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I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）革新的先端研究開発支援事業ユニットタイプ「疾患における代謝産物の 

解析および代謝制御に基づく革新的医療基盤技術の創出」研究領域 

      （英 語）Advanced Research and Development Programs for Medical Innovation 

 

研究開発課題名： （日本語）生理活性代謝物と標的タンパク質同定のための基盤技術の創出 

      （英 語）Development of Basic Technology for Identification of Bioactive  

Metabolites and Target Proteins 

 

研究開発担当者  （日本語）袖岡幹子 袖岡有機合成化学研究室 主任研究員 

所属 役職 氏名： （英 語）Mikiko Sodeoka, Synthetic Organic Chemistry Laboratory,  

Chief Scientist 

      

実 施 期 間： 平成 28 年 4 月 1 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 

 

分担研究     （日本語）生理活性代謝物と標的タンパク質同定のための基盤技術の創出 

開発課題名：  （英 語） Development of Basic Technology for Identification of Bioactive  

Metabolites and Target Proteins 

 

研究開発分担者   （日本語）袖岡幹子 袖岡有機合成化学研究室 主任研究員 

所属 役職 氏名： （英 語）Mikiko Sodeoka, Synthetic Organic Chemistry Laboratory,  

Chief Scientist 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 
本研究開発課題では生理活性化合物が標的とするタンパク質やその結合部位を同定し、さ

らに新規代謝物を同定する、ケミカルバイオロジー研究の基盤技術となる新しいスクリーニ

ング法の開発を行う事をめざして研究を行った。研究グループの分担としては、袖岡グルー

プは独自の生物活性化合物の開発を行いながら、これを用いてスクリーニングの検討を行い、
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藤田グループはそのスクリーニングの検討結果に基づいて、より効率的なスクリーニング装

置の開発を進めた。 
本年度は、生物活性化合物の標的タンパク質結合部位を同定するための技術として、

Alkyne-Tag Raman Screening（ATRaS）法の開発に成功した（J. Am. Chem. Soc. 2016, 
138, 13901-13910）。生物活性化合物の結合部位を同定する際には、化合物で標的タンパク

質を標識し、これを酵素消化でペプチド断片へとしたのちに、LC-MS/MS で化合物が標識

したペプチドを同定する手法がしばしば用いられる。しかしながら、大量の未修飾ペプチド

が存在するため、これが MS での修飾ペプチド検出を妨げることが問題となっている。そこ

で我々は、アルキンタグを生物活性化合物に導入し、ラマン分光法でアルキンタグを検出す

ることで標識ペプチドを効率的に見出す ATRaS 法を考案し、その検討を行った。まずプロ

テアーゼの一種である cathepsin B をモデルタンパク質として選び、共有結合型阻害剤 Z-
FG-AOMK の結合部位同定を最終目標として種々検討を行った。袖岡グループでは Z-FG-
AOMK へのアルキンタグ導入および cathepsin B の標識化条件、さらには LC-MS/MS に

よる解析条件を検討した。藤田グループでは標識ペプチドに含まれるアルキンタグを検出す

るためのラマン分光法を種々検討し、Surface-enhanced Raman Scattering (SERS)を利用

することで、アルキンのラマン検出感度をこれまでの 100 万倍以上増強できることを見出

した。両グループの検討結果を組み合わせることで、最終的に ATRaS 法の最適化に成功し、

目標とした Z-FG-AOMK の Cathepsin B 結合部位の同定を達成した。 
袖岡グループでは ATRaS 法の効率化を狙い、アルキンタグで標識された分子を効率よく

濃縮する手法の開発も進め、あらたな精製手法の概念実証に成功した。さらに、化合物で蛋

白質を標識する際に用いる光標識官能基の開発も進め、新たな標識官能基を見出すことにも

成功した。また、脂質代謝物の解析を目指し、昨年度に引き続き内因性の脂質分子をプロー

ブ化し、これが細胞内で内因性の脂質分子と同様の代謝を受けることも見出した。 
藤田グループでは ATRaS 法の汎用性を向上するためにより高速な装置の開発を昨年度に

引き続き進めると共に、研究感度の向上のための新たな試料導入技術の開発もおこなった。

今後はこれらを統合させ、本手法の適用範囲を拡大すると共に、実用化を目指したシステム

構築を目指す。 
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英文 
  This research project focuses on the development of novel screening systems to identify 
target proteins and binding sites of bioactive compounds or metabolites of endogenous 
molecules, which could contribute to chemical biology research. Sodeoka group developed 
original chemical probes and investigated the screening conditions. Fujita group 
constructed the screening apparatus and improved screening efficiency based on the 
results of Sodeoka group. 
  In this fiscal year, we succeeded in developing a novel screening system named Alkyne-
Tag Raman Screening (ATRaS), which can determine the binding sites of bioactive 
compounds (J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 13901-13910). In general, to determine binding 
sites, target proteins are labeled with bioactive compounds and digested into peptide 
mixture, and then labeled peptides are identified by LC-MS/MS analysis. However, large 
amounts of unmodified peptides often disturb the detection of labeled peptides by mass 
analysis. To overcome this problem, we created ATRaS, in which alkyne-tagged probes 
are used to label target proteins and labeled peptides are detected by quantitative Raman 
analysis. To develop the ATRaS system, we selected cathepsin B, one of the lysosomal 
proteases, as a model protein and its covalent inhibitor Z-FG-AOMK. To identify the 
binding site, Sodeoka group synthesized alkyne-tagged derivatives of Z-FG-AOMK and 
investigated the conditions to label cathepsin B with the alkyne-tagged inhibitor and 
analyze the peptides by LC-MS/MS. Fujita group examined the detection conditions 
using Raman spectroscopy and found that Surface-enhanced Raman Scattering (SERS) 
improved the detection limit by over 1 million times. By combining the results of the two 
groups, we finally succeeded in identifying the binding site of Z-FG-AOMK with the 
ATRaS system. 
  To improve the efficiency of ATRaS system, Sodeoka group developed a novel method 
to purify alkyne-tagged molecules. Moreover, Sodeoka group developed a novel functional 
group for photoaffinity labeling, which can label target proteins of bioactive compounds. 
In addition, several lipid probes were designed, synthesized, and found to be metabolized 
in a similar manner to endogenous lipids, indicating the potential usage of these probes 
for metabolism studies. 
 Fujita group improved the screening speed of the ATRaS system. The sample 
preparation methods have also been investigated to improve the sensitivity of Raman tag 
detection for the practical application of the ATRaS technique. 
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III. 成果の外部への発表 
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ング学会機関誌. 2016, 9, 3-11. 
2. OTA E, MIKAME Y, HIRAI G, NISHIYAMA S, SODEOKA M. Photochemical and Additive-

free Coupling Reaction of α-Cumyl α-Ketoesters via Intermolecular C-H Bond Activation. 
Synlett. 2016, 27, 1128-1132. 

3. ANDO J, PALONPON AF, SODEOKA M, FUJITA K. High-speed Raman imaging of cellular 
processes. Current Opinion in Chemical Biology. 2016, 33, 16-24. 

4. ANDO J, ASANUMA M, DODO K, YAMAKOSHI H, KAWATA S, FUJITA K, SODEOKA M. 
Alkyne-Tag SERS Screening and Identification of Small-Molecule-Binding Sites in Protein.  
Journal of the American Chemical Society. 2016, 138, 13901-13910.  
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7. MORITA M, KOJIMA S, OHKUBO M, KOSHINO H, HASHIZUME D, HIRAI G, MARUOKA 
K, SODEOKA M. Synthesis of the Right-Side Structure of Type B Physalins. Israel Journal 
Chemistry. 2016, 57, 309-318. 

8. ANDO J, SEKIYA T, KA D, YAMAKOSHI H, DODO K, SODEOKA M, KAWATA S, FUJITA 
K. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) imaging of alkyne-tagged small molecule 
drug in live cells with endocytosed gold nanoparticles. Proc. SPIE. 2017, 10046, 1004606． 
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2. 生命機能解明をめざしたプローブ分子の創製, 招待講演, 袖岡幹子, 第 26 回万有福岡シンポジ
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http://pubs.acs.org/journal/jacsat
http://link.springer.com/journal/10858
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7. Rapid SERS imaging of biomolecules using slit-scanning Raman microscopy, 口頭, ANDO J, 
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