
タンパク質は､ 生命体の主要な機能性分子であり､ そ

の性質は､ 治療薬､ 触媒あるいは材料として用いられる

ほど大変有用である｡ 多くの病気がタンパク質の機能を

消失させる突然変異に由来している｡ 例えば､ フェニル

ケトン症では､ 触媒活性が損なわれ､ そのため代謝経路

が変わり､ 筋ジストロフィーのように構造特性が損なわ

れ､ 物理的機能の喪失がもたらされる例もある｡ クロイ

ツフェルト・ヤコブ病やその他の伝染性脳症は､ タンパ

ク質がその形を変え､ 重合体を形成した結果もたらされ

ている１｡ 同様に､ アミロイド症に起因する病気では､

タンパク質は徐々にβシート重合体の長い鎖に変わり､

沈殿して繊維を形成する２｡ 多くの癌がタンパク質の突

然変異に由来しており､ ヒトの癌の約50％は腫瘍抑制タ

ンパク質 p53の突然変異によって引き起こされているが､

これらの突然変異は主にこのタンパク質の安定性を低下

させている３｡ 酵素と受容体はよく薬物の標的となるが､

このような薬物によって機能が回復したり､ 感染性病原

体や癌が破壊されたりする｡ タンパク質科学の究極の目

的は､ タンパク質の構造と活性､ そうして､ それがどの

ようにリガンドと結合するかを初めから予測できるよう

になることである｡ これが成し遂げられたとき､ 新規な

触媒や材料､ そうして､ 病気を除去して不健康状態を最

小限にとどめる薬剤を設計し合成することが可能になる｡

現在のタンパク質研究では､ 直接の観測結果が試薬の

構造上の変化と結び付けられてきており､ 酵素と安定反

応中間体の構造をＸ線結晶解析によって直接観測したり､

過度的中間体を速度論的分光法によって特徴づけたり､

遷移状態の構造を直接の速度論的測定から推論されてい

る｡ さらに､ 基質の構造を化学合成あるいは化学修飾を

用いて変えたり､ 酵素の構造をタンパク質工学を用いて

変えたりすることによって､ 構造と活性の相互作用を直

－ 7 －

Tamaki Jikyo

RReecceenntt aaddvvaanncceess iinn pprrootteeiinn cchheemmiiccaall mmooddiiffiiccaattiioonn..

AAbbssttrraacctt
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接研究するこが可能となっている｡

本稿では､ タンパク質の機能と構造､ タンパク質中の

アミノ酸残基の化学修飾法についての一般的所見から最

先端技術として化学修飾法を利用したプロテオーム解析

について概説する｡

タンパク質の機能と構造４－６

タンパク質は､ 最も多目的に用いられている細胞の構

成高分子であり､ タンパク質の機能とは､ タンパク質分

子が単独で示す生化学的機能であり､ また他のタンパク

質分子との会合体もしくは複合体の一部として果たす細

胞機能や､ 細胞もしくは生物内で生じる表現型を意味す

ることもある｡ タンパク質の生化学的機能の主な例は､

①結合形成､ ②触媒作用､ ③分子スイッチ機能､ ④細胞

や生物の構造体としての機能がある｡

①結合形成：結合相手となる分子を特異的に認識する

ことは､ タンパク質機能の中心であり､ タンパク質に結

合する分子 (リガンド) は､ ミオグロビンのヘム基に配

位する酸素分子のような低分子のこともあるが､

TATA 結合タンパク質が結合することによって歪めら

れる特定の DNA 配列 (TATA ボックス) のような高

分子のこともある｡ 特異的な結合形成は､ 形状の相補性

および水素結合などの極性作用により決定される｡

②触媒作用：生体細胞における化学反応は基本的には

例外なく触媒作用により起こり､ 触媒の大半はタンパク

質からなる酵素である｡ 酵素の触媒効率は際立っており､

反応系は単純な緩衝作用による触媒反応の1017倍にも加

速される｡ 多くの構造的特性が酵素の触媒能に影響を与

え､ 反応基が化学反応に都合のよい向きにまとまって存

在する (近接性)､ 化学反応が基底状態にある複合体に

比べて遷移状態の場合に､ より強固に結合する (遷移状

態安定化)､ 酸塩基触媒反応などが見られる｡

③分子スイッチ機能：タンパク質は柔軟性のある分子

であり､ その立体構造は pH 変化やリガンドの結合に応

じて変化しうる｡ このような構造変化は､ 細胞内プロセ

スを制御する分子スイッチとして作用する｡ 例えば､ 多

くの癌でのきわめて重要な分子スイッチは低分子量

GTP 結合タンパク質である Ras の GTP が GDP に加水

分解された際に生じる構造変化である｡ GTP 結合型

Ras は ON (活性化) 状態で､ 細胞を増殖させるシグナ

ルを伝達する｡ GDP 結合型は OFF (不活性化) 状態で

シグナルを伝達しない｡

④構造タンパク質：タンパク質は生体システムの主要

な構成要素の一部として機能し､ この機能は､ タンパク

質のサブユニット同士､ および他種タンパク質､ 糖質な

どとの特異的会合の影響を受けている｡ このことが､ ア

クチン繊維のような複雑なシステムの自発的アセンブリ

(組み立て) を可能にしている｡ 構造タンパク質はまた､

絹､ コラーゲン､ ケラチンといったバイオマテリアル

(医用生体材料) の重要な供給源でもある｡

タンパク質は､ DNA ポリメラーゼや遺伝子調整タン

パク質が DNA に結合する場合のように､ タンパク質以

外の生体高分子に結合することもあるが､ 輸送体や､ シ

グナル伝達分子を結合する受容体の場合には､ タンパク

質に結合する｡ この結合機能はタンパク質表面の示す構

造的かつ化学的な多様性によるもので､ そのためタンパ

ク質はその他のタンパク質分子と高度に特異的に相互作

用することが可能となる｡ タンパク質の触媒作用には､

基質や場合によっては調整タンパク質分子に対する特異

的な結合だけでなく､ 特異的な化学反応性もまた必要で

ある｡ 調整を受ける酵素や分子スイッチ､ 例えばシグナ

ル伝達のためのＧタンパク質 (GTP の加水分解を触媒

する酵素) では､ 構造の安定性と柔軟性との微妙なバラ

ンスの影響を受ける大規模なコンフォメーション変化が

必要である｡ 構造タンパク質には､ 絹のように優れた強

度や､ 毛髪､ 角､ 羽毛の構造タンパク質であるケラチン

のように強靭さと耐久性を示すものがある｡ もしくはア

クチンやチューブリンのように､ ヌクレオチドの加水分

解による複雑な動力学的特性をもつこともある｡ タンパ

ク質が示す､ この並外れた機能上の多様性と多目的性は､

構成アミノ酸側鎖の化学的多様性､ ポリペプチド鎖の柔

軟性､ さらに､ 様々なアミノ酸配列のポリペプチドがと

るきわめて多彩な折りたたまれ方から生じている｡

タンパク質の主要成分は枝分かれのないポリペプチド

鎖であり､ １つの残基のα-カルボキシル基が次の残基

のα-アミノ基とアミド結合によってつなげられた L-α-

アミノ酸より構成されている｡ ポリペプチド鎖の生合成

後に共有結合的修飾を受けることはあるが､ 通常､ 20種

類のアミノ酸だけで構成されている (図１)｡

タンパク質は､ 図２に示すとおりペプチド結合でつな

がったアミノ酸の鎖である｡ それぞれの Cα原子の周り

で鎖が回転するため､ 鎖は多数のコンフォメーションを

とりうる｡ タンパク質の三次元構造の違いをもたらすの

は､ これらのコンフォメーションの変化である｡ 鎖中の

各アミノ酸は極性を帯びている｡ つまり､ 正と負に電荷

した領域が分離しており､ それらは､ 水素結合の受容基

として働きうる化学的に自由な C=O 基と水素結合の供

与基として働きうる NH 基である｡ これらの基が､ タ

ンパク質構造の中で相互作用する｡ タンパク質中に見つ

かる20種類のアミノ酸は､ それらの R 基 (側鎖) の化

学的性質に従って分類される｡ Ｒ側鎖は構造的に重要な

役割を果たしており､ グリシンとシステインは特別な役

割を果たしている｡ グリシンは側鎖をもっておらず､ し
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たがって､ 構造上の柔軟性を局在的に高めうる｡ システ

インは､ もう１つのシステインと反応して､ タンパク質

構造を安定化する架橋を形成する｡

タンパク質のコアの大部分は､ 三次元の配置へと折り

たたまれたαヘリックスとβシートという基本的な二次

構造からなる｡ 二次構造中では､ 隣接するアミノ酸の間

に水素結合の規則的なパターンが形成される｡ そして､

それらのアミノ酸は一定のΦ､ Ψ角を持っており､ これ

らの構造が形成されることにより､ 各アミノ酸の極性は

中和される｡ こうした二次構造は､ タンパク質コア中に

きつく詰め合されて疎水性の環境に置かれている｡ 各ア

ミノ酸の側鎖が占める事でできる体積は限られており､

また､ 他の近くの側鎖との可能な相互作用の数も限られ

ている｡

ポリペプチドがタンパク質として機能するには､ 通常､

生理的条件下で安定な三次元構造 (フォールド) を形づ

くることが可能でなければならない｡ その反面､ タンパ

ク質が機能するには､ 折りたたまれたタンパク質が適度

に柔軟であることが求められている｡ おそらくこの制約

のために､ タンパク質がとることのできる折りたたみ構

造の種類は､ 多いとはいえ限られていると考えられる｡

フォールドの種類がさほど多くないことが､ 安定なフォー

ルド数に対する物理的な制約を示しているのか､ 単に､

既存の安定なフォールドからの分岐進化上の都合のため

であるかは明らかにされていない｡ しかしこれは実用面

での重要な問題であり､ 自然状態ではありえない安定な

フォールドが多数あるとすれば､ 産業上の利用や医療用

の目的で全く新規のタンパク質を作製することが可能に

なることになる｡

アミノ酸側鎖 (図１) は､ 側鎖間や水分子との相互作

用に際して多様な性質をもつ｡ アミノ酸側鎖の違いは､

タンパク質の安定性や機能に大きく影響を及ぼす｡

疎水性アミノ酸残基間にはファンデルワールス相互作

用のみが働き､ 水分子との接触を避けて互いに密着しよ

うとする疎水性残基の性質により､ 疎水性相互作用が生

じる｡ アラニンやロイシンはヘリックス構造を非常に形

成しやすい残基であるが､ プロリンがヘリックスに含ま

れることはまれである｡ これは､ プロリンではペプチド

骨格を形成する窒素原子において､ ヘリックス構造に必

要な水素結合が形成されないためである｡ フェニルアラ

ニンの芳香族側鎖は､ 場合によっては､ 弱い極性相互作

用に寄与する｡

親水性アミノ酸残基は､ 相互に､ またペプチド骨格､

極性有機分子､ 水分子と水素結合を形成することができ

る｡ この親水性とういう性質がその関与する相互作用を

決定づけている｡ 親水性残基のいくつかは､ pH や微小

環境に応じて電荷状態を変化させ､ アスパラギン酸やグ

ルタミン酸は､ 水溶液中での pKa 値が５に近いため､

通常ははプロトン化されることなく､ pH7では負に荷電

している｡ ところが､ タンパク質分子の疎水性内部環境

では両アミノ酸の pKa 値が７､ もしくはそれ以上とな

るので､ 生理的な pH 条件ではプロトン供与体として機

能する｡ 全く同じ考察がリシンの挙動にも当てはまり､

リシンは水溶液中での pKa が10より大きく､ そのため

通常では正に荷電している｡ ところが､ 非極性の環境下､

もしくは正に荷電した分子が近在している場合､ リシン

の pKa 値は６以下となり､ その結果として生じる中性

分子種はプロトン受容体となりうる｡ ヒスチジンはこの

点ではおそらく､ すべてのアミノ酸のうち最も多機能な

アミノ酸残基であり､ この事実はヒスチジン残基が酵素

の活性中心に最もよく見られる残基である理由を説明す

る｡ ヒスチジンは２つの滴定可能な NH 基を持ち､ pKa

値はそれぞれ６である｡ ところが NH 基の片方がプロ

トンを失うと､ もう一方の pKa 値は10をはるかに上回

るようになる｡ 両方の NH 基がプロトン化されると､

ヒスチジンは全体として正に荷電する｡ また､ タンパク

質の主鎖から遠い方の NH 基がプロトン化されると､

Recent advances in protein chemical modification.
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側鎖は荷電することなく､ プロトンの供与体にも受容体

にもなりうる｡ 完全に脱プロトン化されるとヒスチジン

側鎖は負に荷電するが､ この状態になることはめったに

ない｡ アルギニンは､ pH が中性である場合は常に完

全にプロトン化されており､ 正の荷電はグアニジノ基

[-NHC(=NH)NH２]の炭素原子に主として局在している｡

セリン､ トレオニン､ グルタミン､ アスパラギンは中性

条件下でイオン化していないが､ 水素結合の供与と受容

を同時に行うことができる｡ システインはヒスチジンと

同じく､ 酵素活性部位に高頻度で見つかっており､ チオ

ラート型アニオンは天然アミノ酸に由来する最も強力な

求核剤である｡

両親媒性残基は､ 極性と非極性の双方の性質をもち､

境界面形成にきわめて適している｡ リシンの荷電側鎖を

両親媒性とみなすことは意外のようだが､ その長い疎水

性領域はしばしば疎水性側鎖とのファンデルワールス相

互作用に関わっている｡ チロシンは生理的な pH 条件で

は通常はイオン化しないが (pKa はおよそ９)､ ある種

の酵素活性部位においては環境により pKa 値が低下す

ることがあるため､ 酸塩基反応に関与する可能性がある｡

水酸基 (OH) は水素結合の供与体でも受容体でもあり､

芳香環は弱い極性作用をもつことがある｡ トリプトファ

ンもチロシンと類似した挙動をするが､ インドール環の

NH 基はイオン化されない｡ メチオニンは極性の最も低

い両親媒性アミノ酸であるが､ チオエーテルの硫黄原子

の多くは金属イオンに対する優れたリガンドである｡

タンパク質の化学修飾７－９

タンパク質は､ 20種類の異なるアミノ酸がペプチド結

合で連結されたポリマーであり､ それぞれ固有のアミノ

酸配列､ 分子量およびアミノ酸配列で規定される立体構

造をもち､ 多くのものは固有の生理機能をもつ｡ 酵素タ

ンパク質であれば､ 生体触媒としての反応特異性および

基質特異性を示すとともに､ エフェクターとの相互作用

により触媒機能の調整を受けるものも多い｡ これらタン

パク質の機能の本質を知るためには､ その分子構造を解

明し､ 機能 (触媒能､ 分子識別能､ 調節能､ 抗体との結

合能など) の由来する仕組みを解明する必要がある｡ タ

ンパク質分子中で特に触媒機能に関わるアミノ酸残基の

官能基は､ その環境により他の同種の残基とは異なった

異常な反応性を賦与されており､ 化学試薬による特異的

な反応が可能である｡

タンパク質の化学修飾の主要な目的の１つは､ タンパ

ク質の分子機能に関与するアミノ酸残基を同定すること

である｡ 特定の残基が化学修飾を受けて機能が消失すれ

ば､ その残基は機能に関与することの一応の基準となる｡

修飾を受ける残基が機能に関わる解離基であれば､ 修飾

に伴う失活速度の pH 依存性を調べ､ みかけの解離定数

を求めることができ､ その解離基の反応における役割を

解析することができる｡ アミノ酸側鎖官能基に対する特

異性を異にする種々の試薬を用いて修飾を行ったり､ 同

じ官能基の修飾試薬であっても分子構造やイオン的性質

などの異なる試薬を用いた反応の解析を行うことで､ 機

能に関与する部位の官能基の配置および機能発現機作な

どについての知見を得ることができる｡ さらに､ 2008年

１月の時点で､ 44,742のタンパク質構造がタンパク質デー

タバンク(Protein Data Bank；PDB)に登録されており､

その多くのタンパク質配列エントリーが SwissProt タン

パク質配列データベース中にあった｡ タンパク質配列の

数は､ さらに多数の配列が決定されることが見込まれ､

明らかになる配列と構造が増えるにつれて､ より合理的

な考察が可能となっている｡

また､ 高次構造におけるアミノ酸残基の存在状態の識

別にも化学修飾が利用される｡ 同種のアミノ酸側鎖のう

ちどれが分子表面に位置し､ どれが分子内部に埋もれて

いるかなどを､ 特定の試薬に対する反応性の差から識別

することができる｡ また､ 周囲の環境因子を鋭敏に反映

する蛍光基や特別の吸収帯をもつ原子団を特定の部位に

特異的に導入することにより､ これらの情報基のスペク

トルからそのおかれている環境をすることができ､ さら

にはこれをプローブとしてさまざまな条件下でのタンパ

ク質分子の動的状態を推測することができる｡

化学修飾法によりタンパク質の構造と機能との相関､

アミノ酸残基の存在状態および特定の局所環境について

研究を行う場合には､ その修飾ではタンパク質の高次構

造がほとんど変化しないとういうことが前提となる｡ た

とえば構造と機能との相関を調べている場合に､ 修飾に

よる機能 (活性) の消失 (減少) が機能に関与するアミ

ノ酸側鎖の修飾に基づくものであると判定を下す前に､

タンパク質の立体構造の変化がないことを確かめる必要

がある｡ 修飾による官能基の構造変化や性質の変化が周

囲の原子団に影響を与えることは否めない｡ 局所的な構

造変化ができるだけ小さいことが望ましいが､ 少なくと

も分子全体の立体構造に殆ど影響がないことを確かめる

必要がある｡

化学修飾法は上に述べた目的以外にも用いられており､

例えば､ 塩基性基や酸性基の置換によるイオン的性質の

改変や放射標識に利用されている｡ また､ 分子内架橋に

よるタンパク質分子の安定化や酵素抗体法における異種

生理活性タンパク質間の架橋反応においては､ ２価性試

薬が用いられている｡ これらの修飾においては､ それほ

どの厳密性は要求されないが､ 試薬はできるだけ穏和な

条件で修飾を行える反応性基をもち､ 特異的に架橋反応
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できることが必要である｡ 架橋試薬はサブユニットから

形成されたタンパク質 (リボソームやウイルスを含む)

の空間配置の解析に用いられている｡

タンパク質の化学修飾試薬は､ 構造的立場から２つの

タイプに分類することができる｡ １つはこれまでに述べ

たアミノ酸側鎖特異性試薬､ ２つ目はタンパク質の特定

部位に反応する親和性標識試薬である｡ 前者は特定の官

能基に高い反応性を示す試薬であるのに対して､ 後者は､

対象とするタンパク質の機能部位と特異的に相互作用し

うる構造をもった物質､ すなわち親和性リガンドに修飾

反応に直接関与する反応基を導入したもので､ タンパク

質とリガンドが複合体を形成した後に修飾反応が起こる｡

タンパク質分子の特定の部位と試薬分子の配向や反応に

関与する官能基間の近接効果を考慮するもので､ 特定の

残基が修飾される確立が高い｡ 本稿では､ 主にアミノ酸

側鎖特異性試薬による修飾反応について述べる｡

アミノ酸残基の化学修飾法７－９

タンパク質に存在する官能基と反応する化学試薬は多

いが､ それぞれの官能基に選択的に反応する試薬は必ず

しも多くない｡ タンパク質の化学修飾は､ 原則として特

定の官能基に対する選択的な修飾反応が大切であり､ 修

飾の目的に合った試薬を選び､ 反応条件を設定して修飾

を行う｡ そこで､ ①アミノ基､ ②カルボキシル基をはじ

め③グアニジノ基 (アルギン残基)､ ④イミダゾール基

(ヒスチジン残基)､ ⑤インドール基 (トリプトファン残

基)､ ⑥フェノール基 (チロシン残基)､ ⑦チオエーテル

(メチオニン残基)､ ⑧水酸基 (セリン残基) および⑨チ

オール基 (システイン残基) の修飾法について以下述べ

る｡

①アミノ基：アミノ基はタンパク質分子内の官能基の

うちでも､ 生理的条件下で正の電荷を担い､ 主として表

面に露出している｡ 正の電荷のためにタンパク質の水溶

液中での安定性に寄与しており､ また､ 場合によっては

酵素やインヒビターなどの活性発現部位として､ あるい

はアロステリック部位として重要な役割をもっているこ

とが知られている｡ そのため､ 化学修飾の対象としても

種々の試薬によって古くからよく研究されている｡ タン

パク質の機能性解析のために化学修飾としては､ 電荷を

そのままにする修飾としてグアニジル化､ あるいは逆転

させる修飾としてスクシニル化など多様性に富んだ手法

がある｡ タンパク質分子内のアミノ基 (-NH２) は２種

類あり､ １つは N 末端のα-アミノ基であり､ もう１つ

は分子内に比較的多いリシンのε-アミノ基である｡ そ

れらは反応性の高い求核性であるので､ 多くの修飾試薬

を用いることができる｡ また､ アミノ基の電子状態を変

えることによってその求核性を上げることも下げること

も可能である｡ つまりアミノ基の反応 pH をコントロー

ルすることによって解離か非解離の電子状態にすること

が可能であり､ 反応の pH を pKa より高くすればアミ

ノ基の求核性が高まり､ 一般により多くの試薬に対して

反応する｡ したがって､ α-アミノ基の pKa とε-アミノ

基の pKa が､ それぞれ約６～８と８～10の間にあるこ

とを考えると､ アミノ基の少ないペプチドホルモンなど

ではα-アミノ基に対してε-アミノ基よりもより選択的

に修飾することも可能であるが､ アミノ基の数が多くな

るに従ってε-アミノ基の局所環境の多様性が増加し､

pKa も広い範囲にわたるために選択的な反応を行うこ

とが困難となる｡ また､ アミノ基はタンパク質中に数が

多いことから､ 14C や３H を用いた放射標識､ あるいは蛍

光試薬を用いた蛍光標識の部位をして推奨される残基で

ある｡ アミノ基を14C や３H で標識したのもは､ チロシン

残基を125 I や131I によって標識したものよりは半減期が長

く安定な点で有利である｡ さらに､ 残基数が多いことは､

たとえば N 末端のように抗原性などに無関係なものが

多く抗原性をそこなうことなく標識したい場合には有用

であると考えられる｡

アミノ基の正の電荷をそのままに温存し､ なおかつ比

較的かさの低い修飾を行いたい場合の方法の１つにグア

ニジル化がある｡ これは､ O-アルキルイソ尿素を用い

てアミノ基を修飾する方法である｡ 一般によく用いられ

るのは､ O-メチルイソ尿素である｡ この反応の反応性

は比較的高く､ 特異性も比較的によい｡ しかし､ 反応の

pH が高い (pH10.5) ので制約がある｡ また､ 得られた

グアニジノ基は､ アミノ基より pKa が２～３高くなる

(Scheme 1)｡

O-メチルイソ尿素を用いるグアニジル化反応と類似

の反応で､ イミドエステル (多くはメチルまたはエチル

エステル) を用いて行うのがアミジン化である｡ アミジ

ン 化 反 応 は ､ グ ア ニ ジ ル 化 よ り 穏 や か な 条 件

(pH7～10) で､ しかも速く進むが､ pH 依存性が極めて

強い｡ したがって､ 適当な pH を選ぶことによってアミ

ジン化の反応速度をコントロールし､ 目的に合った修飾

を行うことが可能である (Scheme 2)｡
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還元アルキル化は､ タンパク質のアミノ基にアルデヒ

ドを作用させ､ 水素化ホウ素ナトリウムによって-NH-

CH２-R を生成する反応である10｡ 反応試薬には脂肪族ア

ルデヒド､ カルボニルを含むケトンなどが使われるが､

アミノ基の修飾にはホルムアルデヒドが最もよく用いら

れている｡ 生成物は主に N,N-ジメチル誘導体となり､

6M HCl 加水分解後､ アミノ酸分析計でジメチルリジン

として定量することができる｡ 生じたジメチルアミノ誘

導体の pKa は､ もとのアミノ基より0.6～0.6程度低く

なるが､ 他の方法よりも pKa の変動が少なく有利であ

る｡ さらに､ メチル基そのもののサイズがそれほど大き

くないのは利点であるが､ 反応の収率はあまりよくない｡

この反応は pH 依存性が強く､ pH6ではまったく反応が

進行せず､ 通常 pH8以上で行う必要がある (Scheme 3)｡

シアナートイオンはタンパク質中の多くの官能基と反

応するが､ とりわけ中性付近でプロトン化していないア

ミノ基と反応して安定な化合物を与える11｡ 反応にはカ

ルボキシル基を有する緩衝液は用いず､ ホウ酸緩衝液が

よく用いられる｡ 通常用いられるシアン酸カリウム

(KNCO) は水に極めて溶けやすく便利である｡ その濃

度が0.2M 以上ではチオール､ イミダゾール､ フェノキ

シおよびカルボキシル基とも反応するが､ それらの多く

は比較的不安定な化合物を生じるため分離精製の途中に

中性～弱塩基性で外れてしまう｡ 露出した遊離アミノ基

に対する反応速度は､ そのアミノ基の pKa と log k =

7.94 - 0.71 pKa (kは２次反応速度定数､ M－1min－1) の

ような関係があることが知られている12｡ したがって､

pKa で２単位の差は約100倍の差となり､ アミノ基のう

ちでもα-アミノ基の方がε-アミノ基よりもはるかに反

応性が高く､ pH7以上で100倍の差が見られる｡ pH5前

後ではカルボキシル基と混合酸無水物を生じ､ それらが

さらに重合物を生成する可能性があるが､ pH7～8では

そのような副反応は起こらない｡ このアミノ基の修飾法

は､ さらに発展してアミノ末端の分析みの応用されてい

る (Scheme 4)｡

次に､ 古くから用いられている方法として､ アセチル

化がある｡ 本反応の結果､ アミノ基の極性は失われ電荷

はゼロとなる｡ 無水酢酸との反応では､ 反応は pH が中

性から弱塩基性で比較的穏和な条件で進行するので有用

である｡ この試薬は水に難溶で､ 容易に分解して酢酸と

なるので低温で数回に分けて過剰に加え､ 反応させる｡

その際､ 無水酢酸の過剰量を一度に加えるとタンパク質

の変性が起こることに留意しなければならない

(Scheme 5)｡

N-アセチルスクシンイミド(1)､ あるいは N-ヒドロキ

シスクシンインミドアセテート(2)13では､ 中性付近の

pH で反応性が高く､ その分解は緩やかに起こり､ リシ

ンに対する選択性も高い｡ しかしながら､ 類似の試薬

N-アセチルイミダゾール(3)はチロシンに対する反応性

が高く､ アミノ基の修飾には不向きである (図３)｡

スクシニル化はアセチル化の１つであるが､ 多くのタ

ンパク質について､ しばしば有用である｡ この反応は通

常用いられる無水コハク酸は固体の結晶物で､ 比較的安

定で､ 反応条件は非常に緩和で､ 操作も簡単である｡ ア

ミノ基に対する特異性も高いが､ チオール基､ イミダゾー

ル基､ 水酸基との反応も知られている｡ 反応は弱塩基性

で進行し､ アミノ基との反応の結果､ 正の電荷が逆転し

て負の電荷が付加する｡ すなわち､ アミノ基１個につき

見かけ上２個の正の電荷が減少する｡ したがって､ 修飾

されたタンパク質の等電点は､ より酸性に移行する｡ 修

飾を受けたタンパク質の溶解度は､ アセチル化物よりも

高い｡ 負の電荷が増加するため陰性電荷同士が反発し､

タンパク質分子全体は見かけ上膨張する｡ その結果とし

て､ サブユニットが会合してできているタンパク質では

サブユニットの解離が生じる14,15｡ また､ 膜タンパク質

などのように疎水性が強く水に難溶なものの場合は､ 可

溶化の手段として有用である｡ この様な場合､ タンパク

質全体のコンフォメーションの変化などを伴ったも

の16, 17とそうでないもの18,19がある｡ アミノ基以外でチオー

ル基が会合に関与しているような場合には､ 静電的な反

発以外に､ S-スクシニル化の解離のために重要になるこ

とが考えられる｡ また､ タンパク質のアミノ酸配列の決

定などに際しては､ スクシニル化の別の有用性が挙げら

れる｡ すなわち､ 多くの場合､ トリプシンによる限定分
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解を行い､ トリプシンペプチドを与えるが､ このときリ

シンのε-アミノ基をブロックすることによってアルギ

ニン残基のところでのみ切断したペプチドを得ることが

できる｡ その時､ リシンをアセチル化した場合は溶解度

が低くなるが､ スクシニル化した場合は溶解度が高く好

都合のことが多い｡ 一般に､ スクシニル化したタンパク

質は､ pH7以上で可溶である (図４)｡

アミノ基を反応性と選択性の高いマレイル化試薬によっ

て反応させて保護したのち､ 他の残基を別の試薬で修飾

し､ その後､ アミノ基について保護基を可逆的に脱離さ

せることができる｡ 例えば､ トリプシンの特異的な切断

部位であるリシン残基とアルギニン残基のうち､ リシン

残基をマレイル基で保護し､ 得られたε-マレイル化リ

シンを含むペプチド結合はトリプシンに対して安定で､

基質とならず分解を受けない｡ これにトリプシンを作用

させるとアルギニン部位でのみ切断が起こり､ C 末端に

アルギニンを持つマレイル化リシンを含むペプチドを単

離することができる｡ 次いで､ マレイル保護基を脱離さ

せたのち､ このものをさらにトリプシン消化することで

リシンの C 末端で切断する利用法が可能である｡ この

ように可逆的に保護基の脱離とアミノ基の再生が容易で

あることは､ 構造活性相関や構造解析に有用である20｡

スクシニル化と同様､ マレイル化によって電荷は逆転す

るので､ イオン交換クロマトグラフィーや電気泳動での

分離は容易である｡ また､ スクシニル化合物と同様､ 溶

解度も上がる (Scheme 6)｡

マレイル化以外にジケテン(4)によってアミノ基のア

セトアセチルカ化を行い､ さらにヒドロキシアミンによっ

て脱アセチル行うことが報告されている21｡ また､ 2-メ

トキシ-5-ニトロトロポロン(5)は緩和な条件でアミノ基

にほぼ特異的に反応し､ しかもチオール基とは反応せず､

1～2M のヒドラジンによって pH8.5～9で脱ニトロトロ

ポニルが出来る点が有用である22,23(図５)｡

アミノ基の脱アミノ化反応は古くから亜硝酸を用いて

行われていたが､ その反応がα-アミノ基に対して比較

的特異性が高いことが見出され､ トリプシン24､ エラス

ターゼ25､ キモトリプシン26､ ペプシン27､ ネオカルチス

タン28､ インスリン29などに応用されている｡ さらにカ

ルボニル化合物との反応は自然界でタンパク質のアミノ

基が最もよく遭遇している反応であり､ その実用的な応

用もホルムアルデヒドなどについていえば､ タンパク質

化学以前から知られていたものである｡ また､ タンパク

質にジニトロフェニル (DNF) 基またはトリニトロフェ

ニル (TNP) 基を結合させることにより､ そのタンパ

ク質の抗原性を高めたり､ あるいは DNP 基または TNP

基対する抗体を作ることがあり､ これは免疫学的な観点

からは有用である｡ また､ TNP 化はアミノ基の定量法

としても重要である｡ さらに､ TNP 化に基づくアミノ

基の定量法で､ ニンヒドリン法などよりも反応が穏やか

で､ 分離操作も加熱も不要な方法としてトリニトロベン

ゼンスルホン酸によるアミノ基の定量がある｡

②カルボキシル基：タンパク質中のカルボキシル基に

は､ アスパラギン酸残基のβ-カルボキシル基､ グルタ

ミン酸残基のγ-カルボキシル基､ さらに C 末端アミノ

酸のα-カルボキシル基の３種類がある｡ これらのカル

ボキシル基は､ タンパク質に陰性電荷を付与し､ 極性を

高めて水溶液への溶解度を大きくするのに寄与している

一方､ 基質との結合や触媒作用の発現に関わるなど､ タ

ンパク質の立体構造の保持や機能発現のために重要な官

Recent advances in protein chemical modification.
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能基の１つである｡ カルボキシル基の修飾法の主要なも

としては､ アミド化､ エステル化､ 還元アルコール化の

３つに分けられる｡ いずれの方法も､ 条件を選べばカル

ボキシル基の完全な修飾を行うことができる｡

まず､ アミド化の方法として､ タンパク質のカルボキ

シル基の修飾は､ 1945年にはじめて Fraenkel-Conrat ら

によって報告されたが､ その方法は乾燥した塩化水素－

メタノール中でタンパク質のエステル化を行うものであっ

た｡ この方法は収量もよく反応性も高く､ 手近に行える

という利点はあるが､ 高濃度のメタノールと塩化水素の

存在下で行うため､ 多くの生理活性を有する安定性の低

いタンパク質にとっては過酷な条件であった｡ さらに､

不溶化するタンパク質が多いことに加えて､ 非水溶媒に

よる変性と酵素などの不活性化､ 脱アミド化と部分的エ

ステル化反応 (Asn→Asp-OMe, Gln→Glu-OMe など)､

セリン､ スレオニン残基における N→O 転移反応など

が起こる可能性があったため､ 広範な応用には限界があっ

た｡

1966年に Hoare と Koshland らは､ カルボジイミド30

を用いてカルボキシル基の修飾をより緩和にかつ系統的

に行うことを検討し､ 実用的な方法を開発した31｡ この

方法では､ 水溶性カルボジイミド (例えば､ 1-エチル-3-

ジメチルアミノプロピルカルボジイミド塩酸塩) によっ

てカルボキシル基を活性化し､ 任意のアミン成分 (例え

ば､ 塩化アンモニウム､ グリシンアミド､ グリシンメチ

ルエステル､ アミノメタンスルホン酸など) と pH4.7前

後で水溶液中で反応させる｡ 反応を中止させるには1M

酢酸などを反応液に加える (Scheme 7)｡

カルボジイミド法は､ 副反応が少ないと考えられてい

るが､ パパインに修飾を応用した場合､ カルボキシル基

以外の残基との予想外の反応が見出されている32,33｡ こ

れは､ 活性中心にある Cys25のチオール基とカルボジイ

ミドとが付加反応を起こし､ 非可逆的に不活性化されて

いた (Scheme 8)｡

また､ 19個のうち９個のチロシンの水酸基にも､ グリ

シル化が進行したが､ ヒスチジンとは反応しなかった｡

パパインの例では､ 基質の競合阻害剤であるベンズアミ

ドアセトニトリル存在下の修飾では活性中心のチオール

基と本来修飾されるべき２個のカルボキシル基の修飾は

保護された結果が得られている｡

酵素の基質特異性で正の電荷を好む性質を有する場合

(例えば､ トリプシンなど)､ 多くはカルボキシル基がそ

の酵素活性に関わっていることが示唆されるが､ その活

性に関与するカルボキシル基を選択的に修飾することは

容易ではない｡ そのような中で､ イソオキサゾリウムは

正の電荷を有しており､ 実際に pH3～5の範囲で他の残

基を修飾することなくトリプシン活性中心のカルボキシ

ル基を修飾することができる｡ Woodward 試薬を含む

いくつかのイソオキサゾリウム塩 (６～９) を用いて検

討され成功している (図６)｡

これらの試薬による修飾速度は経時的に低下すること

が知られており､ その理由としては､ 試薬の水溶液中で

の安定性が悪く､ 分解するためと考えられている34｡

その他のアミド化の方法として､ 液体アンモニアを用

いる方法がある｡ これは､ あらかじめエステル化したタ

ンパク質を液体アンモニア中で加アンモニア分解するか､

あるいは液体アンモニア中で直接エステル化とアミド化

を行う方法である｡

次に､ エステル化の方法として､ 1945年に Fraenkel-

Conrat と Olcott らによって開発された塩化水素－メタ

ノール法には､ 前述したように､ 脱アミド反応､ ペプチ

ド結合の N→O 転移､ 非可逆的変性など､ いくつかの

問題があるが､ 生理活性や酵素活性をあまり問題にしな

い場合で､ 完全にメチル化を行いたい場合や､ 高濃度の

塩化水素とメタノールでも安定なタンパク質であれば､

最も簡単に行えるカルボキシル基の修飾方法である｡ 本

法の特徴はほとんどすべてのカルボキシル基が定量的に

エステル化されうるということであり､ この点では､ 他

の方法よりは信頼性があり､ よく用いられている｡ しか

しながら､ コンンフォメーションは当然変化することが

予想される (Scheme 9)｡
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ジアゾ酢酸類は､ タンパク質のカルボキシル基をエス

テル化できるが､ その中でもジアゾ酢酸メチル､ ジアゾ

アセトアミド､ およびアゾアセチルグリシンアミドがよ

く知られており､ 特に後２者が好まれている (Scheme

10)｡ これらの試薬を用いるに当たっての注意点は､ イ

オン化および非イオン化状態のカルボキシル基のみなら

ず､ その他多くの負の電荷をもつ無機イオンとも反応す

る点である｡ たとえば､ 塩素イオンは反応してクロロア

セチル化物となる｡ しかし､ 過塩素酸イオンは反応せず､

そのため反応溶液に用いる事ができる｡ また､ ジアゾ酢

酸類は水分子と反応してグリコールを生成するので､ カ

ルボキシル基のエステル化の程度を高めたいときは､ 高

濃度の試薬を用いる必要がある｡

ジアゾ酢酸類と同様に､ ジアゾメタンもカルボキシル

基のエステル化に用いられる｡ ジアゾメタンの反応性は

一般に緩和であり､ 収率は低い｡ 応用例としては､ キモ

トリプシノーゲンＡ35､ リボヌクレアーゼ36､ およびウ

サギ IgG37などがあり､ 試薬を0.4～0.8mol/l 消費した

場合に上記のタンパク質はそれぞれ pH5.5, 4.5, 5.5

において､ カルボキシル基は約16％, 25％, 20％のエス

テル化が進行した｡

トリエチルオキソニウムフルオロボレート[(C２H５)３

O＋BF－
４]によるカルボキシル基のエチルエステル化はよ

く知られているが38､ この試薬の特徴は､ カルボキシル

基の pKa 値が低いほど反応性が高いことである｡ その

理由としては､ オキソニウムイオンが未解離のカルボキ

シル基よりもイオン化したカルボキシル基に対しての方

が電気的な親和性が強いためと考えられている｡ もちろ

ん､ 局所の立体障害によって左右されることは十分考え

られるが､ 特定のカルボキシル基の選択的化学修飾の目

的のためには有効である｡ 本法は､ pH2～7の緩和な条

件下で進行するが､ pH は高めの方がよく進行する｡ 副

反応としては､ 非特異的なメチオニンのエチルスルホニ

ウムの生成およびヒスチジンのエチルイミダゾリウム塩

の生成が知られている｡ 応用例としては､ トリプシン39

およびペプシン40などがある｡

これまで記した方法によるカルボキシル基のアミド化

あるいはエステル化は､ いずれも酸や塩基に不安定であ

り､ 親水性が低下して溶解度に変化をきたすことや､ エ

ステル基などがかさばって立体的に障害を起こす可能性

が考えられる｡ また､ アミド化あるいはエステル化反応

の多くは､ 反応収率が低いか､ 副反応､ あるいは分子内

架橋などの問題がある｡ このような問題点を解決するた

めに Atrassi と Rosenthal らは､ カルボキシル基のジボ

ランによる還元的修飾反応をより発展させ､ タンパク質

への応用を試みた41｡ カルボキシル基が本法で還元され

るためには､ プロトン化していることが必須の条件であ

り､ －10～０℃で注意深く行えば､ ペプチド結合やカル

バミド残基の還元は起こらず､ 比較的限定されたカルボ

キシル基が反応することができる｡ 室温より過酷な条件

では､ ヒスチジン､ アルギニンおよびプロリンが修飾を

受け､ もちろん､ シスチンの S-S 結合は開裂された｡ 応

用例としては､ γ-カルボキシグルタミン酸 (Gla) の同

定や､ ガストリンアナログおよびウシ IgG における N

末端のピログルタミン酸の同定がある42,43｡

③グアニジノ基 (アルギン残基)：アルギニン残基は

側鎖に塩基性の強いグアニジノ基 (pKa>12) をもち､

生理的条件では常にプロトン化型で存在している｡ この

残基は一般にタンパク質分子の表面に存在しており､ グ

アニジノ基は溶媒の水分子に接しうる状態にあると考え

られている｡ そのため､ アルギニン残基の修飾は緩和な

条件で行う事ができ､ しかも用いられる修飾試薬も無差

別にアルギニン残基と反応するほど強力でないので､ 適

当な条件下では､ 反応しやすい限られた残基だけを修飾

することが可能である｡ 特に､ アルギニン残基はヌクレ

オチドなどリン酸イオンを含む物質と相互作用するタン

パク質においては､ リン酸イオンと結合に関与すると推

定されており､ この残基の限定的な修飾がこれからのタ

ンパク質の機能に大きな役割をおよぼす可能性が示唆さ

れる｡

アルギニン残基の修飾試薬としては､ 2,3-ブタンジオ

ン(ジアセチル)､ 1,2-シクロヘキサンジオンなどα-ジ

ケトン類やフェニルグリオキサールなどのα-ケトアル

デヒドが用いられており､ 弱塩基性条件下でタンパク質

と反応させる｡ これらのα-ジカルボニル化合物のグア

ニジノ基との反応性はそれほど大きくなく､ 修飾反応に

おいて大過剰の試薬を用いてもすべてのアルギニン残基

が反応することはまれである｡

アルギニン残基は､ フェニルグリオキサール(10)によ

り pH8～9において修飾される｡ その際､ アルギニン残

基１個当り２分子の試薬が反応する｡ 修飾生成物として

２種類の化合物 (12､ 13) が推定されされるが､ 12の可

能性が大きい｡ この試薬による修飾では14C 標準試薬が

容易に使用でき､ 修飾生成物も塩基性に長時間さらされ

ないかぎり安定であるので､ 修飾残基の同定を行いやす

い｡ しかし､ 修飾の結果､ アルギニン残基に２つのベン

ゼン環が導入されるので､ 修飾残基近傍の構造が局所的

にかなり影響を受けるのはまぬがれない (Scheme 11)｡
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フェニルグリオキサールによる修飾を緩和な条件で行

う限りでは､ タンパク質中のアルギニン残基だけが反応

するが､ 試薬濃度を大きくするなど条件を過酷にすると

アミノ末端の脱アミノ反応を起こしやすい｡ その結果､

アミノ末端はα-ケト酸残基に変化する (Scheme 12)｡

リボヌクレアーゼＡのアミノ末端リシン残基は､ 1.5

％フェニルグリオキサールと pH8.0､ 25℃で反応し､ 60

分後には殆ど全部が脱アミノ化される44｡ 同様に､ ジス

ルフィド結合を還元後 S-カルボキシメチル化したイン

スリン B 鎖の末端フェニルアラニン残基､ α-キモトリ

プシン C 鎖の末端アラニン残基もこの試薬と反応する

が､ トリプトファンやα-キモトリプシン中のイオン対

を作っているイソロイシン残基のα-アミノ残基は反応

しない45｡ フェニルグリオキサールは､ このほかリシン

やシステインとも反応するが､ 普通用いられる条件では

これらの残基への顕著な修飾はほとんど報告されていな

い｡ たとえば､ クレアチンキナーゼの１残基のシステイ

ンは一般のチオール試薬と反応するが､ フェニルグリオ

キサールにより修飾はされない46｡ しかし､ ロダネーゼ

の Cys247は KCN 存在下 pH7.8で小過剰のフェニルグ

リオキサールと反応させるとき､ 近傍のチオール基とジ

スルフィド結合を生成する47｡ この際､ Cys247と架橋す

る残基は Cys263である｡

次に､ 1,2-シクロヘキサンジオン(14)は､ 強塩基性で

アルギニン残基のグアニジノ基と反応して N- (4-オキソ-

1,3-ジアザスピロ[4,4]ノニリデン-2)オルニチン残基

(17) を生成する48(Scheme 13)｡

この反応では中間体として N８－(1,2-ジヒドロキクロ

ヘキシレン-1,2)アルギニン(15)が生成するが､ ホウ酸

イオンが存在するとその cis-グリコール部分がホウ酸付

加物(16)を生成して安定化すると考えられている｡

Patthy と Smith は､ この安定化を利用し､ pH8～9でア

ルギニン残基だけを選択的に修飾する方法を確立し

た49,50｡

次に､ Yankeelov は､ アルギニン残基の2,3-ブタンジ

オンによる修飾には､ 試薬として単量体より反応性の大

きい三量体や二量体が有効であること明らかにし51,52､

リボヌクレアーゼ A やウシ血漿アルブミンの修飾に用

いたが､ この方法ではリシン残基への副反応やアルギニ

ン残基の修飾生成物が単一でないなど満足すべき結果で

はなかった｡ その後､ Riordan は､ 2,3-ブタンジオンの

単量体(18)を弱塩基性のホウ酸緩衝液中で直接カルボキ

シペプチターゼ A と反応させてアルギニン残基を修飾

すると酵素活性が変化することを見出した53｡ ホウ素イ

オンは1,2-シクロヘキサンイオンによる修飾と同じく､

試薬とグアニジノ基との反応により生成する4,5-ジヒド

ロキシ-4,5-ジメチルイミダゾリン誘導体(19)の cis-グリ

コール部分と錯体(20)を生成して19を安定化して修飾反

応を促進すると考えられている (Scheme 14)｡

したがって､ ジヒドロキシイミダゾリン誘導体(19)が

主生成物である反応段階で修飾を停止するためにホウ素

イオンを系外に除くと､ ホウ素錯体(20)は分解してもと

のアルギニン残基を再生する｡ いいかえると､ 修飾反応

が短時間に行われるときには､ アルギニン残基の2,3-ブ

タンジオンによる修飾を可逆的に行うことができる｡

④イミダゾール基 (ヒスチジン残基)：ヒスチジン残

基は､ タンパク質の機能に直接関与する残基として最も

代表的なものであり､ タンパク質の機能に関わる官能基

を明らかにしようとするときには､ この残基の側鎖のイ

ミダゾール基が化学修飾の対象となることが多い｡ イミ

ダゾール基は中性付近に解離平衡をもち､ 酸化や還元に

対して抵抗性を示す安定なヘテロ環である｡ ヒスチジン

残基の修飾法として､ ジエチルピロマルボネートによる

N-エトキシホルミル化､ 光増感酸化､ ヨード酢酸によ

る N-アルキル化､ ジアゾテトラゾールによる C-ジアゾ

化などが報告されている｡

タンパク質の機能発現にヒスチジン残基が直接関与す

る例として､ Schneider は約80種の酵素やタンパク質を

挙げており54､ この事は､ 酵素の活性部位には中性付近

の解離定数をもつヒスチジン残基が存在する割合が多い
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ことを示唆している｡ ヒスチジン残基のもつこのような

特性は､ この残基には他の残基とは異なった修飾法が適

用できることを示しており､ タンパク質との特別の親和

性をもつ試薬による親和性標識を利用できることを表し

ている｡ しかし､ この修飾法においても親和性をどのよ

うに利用するかは修飾試薬の構造に左右され､ 基質とほ

とんど同じ構造をもつ試薬をつかって酵素の活性部位の

限られた位置の官能基を修飾できるほか､ 基質の一部と

類似の構造をもつ試薬によりことなった位置の官能基の

修飾も可能である｡

ヒスチジン残基の一般的な修飾法として､ ジエチルピ

ロカルボネート (DEP,22) によるイミダゾール基の N-

エトキシホルミル化(23)反応がある (Scheme 15)｡

この反応では､ DEP がプロトン化していない側鎖の

イミダゾール基(21)と反応するので塩基性で修飾を行う

のが有利であるが､ 試薬や生成する N-エトキシホルミ

ル基が塩基性で不安定であるため､ 通常､ 反応は室温､

pH6.0～6.5で行われる｡ また DEP は加水分解されやす

いのでヒスチジン残基量より過剰の試薬が用いられ､ 多

くの場合､ イミダゾール基のエトキシホルミル化反応は

速く､ 実際には修飾反応の時間としては､ 数分～１時間

で行う｡ この様な条件のもとでは DEP はタンパク質中

の一部のヒスチジン残基を修飾するだけであり､ ヒスチ

ジン残基全部の修飾には尿素や SDS でタンパク質を変

性させた状態で反応を行う必要がある｡

DEP は修飾試薬としては求核性基と反応するごく一

般的なアシル化剤であり､ 試薬自身がイミダゾール基に

特異的な親和性や反応性をもつ試薬ではない｡ そのため､

ヒスチジン残基に優先的に反応させるため､ 弱酸性で低

濃度の試薬を限られた量だけ用いて､ リシン､ チロシン､

システインの各残基への修飾を相対的に抑えるように条

件を設定して､ タンパク質と反応させる｡ 多くの場合､

タンパク質中のイミダゾール基の反応性が低分子のイミ

ダゾール化合物より高く､ ヒスチジン残基の優先的な

N-エトキシホルミル化が行われるが､ タンパク質によっ

ては､ ヒスチジン以外の残基の部分的な修飾が避けられ

ないことがある｡ さらに極端な場合では､ 目的とするヒ

スチジン残基がまったく修飾されず､ 他の残基だけが修

飾されることがある｡ ペプシンのα-アミノ基55､ ホスホ

リパーゼ A２のε-アミノ基56やキモトリプシンの Ser195

の水酸基55などがその例である｡ その他､ まれにトリプ

トファン57やアルギニン58も修飾される｡

また､ メチレンブルー(24)やローズベンガル(25)を増

感剤として中性から塩基性においてタンパク質の光酸化

を行うと､ ヒスチジン残基が優先的に酸化される場合が

多い (図７)｡ このような選択性は､ ヒスチジン残基の

イミダゾール基が分子の表面に露出しているときには､

このアミノ酸がメチオニン､ トリプトファン､ チロシン

に比べて酸化速度が大きいため生じたと考えられてい

る59－61｡

⑤インドール基 (トリプトファン残基)：各種タンパ

ク質のアミノ酸組成をみると､ トリプトファンの含有率

はメチオニンと同様に最も低い部類に属する｡ トリプト

ファン残基は､ かさばったインドール環に基づく相互作

用によりタンパク質の高次構造維持に貢献しているもの

と考えられている｡ また､ 基質結合部位にあって､ 基質

との結合に重要な役割を果たしているものもあり､ パパ

イン62の Trp69および177､ キモトリプシン63の Trp215､

リゾチーム64の Trp62､ ブタ膵臓ホスホリパーゼ A２
65の

Trp3などがある｡

N-ブロモスクシンイミド (NBS) は２つのカルボニ

ル基の電子吸引性に基づいて､ 臭素陽イオンを放出し､

酸化反応を行う (Scheme 16)｡

NBS によるタンパク質の修飾の目的は２つあり､ 第

一はトリプトファン含有の定量であり､ 第二はトリプト

ファン残基の修飾と活性の相関を調べて､ トリプトファ

ン残基のそのタンパク質機能への寄与を調べることであ

る｡ トリプトファン残基のタンパク質機能への寄与につ

いては､ 酸化トリプトファン残基数との活性相関が知れ

ばよい｡ タンパク質1mol 当り1mol のトリプトファンが

修飾を受けて活性が消失すれば､ 特定のトリプトファン

残基の特異的修飾の可能性を示唆する｡

NBS によるトリプトファンの修飾は､ Patchornik

ら66,67により紹介されたが､ トリプトファン含量の滴定

と同時に､ トリプトファン残基のカルボニル基が関与す

るペプチド結合の切断に関するものであった｡ この化学

的切断は長鎖ペプチドとしては最初にアミノ酸29個より
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なるグルカゴンに対して試みられ､ pH4.0で3.5～5倍 mol

の過剰量の NBS を使用したとき､ 開裂率は６～14％で

あった｡ その後かなりの数のタンパク質について開裂が

調べられたが､ 収率が満足できるものは殆どなく､ 現在

では開裂を目的とした NBS の反応は殆ど行われていな

い｡ NBS によるタンパク質の修飾反応は､ 主として酸

性 pH 条件で行われ､ オキシトリプトファンが生成され

る｡ pH を上げると反応効率が落ちるが68､ 中性近くで

は少量の NBS による選択的修飾も可能である｡ 弱塩基

性溶液で N-アセチル-L-トリプトファンメチルエステル

を１当量の NBS で酸化すると､ 好収率でしかも瞬時に

2,3-ジヒドロピロ[2,3-b]インドール誘導体を与える69｡

この反応はα-アミノ基の関与するペプチド結合に回転

の自由度がある時に限られており､ 短いペプチドに限ら

れた反応である (Scheme 17)｡

NBS の関連化合物として､ 濃厚尿素溶液に NBS を作

用させる in situ 合成で得られる N-ブロモ尿素が､ トリ

プトファンペプチドのより穏やかでより選択性開裂試薬

として報告されている70｡ N-ブロモアセトアミド66は､

NBS に比べると作用力が弱い｡ トリブロモクレゾール

や N-クロロベンゾトリアゾール71も NBS と比べてより

穏やかな試薬である｡ 2-(2-ニトロフェニルスルフェニ

ル)-3-メチルインドールに NBS を作用させて得られる2-

(2-ニトロフェニルスルフェニル)-3-メチル-3-ブロモイン

ドレニンは､ NBS より選択的な試薬である72｡ 本試薬を

10倍 mol 量の50％酢酸中で作用させたとき､ トリプト

ファンが完全に消失し､ メチオニンがメチオニンスルホ

キシド､ システインがシスチンに酸化されるほか､ 他の

アミノ酸に変化は認められなかった｡ 30倍 mol 量で20

時間の反応ではチロシンに14％程度の減少が見られた｡

対照とした NBS では､ トリプトファンの他にチロシン､

ヒスチジン､ メチオニンおよびシステインが完全に消失

する結果となった｡

NBS 以外の修飾法としては､ 2-ヒドロキシ-5-ニトロ

ベンジルブロミド､ アリールスルフェニルクロリド､ ホ

ルミル化､ オゾン酸化がある｡ まず､ 2-ヒドロキシ-5-ニ

トロベンジルブロミド (HNB-Br) は､ 酸性条件下では､

チオール基を除けばトリプトファンに対して特異的な試

薬である73｡ 塩基性 pH ではフェノール性水酸基とも反

応するようになる｡ この試薬の反応性の大きいことは､

次に示す共鳴によるカルボニウムイオンの安定化による

ものと考えられている (図８)｡

この試薬は､ したかって水とも反応し､ 2-ヒドロキシ-

5-ニトロベンジルアルコールを与える｡ トリプトファン

残基との反応では､ HNB-Br がまずインドールの３位を

攻撃して中間体インドレニン誘導体(26)を生成し､ これ

が種々の転移反応をおこし27～29のモノ置換体を与え､

さらにジ置換体(30)も生成する (Scheme 18)｡

HNB-Br は水溶液には溶けないので､ 水と混ざりうる

有機溶媒に溶かしてタンパク質溶液に加える｡ 溶媒とし

ては､ アセトン､ ジオキサン､ ジメトキシエタンなどが

用いられており､ メタノールでは加溶媒分解が起こるこ

とが知られている74｡ HNB-Br の関連化合物として､ 2-

ヒドロキシ-5-ニトロベンジルクロリド (HNB-Cl)､ 2-メ

トキシ-5-ニトロベンジルブロミド､ 2-アセトキシ-5-ニト

ロベンジルクロリドおよびジメチル- (2-ヒドロキシ-5-

ニトロベンジル)スルホニウムクロリド (MHNBS-Cl)

などがある｡ HNB-Cl は HNB-Br と同等の性質を示し､

2-アセトキシおよび2-メトキシ誘導体は HNB-Br と比べ

て反応性においては劣り､ 水に対する溶解性も悪くなる｡

MHNBS-Cl はインドール核をアルキル化するとともに

ジメチルスルフィドを遊離し､ 反応性では HNB-Br と
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比べて劣るが､ 水溶性という利点があり､ 酸性 pH にお

いてはかなり安定である｡ アミノ酸側鎖特異性は HNB-

Br と同様であって pH4ではメチオニンやチロシンとは

反応しない｡

アリールスルフェニルクロリド類は､ 酸性条件下で､

トリプトファンとチオール基とのみ反応する特異性の高

い試薬である75－77｡ アリールスルフェニルクロリドは､

トリプトファンのインドール核の２位と反応し､ チオエー

テル結合を形成し､ アリールスルフェニルトリプトファ

ンを与える (Scheme 19)｡

修飾に用いられるアリールスルフェニルクロリドは､

2-ニトロフェニルスルフェニルクロリド (NPS-Cl)､ 4-

ニトロフェニルスルフェニルクロリド (pNPS-Cl)､ 2,4-

ジニトロフェニルスルフェニルクロリド (DNPS-Cl) お

よび2-ニトロ-4-カルボキシフェニルスルフェニルクロリ

ド (NCPS-Cl) などがある (図９)｡

この試薬の欠点は水系にだけでは溶けにくいことであっ

て､ 酢酸とかギ酸をある割合で使用することが多い｡ カ

ルボキシル基をもつ NCPS-Cl が比較的溶けやすいので､

できるだけ緩和な条件を選ぶときには､ この試薬が適し

ている｡ しかし､ 一方では溶媒に有機酸をまったく使用

せず､ 結晶試薬をそのまま用いることもある｡

トリプトファンをギ酸に溶かし､ 塩化水素ガスを通じ

るとインドールの NH 基がホルミル化を受け､ N-ホル

ミルトリプトファンを生成する｡ N-ホルミル基は弱塩

基性にすると除去され､ インドールを再生する｡ これは､

トリプトファンの修飾反応のうちでも唯一の可逆的修飾

反応である (Scheme 20)｡

オゾンは気体状の強い酸化剤であり､ タンパク質に含

まれる殆ど全ての官能基を酸化することができるが､ 等

mol のオゾンとの反応条件を選ぶと､ トリプトファン残

基の側鎖インドール核を優先的に酸化して N-ホルミル

キヌレニン残基に変換することができる78｡ しかし､ タ

ンパク質にシステイン残基やメチオニン残基が存在する

と､ これらの残基の側鎖の硫黄原子も同時に酸化される

(Scheme 21)｡

インドール核の酸化反応は殆ど pH の影響を受けず､

いろいろの pH でタンパク質のオゾン酸化が可能である

が､ トリプトファン残基への選択性を高めるには､ 酸化

に用いるオゾン濃度および反応温度のコントロールが必

要である｡ 酸化溶媒として､ 一般に水､ 種々の緩衝液や

濃厚ギ酸が用いられるが､ 遊離のアミノ基はオゾンと反

応しやすいのでトリス緩衝液は使用しない方がよい｡ 水

溶液系の反応では､ タンパク質の高次構造を保ったまま

修飾できるので､ 分子表面に存在するトリプトファン残

基の修飾に適している79｡ ギ酸系の反応では､ タンパク

質を変性させた状態で反応させるので､ 分子内部に存在

するトリプトファン残基も修飾される｡

⑥フェノール基 (チロシン残基)：チロシンはフェノー

ル性水酸基をもち､ この水酸基のプロトンの解離は pH

依存的であり､ pKa は10.1である｡ プロトンが解離すれ

ば､ 共鳴によりベンゼン環の電子密度が高くなるので､

求電子試薬と反応しやすくなる (図10)｡

チロシンの化学修飾に多用されているテトラニトロメ

タンとヨウ素化反応について述べる｡ まず､ テトラニト

ロメタン (TNM) は､ Riordan ら80および Sokolovsky

ら81が pH8という穏和な条件でチロシンおよびタンパク

質に作用させ､ チロシン水酸基のオルト位にニトロ化が

起こり､ 3-ニトロチロシンが生成することを見出して以

来チロシン残基の修飾試薬として用いられるようになっ

た (Scheme 22)｡ N-アセチルイミダゾール82よりも

TNM はチロシン残基に対してより選択的である｡

TNM はチロシンよりチオール基とより速く反応する

ことが知られている83｡ チオール基のみとの反応では､

ニトロホルムイオンに基づく吸収より追跡することがで
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きる｡ 反応性は pH5～9の範囲であまり差がないが､ pH

5以下では減少する｡ チオール基と TNM の反応では､

ジスルフィドやスルフィン酸が生成する｡ したがって､

チオール基を含むタンパク質でチロシンの修飾を行う場

合には､ チオール基を可逆的に保護する必要がある｡ チ

オール基の保護には四チオン酸カリウム (S４O ２－
６ ) で

処理して､ S-スルフェニルスルホネート (R-S-SSO －
３ )

とする｡ 修飾反応後､ この保護基はメルカプトエタノー

ルあるいはジチオスレイトールなどのチオール試薬で処

理して除去し､ チオール基を再生させる84｡ その他のア

ミノ酸残基との反応として､ トリプトファン､ メチオニ

ン､ ヒスチジンに大過剰の TNM を使用した場合､ pH7

以上でニトロホルムイオンの生成を認め､ 反応が起こる

ことが報告されている81｡ しかし､ アミノ酸混合物に

TNM を作用させて変化があったのはチロシンとシステ

インのみであり､ 反応性には大きな差がある｡

ヨウ素化試薬よるチロシン残基の修飾はかなり古くか

ら行われている｡ ヨウ素化試薬としては､ 三ヨウ化物イ

オン(I －
３ )､ 一塩化ヨウ素､ ヨウ化カリウム＋クロラミ

ン T などがある｡ いずれの試薬でも､ ヨウ素化の活性

種は次亜ヨウ素酸 (HOI) と考えられている｡ また､ ペ

ルオキシダーゼを触媒としてヨウ素化する方法も行われ

おり､ 不溶化ラクトペルオキシダーゼを用いる場合もあ

る｡ チロシンにヨウ素化試薬を作用させると２段階の反

応で3-ヨードチロシンと3,5-ジヨードチロシンを与える

(Scheme 23)｡

ヨウ素化反応には125I および131I の放射性ヨウ素を使用

することができる便利さあり､ 標識残基を含むペプチド

の分離と反応の課程の比較できる｡ また､ 125I および131I

は個別に定量することができるので､ タンパク質を相当

するリガンドを含む系では125I 試薬で､ リガンドを含ま

ない系では131I 試薬でヨウ素化を行い､ ２つのタンパク

質を一緒にして､タンパク質分解酵素で消化し､ペプチド

を分離する｡ リガンドが結合する部位にヨウ素化された

チロシンがあると､その残基を含むペプチドでは､125I

／131I の比が他の修飾ペプチドに比べて小さくなる｡ こ

の方法がカルボキシペプチダーゼ A にβ-フェニルプロ

ピオン酸 (拮抗阻害剤) を用いて適用され､ Trp248が

活性部位に存在することが示された85｡ また､ ヨウ素化

試薬はチオール基を容易に酸化する｡ チロシンの選択的

修飾を問題とするときは､ 先に述べたように､ チオール

基の可逆的な保護が必要である｡ 他のアミノ酸では､ ヒ

スチジンがヨウ素化を受け､ トリプトファンも酸化反応

を受けることがある｡

⑦チオエーテル (メチオニン残基)：タンパク質にお

いて､ メチオニンはその存在率がトリプトファンと同様

に低いものであるが､ その機能には興味がもたれている｡

チオエーテル基は弱い求核性をもつが､ タンパク質中の

他の求核的グループとは異なり､ pH1～14の範囲でプロ

トン化することが無いので､ 酸性条件下での選択的修飾

が可能である｡

メチオニン残基の修飾には､ 過酸化水素や過ヨウ素酸

などの酸化剤および N-クロロスクシンイミド､ N-ブロ

モスクシンイミド､ クロラミン T､ トリクロロメタン

スルホニルクロリド (CCl３SO２Cl) などの活性ハロゲン

をもつ酸化剤によるメチオニンスルホキシドへの酸化､

ならびにハロゲン化アルキルによるメチオニンアルキル

スルホニウム塩への変換がある｡ メチレンブルーを光増

感剤とする光酸化反応でも酸性 pH でほぼ選択的にメチ

オニンスルホキシドへ酸化を受けるが86､ pH によって

はヒスチジンやトリプトファンにも反応を受けるので､

光増感酸化反応はそれぞれのタンパク質について反応残

基の検討が必要である (Scheme 24)｡

チオールを含まないタンパク質では､ 過酸化水素はほ

ぼ特異的にメチオニンを酸化し､ メチオニンスルホキシ

ドとする｡ チオール基は過酸化水素によりスルフィン酸

やジスルフィドに酸化される｡ チオールの酸化は低い

pH では反応速度が減少するが､ メチオニンの酸化は

pH が低くなるほど反応性が増大する傾向がある87｡ 一

般に､ 他の残基の反応性は pH を低くすると小さくなる

ので､ 過酸化水素によるメチオニンの酸化は低 pH 条件

下で行われるのが普通である｡

次に､ Shechter ら88は､ N-クロロスクシンイミド (N

CS)､ N-ブロモスクシンイミド (NBS) クロラミン T

など活性ハロゲン試薬によるアミノ酸混合物の酸化反応

を検討した (図11)｡
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pH2.2および8.5において NBS 量を増加しつつ酸化生

成物を調べた結果､ いずれの pH においても､ メチオニ

ンが最も酸化を受けやすく､ ついてトリプトファン､ シ

ステイン､ チロシン､ ヒスチジンの順序で変化を受ける｡

酸性 pH の方が､ pH8.5よりも酸化反応が起こりやすい｡

NCS は pH2.2および7.5で､ メチオニンおよびトリプト

ファンのみを酸化する｡ クロラミン T は､ NCS と同様

に pH2.2ではメチオニンとトリプトファンの両方を酸化

するが､ pH8.5ではメチオニンのみを酸化し､ トリプト

ファンには影響を与えない｡ また､ 反応性の序列は NB

C>NCS>クロラミン T である｡

また､ メチオニンのチオエーテル基はヨード酢酸やヨー

ドアセトアミドのようなアルキル化試薬と反応してアル

キルスルホニウム塩を形成する｡ pH4以下の酸性領域の

アルキル化反応は､ メチオニンとシステインに限られ､

pH が高くなるとヒスチジンたアミノ基が反応するよう

になる｡

ところで､ メチオニン残基に特異的なブロモシアン

(BrCN) による化学的開裂は､ タンパク質の断片化の

最初のステップとして多用され､ １次構造を研究する上

で欠くことのできない手法になっている89｡ BrCN によ

りメチオニン残基で開裂したペプチド断片を再結合させ

る再構成も行われている｡ BrCN でメチオニン結合を切

断した場合にはメチオニン残基はホモセリンラクトンと

なり､ このホモセリンラクトンが他方のペプチドのα-

アミノ基による求核攻撃を受けて再びペプチド結合を形

成すれば､ メチオニン残基がホモセリンに置換される

(Scheme 25)｡ このような共有結合の再生がなくても､

断片間の非共有結合による相補的な結合により､ 非修飾

タンパク質と同じ空間構造をとり､ 活性の再生あるいは

増大が生じる場合がある｡

BrCN による開裂反応は､ タンパク質の断片化のみに

注目するれば､ ペプチド結合の切断を伴わない化学修飾

法にはそぐわない｡ しかし､ C 末端ホモセリンラクトン

において､ ペプチド結合の生成が起これば､ メチオニン

残基のホモセリン残基への変換という１つの修飾反応と

考えられる｡ 共有結合形成の有無にかかわらず､ BrCN

断片間の再結合により活性が再現すれば､ 各断片に種々

の修飾を施すことにより構造と機能の関係を調べる事が

できる｡

⑧水酸基 (セリン残基)：活性部位にセリン残基をも

つタンパク質分解酵素には､ 膵臓からのキモトリプシン､

トリプシン､ エラスターゼ､ 十二指腸のエンテロキナー

ゼ､ 血液凝固系のプロテアーゼ類からパン酵母のカルボ

キシペプチダーゼ Y､ 細菌起源のスプチリシン類まで

かなりの数のものが知られている｡ これらは､ ジイソプ

ロピルフルオリン酸 (DFP) で活性セリン残基がアル

キルリン酸化を受けて失活するという共通の性質をもっ

ている｡ 活性部位のセリン残基は大きな求核性水酸基を

もつ活性セリンであって､ 他のセリン残基に比べて反応

性が異常に高いことで区別することができる｡ この活性

セリンを含むプロテアーゼ (セリンプロテアーゼ) につ

いては､ DFP からシアン酸に至るまでさまざまな求電

子試薬もよる修飾が行われている90｡ このような特殊な

セリンを除けば､ 他のセリン (およびスレオニン) 残基

については､ 緩和な条件下での選択的反応はないに等し

い｡ 幾分過酷な条件下のアセチル化反応がある91｡ これ

は､ アミノ酸混合物をトリフルオロ酢酸に溶かして塩化

アセチルを作用させると､ セリン､ スレオニンおよびチ

ロシンは O-アセチル化を受け､ システインは S-アセチ

ル化を受け､ トリプトファンは分解する｡ しかし､ トリ

プトファンをギ酸中塩化水素で処理して得られる N-ホ

ルミルトリプトファンはこの条件で安定である｡ チロシ

ンの O-アセチル基はヒドロキシルアミンにより pH6.5

で除去できるが､ セリンおよびスレオニンの O-アセチ

ル基は pH10以上ではじめて除去することができる｡

セリン酵素の活性セリンは特異的な修飾が行えるので､

これを利用した２次的修飾反応も可能である (Scheme

26)｡

セリンプロテアーゼの活性セリン残基のデヒドロアラ

ニンやシステインへの変換がある｡ デヒドロアラニン酵

素の調整には､ フェニルメタンスルホニル酵素をアルカ

リで処理するが､ 微妙な条件の設定が必要である｡ チオー

ル酵素の調整では､ フェニルメタンスルホニル酵素をチ

オ酢酸やチオ安息香酸で処理する｡

⑨チオール基 (システイン残基)：システインのチオー

ル基 (-SH) とシスチンのジスルフィド基 (-S-S-) は､

多くの酵素､ ホルモン､ その他の生物学的に活性なタン

パク質の特異的な機能に密接なかかわりをもち､ したがっ

て多くの生理的過程とも関係がある｡ チオール基は非常

に高い反応性を示し､ アルキル化､ アシル化､ 酸化､ チ

オール－ジスルフィド交換反応､ フェニルハライドとの

反応､ メルカプチドの形成､ ヘミメルカプタールの形成､
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電荷移動型複合体の形成など多種多様の化学反応を起こ

す｡ 一方､ チオール基に比べてジスルフィド結合の反応

性は低い｡ 種々の試薬の影響が小さいこと､ その安定性

から､ ジスルフィド結合がタンパク質の高次構造の維持

を担っていることが示唆される｡

低分子チオール化合物の SH 基の場合とは異なり､ タ

ンパク質中の SH 基の pKa は多くの因子の影響で変化

する｡ その一つは､ タンパク質中でのチオール基の空間

的配置である｡ 覆われた (masked) あるいは埋没して

いる (buried) チオール基は､ タンパク質分子の中の疎

水的環境にあって溶媒に接触できないために､ 一般に分

子表面にある (exposed) チオール基よりも高い pKa 値

を示す｡ また､ タンパク質中のチオール基の電離に影響

を与えるもう一つの重要な因子は､ 近傍に存在する荷電

基による静電効果である｡ チオール基のすぐ近くに荷電

したアミノ酸残基が存在すると､ チオール基の pKa は

～8.35へ低下し､ 荷電したアミノ酸残基が近傍にないと

きは､ pKa は～9.5となり､ また近くに負に荷電したア

ミノ酸残基があるときにはタンパク質チオール基の

pKa は10.3へ上昇する｡ さらにチオール基は水酸基と異

なり､ 水素結合形成能に乏しい｡ それは､ 硫黄に電気陰

性度が酸素に比べて小さく､ 炭素と同等であることから

説明することができる｡ したがって､ 水素結合の形成に

よってシステイン残基のチオール基がタンパク質の分子

構造の安定化に寄与しているとは考えにくく､ -S-は-CH

2-とほぼ等しい疎水性を示すことから非解離状態ではシ

ステインの側鎖はむしろ疎水結合に関与する可能性が高

いと考えられている｡

チオール基の化学修飾法として､ ハロゲン化アルキル

によるアルキル化がある (Scheme 27)｡ ハロゲン化ア

ルキル化剤としては､ モノヨード酢酸およびそのアミド､

モノブロモ酢酸およびそのアミド､ α-ヨードプロピオ

ン酸､ β-ブロモエチルアミン､ モノクロロ酢酸､ クロ

ロアセトフェノンなどが上げられる｡

タンパク質チオール基とモノハロ酢酸の反応に関して

は､ 反応試薬のもつカルボキシルアニオン(XCH２COO－；

X=I, Br, Cl) とタンパク質あるいは補欠分子族が有す

る荷電したアミノ酸側鎖との静電相互作用が重要な因子

として存在している92｡ モノハロゲン化酸およびその酸

アミド誘導体はチオール基と反応するだけでなく､ メチ

オニンのチオエーテル基と反応してスルホニウム塩を作

る｡ また､ イミダゾール基､ アミノ基､ フェノール基な

どとも反応することが報告されている｡ 種々あるハロ酸

の中でα-ヨードプロピオン酸およびそのアミド化合物

が最もチオール基に対して特異的であり､ そのアミドは

酸に比べて40倍遅く反応するが､ 特異性は２倍になる93｡

タンパク質中の多数の親核性基は､ モノハロ酢酸によっ

てアルキル化され､ カルボキシメチル化される｡ カルボ

キシメチル化されたタンパク質は通常安定な誘導体であ

り､ 修飾タンパク質を研究する場合好都合である｡ また､

チオールは分極したり､ あるいは容易に分極可能な二重

結合をもつアクリロニトリル､ アクリルアミド､ アクリ

ル酸エチル､ アクロレイン､ 無水マレイン酸､ N-エチ

ルマレイミド､ ビニルスルフォンなどの化合物に付加す

る｡ これらの反応は不可逆で通常塩基性 pH で急速にお

こることから､ メルカプチドイオンが反応種である｡

その他のアルキル化反応として､ キノン環の二重結合

に付加してヒドロキシキノンあるいはキノンのチオエー

テル誘導体を生成し､ またキノンはチオールを酸化して

ジスルフィドにする｡ エチレンオキシドによるチオール

化合物の S-ヒドロキシエチル化は､ メルカプトイオン

の求核置換を律速段階として起こり､ 一般にチオール基

の pKa が高ければ高いほど､ 相当するメルカプチドイ

オンの反応性が大きくなる｡ O-メチルイソ尿素は通常

タンパク質のアミノ基のグアニジル化に使用されるが､

同時に S-メチル化も起こる｡ 1-フルオロ-2,4-ジニトロベ

ンゼン (FDNB)､ 1-クロロ-2,4-ジニトロベンゼン

(CDNB) および2,4,6-トリニトロベンゼン-1-スルフォン

酸 (TNBS) はチオール基をアリル化する｡ これら３種

類の試薬はもともとタンパク質のアミノ基の標識に用い

られてきたが､ 通常､ チオール基の方がアミノ基よりも

速く反応する｡ 3-マレイミド安息香酸 N-スクシンイミ

ジル (NBS)､ エチルクロロアセタミド､ 4-クロロ-3,5-ジ

ニトロフェナシルブロミドなどは､ 二官能性試薬として

使用されている (図12)｡ これらは､ タンパク質側鎖中､

チオール基､ アミノ基､ イミダゾール基間に架橋する｡

チオール基は､ ケテン､ 塩化アセチル､ 無水酢酸､ 無

水コハク酸､ エチルトリフルオロ酢酸などのアシル化剤

と容易に反応する (Scheme 28)｡

しかしこの反応はアルキル化反応とは異なり､ チオー

ル基に特異的ではなく､ アミノ基も容易にアシル化され

る｡
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CoA､ 4-ホスホパンテテイン､ リポ酸､ グルタチオン

などの低分子チオールおよびグリセルアルデヒド-3-リ

ン酸デヒドロゲナーゼ､ フィシン､ パパイン､ チオラー

ゼなどの酵素に存在する高分子チオール基は､ 容易にチ

オエステルを形成してアシル基を転移することができ

る94｡ このことは､ 多くの酵素反応において､ アシル化

酵素の中間段階を経て反応が進行することを証明してお

り､ 生物学的に非常に重要である｡

低分子チオールやタンパク質チオール基は､ ヨウ素､

フェリシアニド[Fe(CN) ３－
６ ]､ 四チオン酸ナトリウム

(Na２S４O６)､ o-ヨードソ安息香酸､ 過酸化水素によって

緩和な酸化を受け､ 分子間あるいは分子内ジスルフィド

を形成する｡ しかし､ これらの試薬は､ チオール基だけ

でなく､ チロシン､ トリプトファン､ メチオニンなどの

官能基とも容易に反応する｡ ヨウ素処理では､ チロシン

のベンゼン環､ ヒスチジンのイミダゾール環のヨウ素化

が起こる場合もある｡ チオール基の酸化速度とその性質

は､ 使用する酸化剤とチオール基の酸化還元電位､ pH､

温度､ 試薬濃度さらにタンパク質分子構造中の空間配置

に依存する｡ タンパク質中でチオール基どうしの接触が

妨げられる場合や､ ただ１個しかチオール基を含まない

場合には､ 分子内ジスルフィド結合は形成されない｡ し

かし､ 特定の条件下では分子間ジスルフィド結合を形成

して､ その結果タンパク質は凝集する｡ また､ チオール

基は酸化剤の添加によって酸化を受けるのはもちろん､

空気中の酸素によって自発的に酸化される｡ この分子状

酸素によるチオール基の酸化速度は､ 微量の金属イオン

(特に､ 鉄と銅) の存在で非常に加速される｡ したがっ

て､ これら金属イオンと複合体を形成するキレート剤を

添加したり､ β-メルカプトエタノールやジチオトレイ

トール (DTT) などの添加によって､ 遊離のチオール

基が活性の発現に必要な酵素タンパク質のチオール基の

保持､ 安定化できる｡

チオール基の酸化剤中､ 最も特異的なのはチオール－

ジスルフィド交換反応である｡ このチオール－ジスルフィ

ド交換反応は､ 多くの生化学的過程に重要な役割を果た

しており､ タンパク質の再生､ またジスルフィド結合を

含むタンパク質の生合成の際に､ さらにある種のタンパ

ク質の凝固および重合に大きく寄与している｡ タンパク

質の修飾試薬としてのジスルフィド結合は､ その反応の

可逆性に注目してチオール基の保護に用いられている｡

例えば､ ヘモグロビンのアミノ基をシアネートで修飾す

るときに､ 反応性チオール基をシステアミンで保護し95､

アスパラギン酸トランスカルバミラーゼをジチオニトロ

安息香酸 (DTNB) と反応させた後に､ 求核置換反応で

S-シアノあるいは S-スルホ誘導体を与える96｡

次に､ チオール基は酸性溶媒中でハロゲン化スルフェ

ニルと反応し､ ジスルフィド結合を生成する (Scheme

29)｡

Fontana らは､ この化合物の2-ニトロ､ 4-ニトロ､ 2,4-

ジニトロフェニル誘導体を合成し､ 酢酸中でタンパク質

と反応させ､ システインとトリプトファン残基が選択的

に反応することを見出した｡ ニトロフェニルハロゲン化

スルフェニルとシステインの反応生成物は酸性で安定で

あるが､ 塩基性で壊れてニトロチオフェノールを放出す

る｡ また､ β-メルカプトエタノール､ チオグリコール

酸､ 水素化ホウ素ナトリウムで還元できる｡ また､ アゾ

ベンゼン-2-スルフェニルブロマイドは､ 先の試薬に比

べ､ 水に易溶で､ しかもトリプトファン残基と反応せず､

反応を pH5.0で行うことができる (Scheme 30)｡

タンパク質の三次構造の安定化は､ 弱い非共有結合性

相互作用 (ファンデルワールス相互作用､ 水素結合など)

を巧みに利用しておこなわれている｡ しかし､ 非共有結

合性の力はタンパク質の三次構造を安定化する主要な相

互作用であるが､ これは数ある相互作用の１つにすぎな

い｡ 多くのタンパク質はさらに共有結合性の相互作用で

安定化され､ 天然状態にある二次構造セグメント間でジ

スルフィド架橋結合が形成されている｡ ジスルフィド結

合に対して変性剤を共存していない条件下､ 還元による

部分的選択的開裂では､ その生物活性がほとんど変わら

ないか､ 部分的に無くなっている｡ これらの修飾タンパ

ク質の安定性は､ 部分的に還元したタンパク質分子は､

たとえばタンパク質分解酵素による消化や熱による変性

に対して､ 未修飾のタンパク質に比較して抵抗性を減じ

ている｡ また､ 修飾したタンパク質において､ 新たに出

現したチオール基を種々の試薬で修飾することによって

も､ タンパク質に構造と機能に関する多くの情報が得ら

れている｡

ジスルフィド結合のチオールによる還元的開裂には､

過剰のチオールの存在が必要である｡ β-メルカプトエ

タノール､ β-メルカプトエチルアミン､ DTT あるいは

ジチオエリストールなどがタンパク質のジスルフィド結

合の還元剤として用いられている (Scheme 31)｡

Recent advances in protein chemical modification.

－ 23 －

SHP + HCl+S-S-RPCl-S-R

Scheme 29

P +
HS

SH

OH

S

S

P

S

S
SH

OH

OH

P
SH

SH

S

S
HO

HO

+

Scheme 31

OH
S

P
SH

SH HO

SHP + HBr+N

S
Br

-
SSP

Scheme 30

N
N N

Scheme 29

Scheme 30

Scheme 31



タンパク質中のジスルフィド結合に反応性は､ 一般に

鎖間のジスルフィド結合の方が鎖内ジスルフィド結合よ

りも還元されやすい｡ 通常タンパク質中の全ジスルフィ

ド結合を切断するためには､ 尿素､ 塩酸グアニジン､

SDS のような変性剤の共存を必要とする｡

その他のジスルフィド結合開裂反応としては､ 亜硫酸

塩あるいは青酸塩を用いた反応97､ 銀イオンおよび水銀

イオンによる､ アルカリ pH でジスルフィド結合の加水

分解反応98､ 水素化ホウ素ナトリウム (NaBH４) による

還元的開裂反応99､ モノチオリン酸との反応100､ 第三級

ホスフィン類による還元101､ 電解還元102､ 酸化による方

法などがある｡

化学修飾法を利用したプロテオーム解析103－105

ヒト全ゲノム配列が明らかになった今日､ タンパク質

を理解することの重要性はこれまでになく高まっている｡

ヒトには数万種類のタンパク質が存在しており､ フォー

ルディングして特異的な立体構造を形成し､ 酵素反応､

免疫反応､ エネルギー変換､ 物質輸送､ 細胞運動など多

彩な生命機能を担っている｡ タンパク質は相互作用して

複合体､ 超分子､ さらには複雑なネットワークを形成し

て､ 個々のタンパク質では考えられない特異性や高機能

性を発揮する｡ タンパク質を理解するためには､ 構造と

機能を知ることが必要であり､ 今日のタンパク質研究も

これらの総合的理解を目標として展開している｡ X 線

結晶解析や多次元核磁気共鳴法をはじめとするさまざま

な手法によってタンパク質の構造が解明され､ タンパク

質研究の大きな原動力となってきた｡ しかし､ タンパク

質の構造は PDB から得られるような美しい立体構造の

グラフィックスからイメージされるような静的なもので

はない｡

また､ タンパク質は､ さまざまな高分子および低分子

と相互作用することによって､ それぞれ独自の機能を発

揮している｡ あるタンパク質がどの分子を認識するか､

あるいはそのタンパク質のどの部分に結合しているかを

解析することは､ そのタンパク質の機能を研究するうえ

で重要な知見となる｡ そのため､ タンパク質－タンパク

質相互作用､ タンパク質－リガンド相互作用の解析は､

タンパク質の機能を明らかにするうえで重要である｡ 近

年､ タンパク質の相互作用を解析する方法として､ 表面

プラズモン共鳴法､ 超遠心分析法､ マイクロカロリメト

リー法などマクロな分析法や原子レベルでの解析が可能

な X 線結晶解析､ 多次元核磁気共鳴法 (NMR) および

質量分析法 (MS) などミクロな分析法など多くの優れ

た方法論が開発されている｡ ここでは､ 高感度でかつ迅

速な相互作用解析として有用な有機化学的方法と MS

を組み合わせたプロテオーム解析を紹介する｡

プロテオーム解析は､ ゲノムプロジェクトで見出され

た遺伝子とタンパク質を対応させたり､ それらのタンパ

ク質の機能を明らかにするために､ タンパク質の分離精

製､ アミノ酸配列や立体構造の分析､ 翻訳後修飾の解析､

タンパク質の生理活性の測定などを行う効率的かつ効果

的な手法である｡ 一般にプロテオーム解析には､ 二次元

電気泳動などのタンパク質の分離精製法と MS による

高感度アミノ酸配列分析法を組み合わせた超微量タンパ

ク質構造解析法が用いられている｡

タンパク質の機能は､ 様々であるが､ 機能しているタ

ンパク質はほとんどの場合､ 何らかの物質と相互作用し

ている｡ そこで､ タンパク質が他のタンパク質あるいは

リガンドと相互作用している際の相互作用部位の構造解

析､ さらに､ タンパク質の発現量､ 発現時期､ 組織特異

性､ 細胞内での局在性に関する解析を行うために､ タン

パク質側鎖の官能基への化学修飾を用いたプロテオーム

解析の手法が見出された｡

アミノ酸残基の存在環境の違いを､ 側鎖官能基の反応

の特異性を利用して質量差に変換する方法が化学修飾で

ある｡ タンパク質が変性しない条件において化学修飾す

ると､ 分子表面に存在する官能基は修飾され質量が増加

するのに対し､ 相互作用に関与する部位に存在する部位

に存在する官能基は修飾されず質量変化が起こらない｡

したがって､ この手法はタンパク質－タンパク質相互作

用､ タンパク質－リガンド相互作用部位の解析に利用で

きる他､ タンパク質の表面に存在する残基と分子内部に

埋もれている残基との区別にも利用できる｡ 一般的なタ

ンパク質中のアミン酸残基への化学修飾反応は､ 前項に

まとめたとおりである｡ 親水性のアミノ酸残基の中でも

アミノ基､ カルボキシル基､ チオール基は､ 種々の特異

的な修飾反応が報告されており､ 修飾による活性の変化

を指標として､ 活性と修飾箇所の関係について解析が数

多くなされている｡

修飾反応後の解析は､ まず化学修飾の反応後､ 得られ

た修飾タンパク質について､ どれだけの質量変化があっ

たのか､ MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/

Ionization) -TOF (Time-Of-Flight) MS106 ､ ESI

(Electrospray ionization) MS107を測定することにより､

反応の進行を確認する｡ タンパク質相互作用部位を解析

する際､ 単独で行った場合と複合体を形成させて行った

場合とで､ 修飾反応後のタンパク質の質量差が見られな

かった場合には､ 反応させる試薬を条件を検討し直す必

要がある｡ 反応条件が適切と判断された場合は､ 修飾タ

ンパク質を酵素消化してペプチド混合物とし､ 液体クロ

マトグラフィー(LC)／ESIMS や MALDI-TOFMS によ

りペプチド断片の質量を測定する｡ 詳しく解析すること
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により､ 複合体形成時には修飾されず､ 単独で試薬と反

応させた場合に修飾された残基が､ 相互作用にかかわっ

ている部位と特定できる108｡ 化学修飾反応においてタン

パク質の高次構造が保持されていなくてはならないため､

円二色性 (CD) スペクトルを測定することにより､ 修

飾反応において二次構造が保持されていることを確認す

ることができる｡

化学修飾法によるタンパク質解析として､ ミトコンド

リアタンパク質の糖化､ 酸化的ストレスと老化109､ タン

パク質アセチル化のモニタリング110､ タンパク質翻訳後

修正111,112､ 翻訳後修飾解析へのアプローチ113､ フェニル

チオカルバモイルペプチドを用いた反応モニタリングタ

ンデム質量分析114､ 大腸菌での Ada 依存アルキル化損

害115､ アルコール性脂肪肝のプロテオーム分析116､ 神経

科学への適応117､ 翻訳後修飾のための化学的プロテオミ

クス118､ 二次元電気泳動と質量分析との化学的タグアプ

ローチ119､ タンパク質糖鎖形成の研究120､ NO２基によっ

て引き起こされた修正を伴う血小板タンパク質のプロテ

オーム解析121などが報告されている｡

次に､ タンパク質の複合体の相対的な位置関係を知る

ための１つに分子間架橋試薬を用いて化学修飾を行い､

MS を利用したペプチドマッピングの手法によりその架

橋部位を決定する方法がある｡ この方法では､ 緩和な条

件下で架橋試薬と反応させることにより､ 共有結合を介

して２つの官能基を固定する｡ そして､ 架橋されたタン

パク質を酵素消化してペプチド混合物とし､ それぞれの

ペプチドの質量を求めることで架橋部位を決定すること

ができる｡ 架橋方法は､ 大きく２つに分けられ､ １つは､

ジシクロヘキシルカルボジイミド (DCC) のような縮

合剤を用いて近接する官能基同士を直接結合する方法で

ある｡ これは､ タンパク質－タンパク質の複合体の場合

にも用いられるが､ 主に１つのタンパク質において分子

内架橋を形成させ､ 近接した官能基の位置を特定する場

合に用いられている｡ ２つのチオール基間にジスルフィ

ド結合を形成させたり､ アミノ基残基とカルボキシル基

残基との間にペプチド結合を形成させたりするのに用い

られている｡ (Scheme 32)｡ 近接して存在する２つの

官能基を直接結合するので､ 本来の官能基の位置よりも

さらに近づくことに注意が必要である｡

もう１つは､ スペーサーを入れて分子間架橋する方法

である｡ これは､ ２価の架橋試薬を用いて､ 一定の長さ

を有するスペーサーを挟んで２つの官能基を固定化する

方法である｡ 架橋される官能基は､ 用いる試薬の反応の

特異性に依存する｡ 例えば､ ２つのアミノ基を架橋する

こともできるが､ 一方がアミノ基､ もう一方がチオール

基というように異なる官能基に対しても修飾を行い架橋

することもできる｡ また､ 架橋試薬の一端にアミノ基に

対しての選択的な修飾試薬を用い反応させた後､ もう一

端をアジドのように光アフィニティーラベル化試薬にし

て非特異的な修飾反応を行うことも可能である｡ これに

より､ 第一段階の反応で修飾されたアミノ基近傍に存在

するアミノ酸残基を非特異的な反応で架橋することがで

きる (Scheme 33)｡

架橋試薬の中には､ 化学的に切断可能なスペーサーを

もつものもある｡ これは､ ２つのアミノ酸の架橋試薬で

分子内にジスルフィド結合をもつ水溶性試薬3,3'-ジチオ

ビス(スルホスクシンイミジルスルホナート) (DTSSP)

の反応がある122｡ DTSSP では12.0Åのスペーサーを挟ん

で２つのアミノ酸を架橋することができる｡ 架橋反応後､

キモトリプシンを不活性化した TPCK 処理トリプシン

消化を行い､ ペプチド混合物とした後､ 還元剤により切

断する｡ 架橋後のトリプシン消化で得られたペプチド混

合物と消化後に還元して得られたペプチド混合物の MS

スペクトルを比較することにより､ 架橋試薬により修飾

されたペプチドを比較的容易に見つけ出すことができる｡

また､ 架橋されたペプチドの MS/MS 測定を行う場合､

繋がれた２本のペプチド鎖のフラグメントイオンが１つ

観測されるのでその解析は容易ではないが､ 還元により

切り離した場合には､ MS/MS 測定では1本のペプチド

鎖のフラグメントイオンだけを観測できるので､ 配列解

析を容易に行うことができる利点がある(Scheme 34)｡

Recent advances in protein chemical modification.
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さらに､ 同位体標識試薬を用いたタンパク質の発現解

析がある｡ 生体内ではそれぞれの遺伝子の発現量は生体

の状況によって変動するので､ 網羅的にタンパク質の量

を調べる必要である｡ しかし､ タンパク質はその抽出法

が画一でなく､ 翻訳後修飾を受けるなど取り扱いが難し

く網羅的な変動を調べることは困難であった｡ 1999年に

Oda123と Gygi124らによって MS を用いて異なる状態のタ

ンパク質の存在量の違いを定量的に測定する方法が報告

された｡ これは､ 異なる状態の細胞のタンパク質を安定

同位体で標識し､ MS による分析でえられるペプチドマ

スフィンガープリントと比較することでタンパク質の量

的な差を解明しようとするものである｡ この方法は､ タ

ンパク質の絶対量を正確に捉えることは難しいが､ 異な

る組織細胞のタンパク質存在量の相対的な違いを精度よ

く検出することができる｡ 具体的には､ 異なる組織から

抽出したタンパク質のシステイン残基に異種の同位体を

結合させたビオチン(Isotope-coded Affinity Tag；ICA

T) を共有結合させた両組織のタンパク質を混合し､ そ

のまま酵素消化してアビジン固定化カラムによりビオチ

ン化されたペプチドを分離し､ これを LC/MS/MS を用

いて分析し､ 量的変化のあるタンパク質を検出する方法

である (図13)｡

ICAT 試薬を用いる事により､ システイン残基を含む

ペプチドのみ検出できるため MS スペクトルが単純に

なり解析が容易になる一方､ この方法ではシステインを

持たないタンパク質を検出できないという欠点もある｡

また､ ICAT のビオチン骨格はイオン化しやすく､ その

他のペプチドのピークが検出されにくく､ タンパク質の

同定効率が下がる問題がある｡ そこで､ ビオチンタグを

除去できる cleavable ICATTM 試薬が開発された125,126｡

これは､ ビオチンタグの隣に酸で切断する部位があり､

アビジンカラムを通した後､ トリフルオロ酢酸で切断し､

ビオチンタグを除去する｡ さらに､ リンカー部位が重水

素から13C に変わり､ 8Da の差から9Da に変えられた

(図14)｡

その他､ システイン残基へのラベル化試薬として､ ア

クリルアミド(31)127－129､ 4-ビニルピリジン(32)130､ ヨー

ドアセトアニリド(33)131などがある (図15)｡

その他の安定同位体標識試薬としては､ リシン残基

のε-アミノ基を特異的に修飾する O-メチルイソ尿素

(34)132,133､ α-アミノ基およびリシン残基のε-アミノ基

を化学修飾するコハク酸無水物 (35)134､ プロピオン酸

無水物 (36)135,136､ ICPLTM 試薬 (37)137,138､ Exac TagTM

試薬139､ SPITCTM 試薬 (38)140,141および iTARQTM 試薬

(39)142－144などがある｡ また､ トリプトファン残基のイ

ンドール基に反応する NBSTM 試薬(40)75,76,145がある (図

16)｡
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また､ 翻訳後修飾タンパク質であるリン酸化セリン・

スレオニンに対して塩基性条件下でベータ脱離反応を起

こし､ デヒドロアラニン骨格とし､ 1,2-エタンジオール

(HSCX２CX２SH) などのチオール誘導体を作用させマ

イケル付加反応を起こすことにより､ 安定同位体を標識

させる方法もある146｡

将来への展望

以上､ タンパク質中のアミノ酸残基の化学修飾法から

化学修飾法を利用したプロテオーム解析の現状について

述べた｡ タンパク質は生命体の主要な機能分子であり､

栄養学においても体タンパク質代謝は､ タンパク質摂取

量やエネルギー摂取量により､ また成長､ 加齢､ 妊娠､

授乳､ 運動など生理的状態や､ ストレス､ 低栄養､ 疾病､

外傷などの病的状態において適応的に変化しており､ そ

の根源はタンパク質の構造と機能からきている｡

タンパク質中のアミノ酸残基への化学修飾は､ 古くか

ら研究がなされているが､ 修飾反応の条件においてタン

パク質の高次構造が変化しないことが重要であり､ その

ためには比較的緩和な条件下､ かつ､ 非特異的な会合が

起こらない条件下で行われなければならない｡ この様な

ことから修飾反応の特性や様式を一般化して､ すべての

タンパク質に適用することは容易なことではない｡

また､ ポストゲノム世代におけるプロテオーム解析と

して､ タンパク質－タンパク質相互作用､ タンパク質－

リガンド相互作用の同定解析から発現解析あるいはリン

酸化部位､ 糖結合部位のような翻訳後修飾解析について

定量的情報を得る定量解析へとシフトしてきている｡ こ

のため､ 従来のタンパク質を網羅的に同定し､ その機能

を解明することを目的としていた方法では､ 限界があり

新たな解析方法として化学修飾法を用いたプロテオーム

解析法の必要性が問われている｡ しかしながら､ プロテ

オーム解析に利用されている化学修飾法は､ チオール基､

インドール基､ アミノ基の３種類に限られており､ これ

らの残基同様にタンパク質表面に存在する傾向が大きい

親水性アミノ酸のセリン､ スレオニン､ アスパラギン､

グルタミンなどの側鎖を選択的に修飾する方法は報告さ

れておらず､ また疎水性アミノ酸についても特異的な修

飾方法は報告されていない｡

このように､ 化学修飾法によるタンパク質解析法はま

だ発展途上段階にあり､ 目的のタンパク質解析に応じた

新たな試薬・方法論が開発される今後の発展に期待した

い｡

最後に我々は､ 化学修飾を利用したタンパク質解析の

向上を目的とし､ タンパク質中のジスルフィド結合に特

化した反応基とスペーサーを巧みに組み合わせた架橋試

薬の改良により､ 定性と定量の同時解析を行える可能性

が高い修飾化試薬の開発に取り組む予定である｡
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