化学研究室の平井剛客員研究員（九州大学

大学院薬学研究院教授）、太田英介特別研究員（研究当時）、袖岡幹子主任研究員

（環境資源科学研究センター グループディレクター）らの共同研究グループ※

は、薬剤（生物活性分子）の結合タンパク質[1]同定手法の一つである「光親和性

標識法」に利用可能な新たな分子ツールとして、2-チエニル置換型α-ケトアミ

ド構造[2]を開発しました。 

光親和性標識法は、生物活性分子の結合タンパク質同定に用いられるケミカ

ルバイオロジー研究には欠かせない手法の一つです。この手法では、光によって

結合タンパク質と共有結合を形成する「光反応性基」を用います。従来の光反応

性基は十分な反応性を発揮させるために、疎水性で嵩（かさ）高い構造が必要で

した。そのため、真の結合タンパク質以外のタンパク質とも非特異的に相互作用

し、共有結合を形成するという欠点がありました。しかし、この欠点を克服した

新たな光反応性基の開発はほとんど行われてきませんでした。 

今回、共同研究グループは、α-ケトアミド構造が光反応性基として機能する

と考え、α-ケトアミド構造を生物活性分子としてマンノース構造に連結した分

子ツールを作製し、タンパク質のコンカナバリン A[3]との光親和性標識実験を行

いました。その結果、チエニル基[4]を持つα-ケトアミド（2-チエニル置換型α

-ケトアミド構造）が良好な反応性を示し、光反応性基として十分機能すること

を見いだしました。この新しい光反応性基は、従来のものよりも疎水性が低くコ

ンパクトで、非特異的な結合が著しく抑制できることが分かりました。 

本成果は生理活性天然物や薬剤だけでなく、ペプチド、タンパク質、糖鎖、核

酸、脂質など幅広い分子群と結合タンパク質の相互作用の解析に利用可能な分

子ツールとして有望と考えられます。また、チエニル基の効果をさらに研究する

ことで、今後、より機能性の高い光反応性基の開発につながると期待できます。 
本研究は、米国の科学雑誌『ACS Chemical Biology』オンライン版（2 月 19 日

付け）に掲載されました。 
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    客員研究員  平井 剛 （ひらい ごう） 

   （環境資源科学研究センター 触媒・融合研究グループ 客員研究員、 

九州大学大学院 薬学研究院 創薬科学部門 教授、研究当時 専任研究員） 

   特別研究員（研究当時） 太田 英介（おおた えいすけ） 

   主任研究員  袖岡 幹子（そでおか みきこ） 

   （環境資源科学研究センター 触媒・融合研究グループ  

グループディレクター） 

 環境資源科学研究センター  

触媒・融合研究グループ 

   テクニカルスタッフ II 大沼 可奈（おおぬま かな） 

技術基盤部門 分子構造解析ユニット 

   ユニットリーダー  越野 広雪（こしの ひろゆき） 
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慶應義塾大学 理工学部 

   名誉教授      西山 繁 （にしやま しげる） 

 

１．背景                                   

 

光親和性標識法は、タンパク質などの生体分子と生物活性分子の相互作用解

析に以前から利用されている手法です。現在では、薬剤（生理活性分子）の結合

タンパク質の同定などを行うケミカルバイオロジー研究には欠かせない手法の

一つになっています。薬剤が相互作用するタンパク質を同定するためには、標的

ではないタンパク質がたくさん存在する状況で、結合タンパク質だけを見つけ

る必要があります。薬剤と結合タンパク質との相互作用は可逆的で捉えにくい

ため、光親和性標識法がよく用いられます。 

薬剤候補の生物活性分子が細胞内で結合するタンパク質を同定する場合、生

物活性分子に「光反応性基」を連結した光親和性標識法用の分子ツールを準備し

ます。分子ツールと細胞の抽出液を混合し、生物活性分子と結合タンパク質を相

互作用させ光（紫外線）を照射します。すると、光反応性基が光励起[5]され、反

応性活性種に変換されることで、近くにある「生物活性分子の結合タンパク質」

のアミノ酸残基と共有結合を形成します（図 1）。この共有結合した相手を解析

することで、結合タンパク質を同定することが可能です。光反応性基は相手を選

ばず、さまざまなアミノ酸残基と連結できるという特徴があります。 
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図 1 光親和性標識法の概略図 

生物活性分子の結合タンパク質同定法の一つである光親和性標識法では、通常、薬剤候補の生物活性分子

に「光反応性基」と検出用のタグ（蛍光性官能基やビオチンなど）を連結した分子ツールを準備する。これ

と細胞の抽出液を混合し、光を照射すると光反応性基とその近くにあるタンパク質との間で共有結合が形

成される。これによって、同定したいタンパク質が検出用タグと連結されることになる。 

 

これまで、光反応性基としてフェニルアジド、ジアジリン類、ベンゾフェノン

などが用いられてきました（図 2）。フェニルアジドやジアジリン類は、光照射

によって反応性活性種が不可逆的に発生し、これがタンパク質のアミノ酸残基

と反応し共有結合します。ただし、近くにアミノ酸残基が存在しない場合は、水

などと反応し活性を失います。一方、ベンゾフェノンは光励起された後、同様に

近くのアミノ酸残基と反応しますが、もし反応できなかった場合でも、元のベン

ゾフェノンに戻る性質があるため、繰り返し光で励起することが可能です。 

しかし、いずれの光反応性基も、その反応性を発揮するために比較的疎水性で

嵩（かさ）高い構造を持つため、非特異的にさまざまなタンパク質と相互作用し、

共有結合を形成してしまいます。場合によっては、真の結合タンパク質が、非特

異的に結合した多くのタンパク質に埋もれて、解析を難しくすることもありま

す。しかし、これらの欠点を克服した新しい光反応性基の開発はほとんど行われ

てきませんでした。 

 

 
 

図 2 代表的な光反応性基 

従来の光親和性標識実験では、光反応性基としてフェニルアジド、ジアジリン類、ベンゾフェノンが用い

られてきた。 
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２．研究手法と成果                              

 

共同研究グループは、ベンゾフェノンのように繰り返し光で励起することが

可能でありながら、従来よりも疎水性が低く、コンパクトな光反応性基の開発を

目指しました。そこで、タンパク質に損傷を与えない 350 ナノメートル（nm、

1nm は 10 億分の 1 メートル）以上の波長の紫外線で繰り返し励起でき、かつ比

較的コンパクトな官能基として、1,2-ジカルボニル構造に着目しました。 

しかし、カルボニル基は求電子性[6]が高く、水や求核性[6]アミノ酸と容易に反

応し、光励起されない水和体やヘミアセタールを形成する可能性が考えられま

した。そこで 1,2-ジカルボニル構造の中で最も求電子性が低いα-ケトアミド構

造が光反応性基に適用できるかを検討しました。これまでの研究結果からは、α

-ケトアミド構造は容易に光分解し、光反応性基として不向きだと予想されまし

たが、α-ケトアミド構造のケト基を変えれば分解が抑えられ、光反応性基とし

て利用できるのではないかと考えました。 

そこで、水中での水和体形成と光分解速度を評価するために、α-ケトアミド

構造を水溶性の高いマンノース（単糖の一種）構造と連結した分子ツールを合成

し反応性を検討しました。その結果、分子ツールの中で、チエニル基を持つα-

ケトアミド分子（2-チエニル置換型α-ケトアミド）は水和体を形成せず、光分

解速度も他の置換基を持つ分子ツールよりも著しく遅いことを見いだしました。

このことから、2-チエニル置換型α-ケトアミドは求電子性が低く、光安定性も

十分に高いことが分かりました。 

また、マンノース構造を認識するタンパク質のコンカナバリン A との光親和

性標識実験を検討すると、チエニル置換型分子ツールは他の分子ツールよりも

標識効率が優れていることを見いだしました。これは、α-ケトアミド構造が光

反応性基として利用できることを初めて示した重要な知見となります。 

さらに、従来利用されてきた芳香族アジド、芳香族ジアジリン、ベンゾフェノ

ンを同じマンノース構造と連結した分子ツールを調整し、その特性を比較しま

した。その結果、標識効率だけでなく、他のタンパク質が共存した際の標識選択

性も、2-チエニル置換型α-ケトアミドが、最も優れていることを見いだしまし

た（図 3）。マンノース-コンカナバリン A の相互作用は、解離定数[7]10-3 M 程度

でありながら、2-チエニル置換型α-ケトアミドが高い選択性でコンカナバリン

A を標識している事実は、今回開発した光反応性基の有効性を示しています。 
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図 3 新たに開発した光反応性基：チエニル基置換型α-ケトアミド 

α-ケトアミド構造（緑）を光反応性基として利用できるかを検討した。マンノース（単糖の一種）にα-

ケトアミドを連結した分子ツールを調製し、求電子性、光反応性、光親和性標識効率、標識選択性を評価

したところ、2-チエニル基置換型α-ケトアミドが良好な反応性を示すことが分かった。 
 

３．今後の期待                                

 
今回開発した光反応性基は、従来のものと比べて疎水性が低くコンパクトな

ため、生物活性物質の天然物や薬剤だけでなく、ペプチド、タンパク質、糖鎖、

核酸、脂質など、幅広い分子群と結合タンパク質の相互作用解析に利用可能な分

子ツールとして有望と考えられます。 

また、チエニル基の効果をさらに研究することで、今後、より機能性の高い光

反応性基の開発につながると期待できます。 
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５．補足説明                                 

 

[1] 結合タンパク質 

α-ケトアミド

通常短寿命であるが、チエニル基の
場合は分解が遅いことを見出した

光照射

近傍の炭素-水素結合

共有結合形成

マン
ノース

結合タンパク質

マン
ノース

結合タンパク質

励起状態

チエニル基 チエニル基の場合は
共有結合形成効率が高い

コンパクトで非疎水性の
“光反応性基”
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薬や毒など、生体に何らかの影響を与える分子がその機能を発揮するために生体内で

相互作用するタンパク質のこと。 

 

[2] α-ケトアミド構造 

アミドのカルボニル基側に、もう一つカルボニル基（ケト基）を持つ構造のこと。 

 

[3] コンカナバリン A 

糖構造に結合できるタンパク質（レクチン）の 1 種。マンノースとグルコース構造に

結合する。 

 

[4] チエニル基 

チオフェンが置換基となっていることを指す言葉。 

 

[5] 光励起 
分子にある特定の波長の光が照射されたとき、分子中の電子状態が変化して高エネル

ギー状態（反応性の高い状態、励起状態）になること。 

 

[6] 求電子性、求核性 
化学反応は、電子を受け入れやすい分子と、電子を与えやすい分子の間で起こること

が多い。電子を受け入れる性質を求電子性、電子を与える性質を求核性という。 

 

[7] 解離定数 
タンパク質に結合した分子（リガンド）が、タンパク質から離れるときに、どの程度

離れやすいかを示す（平衡）定数のこと。濃度の単位（M、モーラー）で示され、数

字が小さい時に、リガンドがタンパク質から離れにくい、すなわちリガンドがタンパ

ク質と強固に結合することを意味する。一般的に、nM 単位（10-9～10-7M）の解離定

数の場合、そのリガンドはタンパク質と強固に結合すると認識される。 
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