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創薬研究において薬物標的を探索・同定することは命題の一つとなっている。その解析法として近年発展・開発され

てきた一つがケミカルバイオロジーを用いた手法である。その中でも光アフィ二ティーラベル法（PAL）はその汎用性か

ら多様な手法が開発されてきた。特に質量分析を用いたプロテオミクス手法とは相性が良く，著者らはこれらを組み合わ

せた光ケミカルプロテオミクス法 （PCP）を開発し，迅速で簡便な薬物標的同定に成功した。本稿では，これまでの研究

において開発に成功した光反応基ジアジリンを組み込んだ発蛍光性ユニットを軸に本手法の最新の研究を紹介する。
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1．はじめに

薬物を含む生物活性小分子の多くは生体内に存在する

標的受容体や酵素の特定部位に結合することでその活性

を発現し，生命における複雑な活動を制御している。こ

の個々の小分子が解明されていく一方で，各小分子が認

識する標的受容体や酵素の同定は未だ多くの未知を抱え

ており，これらが織りなす複雑な生体機能ネットワークを

解析することがケミカルバイオロジー研究の主要課題と

なっている 1）， 2）， 3）。この課題解決にむけた汎用的解析法

の一つにアフィニティーラベル法がある 4）， 5）。本手法は，

リガンド分子の親和性を利用して架橋反応基を標的分子

に接近，共有結合でタグ付けすることでそれを指標にし

て SDS-PAGEや LC-MSなどの質量分析により解析して

いく。特に架橋反応基として光反応基を選択し，光照射

で発生する高反応性活性種によるクロスリンクを起こす光

アフィニティーラベル法（PAL）は，活性エステルを代

表とする化学反応基に比べて非特異的なラベル反応を抑

えることが特徴である 6）， 7）。また，結合部位近傍にタグ

が存在するため，ラベル部位配列を同定することで標的

分子の結合標的を同定するいわゆるプロテオミクス

（photo-affinity labeled chemical proteomics : PCP）や，そ

の標的の結合ドメイン構造情報を得ることも可能である 

（Figure 1） 4）。この結合部位ドメインの解析はより実際の

系，すなわち細胞内環境下に近い形で解析を行えるため，

結晶構造解析や NMR解析との解析結果と照合していく

ことでより詳細な生体分子相互作用を解き明かすことが

できる 8）。最終的に，本手法により薬物標的を同定する

だけでなく，結合情報を基にした in silicoによる創薬研

究を加速させる基盤情報を与え，合理的で迅速なドラッ

グデザインが可能となると考えられる 9）。

2．光アフィニティーラベル法の発展

PAL法は，その標的結合小分子に光反応基を導入し

たプローブを作成し，それを in situで適用させていく。こ

の光反応基については，現在主にフェニルアジド・ベン

ゾフェノン・ジアジリンの 3種類が多用されている。ア

リールアジドであり，これはリガンド分子のプローブ合成

が容易なことと，構造が小さいことによる 10）， 11）。しかし，

チオールなどの還元条件下で不安定であり，その活性種

である一重項ニトレンは副反応として環拡大反応を起こし

て失活する。また，Ｎ原子によるクロスリンクでは，形成

した結合が化学的に不安定であることがあり，解析が困

難になる場合が多い 11）， 12）。ベンゾフェノンは光照射によ

り，励起三重項カルボニル基が反応活性種として近傍の

水素原子を引き抜くことでラジカルを生成しクロスリンク

する 13）。この時，反応相手がいない励起状態では基底

状態に戻るという特徴がある。しかし，反応相手として特

定残基との反応が主であることから，リガンド結合部位で

Figure 1．PAL 法を用いたラベル産物の解析スキーム
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はない非特異的なラベルの増加が懸念される。また，ア

リールアジドやジアジリンに比べて光照射時間が比較的

長いこと，そして他 2つに比べてその構造が大きいため，

プローブのアフィニティーの低下が懸念される。一方，

1980年に Brunnerらにより開発されたトリフルオロメチル

フェニルジアジリン基は通常の合成条件で安定であり，光

照射により生じた一重項カルベンは極めて短寿命で，反

応相手を選ばず極近傍の分子と反応する 14）。カルベンは

水や緩衝液成分とも反応するため，結合ドメインにない

プローブはそのまま失活することから，ラベルの特異性

は非常に高い。さらに，一重項フェニルカルベンはニトレ

ンに比べて環拡大反応の活性エネルギーが非常に高く，

通常条件下では起こりにくい上に，主な副生成物であるジ

アゾ誘導体の反応性はトリフルオロ基により低下している。

炭素原子によるクロスリンクも安定であることから，リガン

ド結合状態の解析には有効である。また，フェニル基の

誘導体化法も開発されプローブ化が容易になった 5）， 15）。

これらの光反応基は，光照射条件の差異や用途・プロー

ブの合成戦略から使い分けられているが，迅速な反応性

と特異性を併せ持つ光反応基ジアジリンはその中でも扱

いやすさから選択されやすい 7）， 15）， 16）。また，合成中の安

定性を利用した，後の標的およびその結合部位同定を迅

速化・容易化することが可能となるタグを導入する多機能

化戦略を狙ったユニークなプローブが開発された 17）， 18）， 19）。

例としては，代表的な検出タグとしてビオチンや RIを光

反応基と共に導入したプローブである（Figure 2a, b） 17）， 18）。

特に，タグとしてビオチン基を導入することでアビジン -

ビオチン系を利用した化学発光検出のみならず，ラベル

化標的のみの釣り上げ精製システムを構成し，迅速な標

的同定を可能とした 18）， 19）。

この手法以外にも，ポストラベルでの精製を指向した，

リガンドとなるATPを利用したキレート精製機構を組み

込んだ手法 20）やトリフルオロフェニルジアジリンのフル

オロ基を利用したパーフルオロカラムを用いた LC精製

法 21）などの様々な解析の容易化を主眼とした様々な手

法が開発されてきた。しかしながら，高純度の精製法を

駆使しても極微量なラベル化標的を解析するためには，

非特異的に溶出してくるタンパク質や小分子などの混入

してくる夾雑物との差別化が必須であり，その精製条件

の精査や様々な条件下での反復的実験が不可欠であった。

そこで，より一層の精製効率と再現性の高精度化を目指

し，アビジン -ビオチンシステムを基にラベル産物精製

において，容易な切断機構を持ち合わせたプローブが開

発された（Figure 2c） 19）。このように多種多様なタグや機

構を組み合わせたプローブが開発される一方，その構造

の肥大化により本来の結合小分子の構造からプローブ構

Figure 2．PAL 法を用いた解析プローブの構造
a） 糖結合型光プローブ 12　b） RI 導入型光プローブ 13　c） 切断部位導入型光プローブ 15
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造がかけ離れていく問題点が指摘され始めた。この解決

方法として，我々が目指したのが「極限にコンパクトであ

り，光反応基・蛍光タグ化・切断機構を併せ持つ多機能

性ユニット」を開発するというものであった。

3．発蛍光性タグの開発 22）， 23）， 24）

開発に際して注目したのが，汎用的に用いられている

光反応基フェニルジアジリンと o-ヒドロキシ桂皮酸構造

である。これらを組み合わせて設計した発蛍光性ユニット

（FTユニット）は，二段階の光反応性を有している。こ

の二つの光反応による，ジアジリン基の標的へのラベル

化とその標的上で o-ヒドロキシ桂皮酸骨格が起こす E-Z

異性化反応を経て，リガンド結合部位を切断しながら蛍

光基クマリンを形成する（Figure 3a）21）， 22）。

この二種類の光反応は条件により段階的に進行させる

ことが可能であり，1段階目の光ラベル化条件は 0℃，照
射波長 360 nmで進行し，光切断条件は 37℃，照射波長
315 nmで進行する。それを利用したラベル化標的の精

製・濃縮化方法がアビジン -ビオチンシステムの光切断

精製である（Figure 3b） 23）。この機能を利用して，蛍光基

を用いたラベルペプチドの差別化，LC-MS/MSを用いた

質量分析によるラベル部位同定解析を，シグナルペプチ

ドとそれを認識する大豆内の受容体の系に応用した 23）， 24）。

この系では，リガンドとなるシグナルペプチドにビオチ

ン基とN末端に FTユニットを導入したプローブ（Figure 

4a） 23）を用いて，標的受容体とインキュベート後にアビジ

ン固相を用いた光切断精製を行った。このラベル産物を

タンパク質消化後，そのラベルペプチドを HPLCの蛍光

解析により同定（Figure 4b） 23），このラベル産物を分取し，

多段階質量解析（MSn）により配列を同定することで，シ

グナルペプチド結合部位の受容体構造の解析に成功した。

しかしいくつかの点において課題も挙げられ，大きな問

題点としては高精度の濃縮・精製が可能となったとはい

え，非特異的な吸着による夾雑物の影響やより微量なサ

ンプルの取り扱いという点において改良が必要であった。

4． 安定同位体導入型発蛍光性タグ（isoFT）
を用いた多段階解析手法の開発 22）

安定同位体を利用した質量差を用いた解析法は，質

量分析を用いた定量プロテオミクスなどにも広く応用され

ている 23）。そこで，前述した発蛍光性ユニットに安定同

位体を導入した新規ユニットを合成し，同位体を含まない

ユニットとの二種類を組み込んだプローブ （Figure 5a） 22） 

を用い，MS分析による質量差解析手法をスキームの中

に組み込んだ新たな戦略（isoFT-PAL法）を組み上げる

ことにした（Figure 5b） 22）。

Figure 3．a） FT-PAL 法の特徴 16, 17とb） ラベル産物の光切断精製 18
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Figure 4．a） FT-シグナルペプチドプローブ 18とb） 受容体消化物のHPLC 解析結果 18

Figure 5．a） isoFT-PAL 法を用いたビオチンプローブ 20とb） 解析戦略 20 および c） 解析結果 20
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この手法の最大の特徴は，ラベル産物を多段階で差別

化して絞り込んでいくことにある。ビオチンーアビジンシ

ステムを用いることである程度のラベル産物を選別し，夾

雑物があったとしても続く蛍光解析と質量分析を組みわ

せることで徐々にターゲットを絞り込むことが可能である。

また，MS/MS解析においても，ラベル部位を含むMS/

MSイオンにおいても二重化したピークが確認されるため，

容易に配列解析およびラベル部位同定が可能となる。こ

の戦略を用いて，実際に 4種類のタンパク質（アビジン，

トランスフェリン，BSA，カルボニックアンヒドラーゼ）を

含む mock混合溶液系で実証に成功した（Figure 5c） 20）。

この系は戦略通り，通常および同位体プローブを 1:1で

混合させた後，ターゲットであるアビジンを混合溶液中で

インキュベート・蛍光化し，トリプシン処理後にHPLC解

析を行った。この後，LC-MSにて蛍光化ピークを解析し

たところラベルピークと思われる質量差 m/z = 5をもつ二

重化ピークが検出された。このラベル化ピークを更にMSn

により分解・解析したところラベル部位を含むMSi種に

おいては二重化ピークが確認され，その部位を容易に解

析することが可能となった。

この結果から，多成分を含む系においても isoFT-PAL

法が有効であることの有効性を確認したので実際にHeLa 

S-3細胞ライセートに上記と同じビオチンプローブ混合溶

液をインキュベートし，ビオチン結合タンパク質をターゲッ

トにしたプロテオーム解析を行った。まず，戦略通りター

ゲットに光クロスリンクし，リガンド兼精製タグであるビオ

チンを標的に結合した。これを指標にラベルタンパク質

をアビジン固相と混合し，光切断精製により精製した。こ

の蛍光化したタンパク質を消化後，HPLCにより解析

（Figure 6a） 20）し，二つの蛍光ピークを検出した。この二

つのピークにおいては対照系としてビオチンをインヒビ

ターとして加えたサンプルとの比較により選別している。こ

れは，前手法で問題点として挙げた精製出来なかった夾

雑物やゴーストピークの影響を考慮するためである。こう

して選別したピーク情報を基に LC-MSおよびMSMS解

析を行った（Figure 6b, 6c） 20）。MSn結果よりこの配列を

有するラベル化標的はピルビン酸カルボキシラーゼであ

ることがわかった。同様にピークBにおいてもラベル標

的がアセチル CoAカルボキシラーゼであることを確認し

ている。このように複数の細胞内標的の同定が可能とな

Figure 6．a） isoFT-PAL 法を用いたHPLC 蛍光解析結果 20 および  b）， c） LC-MSn 解析結果 20
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り，isoFT-PAL法が細胞系などの複雑な系においても非

常に高速かつ効率的に解析できる優れた手法であること

がわかった。以降，この戦略の汎用性を広げるため，様々

な応用性を持たせた手法へ展開していった。

5． スルホクリック反応を利用したプローブ合
成法の改良と一分子質量差解析 22）

isoFT-PAL法は，その性質上プローブを 2種類合成し

ていく必要性がある。また，isoFTユニットはアミド結合

で導入するため，リガンド構造によっては厳密な合成戦

略が必須となってくる。このように解析面においては非常

に有用である一方，プローブの合成という面がボトルネッ

クとなっており，多種多様な系において 1種類ないし 2種

類しか合成できず，さらには最適リガンドからプローブ構

造を誘導できないなどの課題があった。つまり安定同位

体導入プローブの利用は非常に有用な反面，2種類のプ

ローブ合成が必須という面で不便であったと言える。我々

はその解決法としてスルホクリック反応を用いることで，1

種類プローブのみでも解析時に有利となる質量差解析を

可能とし，なおかつ簡便にプローブの合成やそのライブ

ラリー化を可能とする手法を考案した。スルホクリック反

応は，スルホニルアジド基とチオカルボン酸またはその

誘導体であるチオカルボニルエステルを結紮し，スルホ

ニルアミド構造を形成するクリック反応の 1種である 23）， 24）。

クリック反応として広く応用されているHuisgen環化付加

反応と比較して，この反応は適切条件下では同速の反応

速度，反応濃度 100 nMでも反応する高反応性，そして

無触媒かつ水中で反応するという特徴を持っている。こ

の反応を踏襲するため，isoFTユニットをチオカルボニル

エステル化した（Figure 7a） 22）。このユニットをリガンド

部位に導入したスルホニルアジド基と組み合わせることで

多様なプローブを容易に 1段階合成できる。また，FTユ

ニットとの結紮部位であるスルホニルアミド構造は，適切

な条件下では，従来通りの光切断反応およびヨードアル

キル化反応を用いた高切断反応性 （Figure 7b） 22） を有し

ており，アビジン -ビオチンシステムにおいてほぼ 80％

以上の高収率で標的を精製できることが分かった。この

性質を利用し，光切断により蛍光基クマリンを形成して

精製したサンプルとヨードアルキル化反応により切断する

ことで o-ヒドロキシ桂皮酸骨格のまま精製したサンプル

の 2種類を比較検討するという質量差 m/z=18をもつ新

たな質量差解析手法を開発することに成功した（Figure 

7c） 22）。実証系として，PKCαとその結合タンパク質のリ

ン酸化部位ペプチド（RFARKGALRQKNV）を採用した。

このリン酸化部位ペプチドは，N末端を含め内部にアミ

Figure 7．スルホクリック反応およびスルホニルアミド構造を利用した質量差解析戦略 22

a） チオエステル化 FTユニット 22　b） スルホクリック反応の結紮および分解反応 22　c） 質量差を用いた標的同定戦略 22
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ノ基をもつリシンを複数含んでおり，従来の FTユニット

を導入するには厳密な合成戦略が必要である。しかし，

スルホクリック反応基であるスルホニルアジド基を側鎖に

もつアミノ酸を，Fmoc固相合成を利用してペプチド内に

導入することで，FTユニットを任意の配列中に導入でき

る。この手法によりN末端にビオチンをもち，二種類の

プローブを容易に合成できた（Figure 8） 22） 。

この二つのプローブのうち，probe 1を用いたラベル化

実験では，アビジン -ビオチンシステムを用いた固相精

製からアルキル化反応および光切断精製した二種類の精

製ラベル体をタンパク質消化およびその LC-MS/MS解析

により比較することで，質量差 18が生じた PKCαのラベ

ル部位を同定することが出来た（Figure 9） 22） 。この結果

より，スルホクリック反応を利用することでより効率的な

ラベル産物の精製を可能とし，容易な小分子のプローブ

化，さらには質量差戦略によるタンパク結合解析が可能

となる新規戦略を打ち立てることに成功した。　

6．統　括

本論では，PAL法を用いた小分子結合標的解析に焦

点を当ててその手法の発展と我々の独自の研究について

概説してきた。PAL法は本論では触れていないが，最新

Figure 9．同一ラベル配列のUV-on/off によるLC-MS/MSの質量差解析結果 22

Figure 8． スルホニルアジド型アミノ酸と二種類のペプチドプ
ローブ構造 22
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の研究においてもアルキルジアジリンの再評価と共に

Huisgen反応を指向した最小ユニットのようなユニークな

ラベル化ユニットの開発 31）やフェニルジアジリン基その

ものを修飾することで薬物構造に擬態したプローブを用

いた従来の結合解析法では解析不能であった系の解析 32）

など様々な新しい報告がされている。企業による創薬研

究の面でも，プロテオミクスやメタボロミクスとも相性が

良く，生物学的手法やこれらのオミクス手法を複合的に

組み合わせることでより確度の高い結果を得られるため，

第一手法としても汎用され始めている。更には，LC-MS

機器や低用量 NMRなどハード面での発展に伴って，解

析系の増加や高感度解析が可能となるため，ますます

PAL法を用いた解析手法も発展していくと考えられる。
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Development of drug discovery target analysis method 
using photochemical proteomics approach
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Searching for and identifying drug targets in drug discovery research is one of the main themes. In recent years, one of the 

analytical methods which has been developed uses chemical biology approaches. In particular, due to its diversity, various new 

methods have been developed using photoaffinity labeling (PAL). The authors developed chemical proteomics methods that 

combine PAL with the proteomic method using mass spectrometry (photoaffinity-labeled chemical proteomics : PCP), and 

succeeded in rapid and convenient drug target identification. In this report, we introduce the latest research on this method 

centered on the fluorescence unit incorporating the photoreactive group diazirine, which was successfully developed in the 

previous research.

Abstract


