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【背景・目的】低分子生理活性化合物の標的タンパク質の同定には光アフィニティーラベ

ル法が有効であり、これまで多くの研究がなされている。しかし、低分子生理活性化合物

を光アフィニティーラベル化しようとする場合、嵩高い光反応活性化基を構造中に導入し

なければならず、元来の化合物に比べ標的タンパク質との親和性が減少するといった問題

点があった。この問題点を克服するため、本研究では、標的タンパク質と共有結合する光

反応活性化基の役割をタンパク質架橋剤に代替させた新たなタンパク質の同定法の開発を

試みた。 

 

【方法・結果】植物ホルモンのジャスモン酸生合成酵素の一種であるアレンオキシドシン

ターゼ(AOS)の阻害剤 1をもとにアジド基を導入した阻害剤 2 を合成した。1)ヒメツリガネ

ゴケアレンオキシドシンターゼ(PpAOS1)は、大腸菌に過剰発現させ作成した。阻害剤 1お

よび 2の酵素阻害活性(IC50)、は 9.28 ± 0.76 µMおよび 2.59 ± 1.45 µMでアジド基を導入

した阻害剤 2 の阻害活性が高かった。この結果から、阻害剤 2 はタンパク質同定のための

アフィニティープローブとして使用できると判断した。阻害剤 2 を PpAOS1とインキュベ

ートさせた後、末端にビオチンおよび中央部にリジン残基を有するリンカー3を添加しクリ

ック反応を行い、阻害剤 2 とリンカー 3 を結合させた。タンパク質架橋剤

bis[sulfosuccinimidyl]suberate (BS3)を用いてリジンのアミノ基と PpAOS1 を架橋し

SDS-PAGEに供した後、ウェスタンブロッティング法により PpAOS1の検出を試みた。そ

の結果、PpAOS1 に由来するバンドが確認された。以上の結果から、本方法によりアジド

基を有する化合物をプローブとし、タンパク質架橋剤を用いた標的タンパク質の同定が可

能であることが示された。 
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1: R = CH3

2: R = CH2N3
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