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研究成果の概要（和文）：切断性および発蛍光性を含む光クロスリンカーの更なる多機能化によりラベル部位解
析効率を向上し、従来法では限界であった１カ所のラベル解析から複数の微量ラベルの同時解析を達成した。結
合ドメインにおける複数ラベル部位のラベル量変化から、基質や補因子等の結合によるタンパク質のアロステリ
ック構造変化を詳細に追跡する新たな手法論を開発した。

研究成果の概要（英文）：Multifunctionalization of photocross-linker including fluorogenicity and 
cleavability has improved efficiency of labeled site analysis and enabled simultaneous analysis of 
multiple trace amount labels. We have developed a new methodology to monitor the allosteric 
structural change of protein due to binding of substrates based on label amount change of each 
labeled amino acid within the ligand-binding domain.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
精密で多様なシグナル制御においてリガン
ド結合等によるタンパク質構造の過渡的変
化の解明は医療面、学術面から重要な課題で
ある。タンパク質発現や結晶化技術の向上は
アドレナリン受容体や GABA 受容体などの
膜受容体構造解析に繋がり、核磁気共鳴法や
クライオ電子顕微鏡法等の著しい進歩は複
雑な生体分子相互作用構造解析に革新的な
展開をもたらしている。しかし、現状ではそ
の条件は限られており、その動的な構造変化
の解析は困難である。また通常の分光学的手
法は蛍光基などを組み込む必要があり、その
導入は研究者により特定位置に限定される。 
一方、タンパク質に結合する物質を介して
タンパク質を標識し解析する光アフィニテ
ィーラベル法（PAL）は、上記法では対応困
難なタンパク質や弱い相互作用系等を含め、
薬物結合状態を細胞内でも直接解析できる、
原理的に極めて有力な方法である。しかしこ
の解析効率は極めて低く煩雑であり、得られ
る情報も少なかった。代表者は PAL 解析効
率を向上するため光クロスリンカーの多機
能化を推進してきた。最近独自に蛍光基クマ
リンに変化する桂皮酸型ジアジリンを開発
し、細胞膜タンパク質ラベルを介した細胞の
蛍光セレクション等に応用した。一方、本反
応基が有する光切断性と蛍光特性を高感度
差別化技術として微量ラベルタンパク質精
製に利用し、さらに安定同位体法を取り入れ
ることで煩雑なMSシグナル解析も簡略化し
た結果、操作を繰り返すことなく一気にラベ
ルペプチドを絞り込むことが可能になり、数
ヶ月〜数年必要としたラベル解析期間を飛
躍的に短縮した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、基質等の結合に起因するタン
パク質のダイナミックな構造変化をモニタ
ーする、新しい構造解析基盤技術を確立する
ことを目的とした。具体的には、独自蛍光ラ
ベル法の更なる高性能化を図ることで、リガ
ンド結合ポケットにおいて１カ所のラベル
解析が限界であった従来法を刷新し、複数の
極微量ラベル部位の同時解析を可能にする。
得られたタンパク質表面複数部位の位置情
報とそれらのラベル量情報に基づいてその
タンパク質構造変化を３次元的にモニター
する、革新的なラベル構造解析法に展開する。 
 
３．研究の方法 
本研究の中核技術は光照射により構造が蛍
光基に変化しつつ、その蛍光基のみを結合タ
ンパク質へ移すユニークな蛍光ラベル法に
ある。光反応ユニットには２種類の光反応を
組み込んであり、ジアジリン基光反応でタン
パク質と架橋し、続く光 E-Z 異性化でリガン
ド分子を切除しつつ蛍光基クマリン環を形
成する（図１）。	

図１．切断性光アフィニティー蛍光ラベル法の概略	

ジアジリン基の光分解により生成するカル
ベンは瞬時に（サブナノ秒以下）近傍分子と
反応することから過渡的な構造を捕捉する
ことが可能である。複数のラベルアミノ酸を
決定できれば、対応する蛍光ピークの面積は
ラベル量を反映することから、各蛍光ピーク
の変化量からタンパク質構造変化を追跡す
ることができる（図２）。結晶構造解析等が
適応困難な膜タンパク質や複合体、アロステ
リック酵素におけるトランジットな構造変
化のモニタリングを目標とした。以下に示す
３項目で光ラベル解析の効率化を評価した。	

	

図２．光蛍光ラベルによるモニタリング	

（１）光反応基の機能化：プロテオミクスで
のタンパク質同定は通常 LC-MS 解析により
進められる。プロテオームに対応した解析効
率化を達成するため、光切断と発蛍光機能の
他に濃縮等の機能を付与する。 
（２）アロステリック酵素の解析：アロステ
リック酵素のリガンド依存的な構造変化を
複数ラベルポイントで解析する。 
（３）膜タンパク質の解析：項目１で作製し
たプローブを用いて細胞等を用いた膜タン
パク質構造解析を行い、手法論を評価する。 
	
４．研究成果	
（１）光反応基の機能化 
①濃縮機能の評価 
プロトタイプである桂皮酸型クロスリンカ
ーを導入したビオチンプローブを用いて、ヒ
ト子宮頸癌由来HeLa細胞ライセートから相
互作用タンパク質同定を行った。このプロー
ブによるアビジンタンパク質ラベルでは、既
にその結合ポケット周辺２カ所のラベルア
ミノ酸同定に成功している。細胞ライセート
の光照射産物をアビジン固定担体に捕捉し、
光照射により切断溶出されたタンパク質を
LC-MS/MS解析した。ラベルペプチド配列か
ら計４種類のタンパク質がリストアップさ
れ、その内２種はビオチンを補因子とするカ
ルボキシラーゼであった。これらカルボキシ
ラーゼは４量体の巨大タンパク質であり、ピ
ルビン酸カルボキシラーゼの結晶構造が一
部欠損体として報告されている。この結晶構
造では、ラベルされたアミノ酸はビオチン結
合部位からやや離れた場所に位置していた。



ジアジリン光反応は水分子とも反応するこ
とから、ジアジリン基に近接したアミノ酸残
基のみをクロスリンクする。本データはラベ
ルアミノ酸を含む部分構造がビオチン結合
部位に近接していることを示している。この
事実はアロステリック構造変化を論じた既
存報告を明瞭に支持し、酵素反応時でのトラ
ンジット状態を捕捉したことを示すもので
あった。もう１つのアセチル CoAカルボキシ
ラーゼも対応する部分構造をラベルしたこ
とから、本ラベル解析はライセートレベルで
信頼性が高い方法であることが実証された。
本解析は１回あたりわずか 2 mLの細胞抽出
液を用いて行い、基本的な解析は１ヶ月程度
で終了した。ビオチン−アビジン系による濃
縮および光切断による選択的溶出は極めて
有効であることが示された。 
②切断機能の改善とタグ変換機能の付与 
解析効率向上のため切断効率の改善を図っ
た。光 E-Z異性化反応は平衡反応であり、特
に精製担体上でのタンパク質切断は比較的
長い照射時間を必要とし、回収率も約 40%に
止まった。そこでリガンド分子との結合をア
ミドからスルホンアミドに変更した。このリ
ンカーはペプチド固相合成に用いられてお
り、中性では脱プロトン化して極めて安定だ
が、一旦N-アルキル化されると容易に加水分
解する。さらに、このリンカーはチオ酸とス
ルホンアジドの生体直交性反応（スルホクリ
ック反応）で形成できるため、プローブ合成
も容易になる（図３）。 

 
図３．スルホクリック反応によるアシルスルホンアミド

形成と N-アルキル化による加水分解	

 

図４．光クマリン化によるラベルペプチドのタグ変換	

側鎖にスルホンアジド基を有するアミノ酸
誘導体を合成し、それを阻害剤ペプチドに自
動合成機で組み入れた。これに別途合成した
桂皮酸型光反応基チオールエステル誘導体
を混合して無保護でペプチドプローブを作
製し、標的のプロテインキナーゼの光ラベル
で評価した。スルホンアミドリンカーは 37℃
で光切断せず、質量分析前処理として還元 S-
アルキル化に使用されるヨードアセトアミ
ド（IAA）で容易に加水分解した。以上、光
クロスリンクと切断反応を明瞭に区別し、し
かも還元アルキル化を兼ねることで操作を
簡素化することに成功した。一方、N-アルキ
ル化による加水分解ではラベルペプチドに
は桂皮酸誘導体が付与される。光照射により

容易にクマリン環化することから、水１分子
の質量差（Δm=18 u）が生じる（図４）。従
ってΔ18 異なる MS パターンを示す特殊タ
グとなり、微小MS/MSシグナル解析で絶え
ず問題となる偽陽性シグナルとの差別化に
極めて有用であることがわかった。 
③光電子移動（PeT）制御型光反応基の開発 
別途、新しいコンセプトに基づく切断性蛍
光ラベル剤の開発を進めた。以前に作製した
ジアジリン化クマリン誘導体ではジアジリ
ン基への PeT によるクマリン蛍光の消光が
観測された。そこで光切断性保護基として有
機合成に使用される４位置換型クマリン誘
導体にジアジリン基を導入した化合物を作
製した。照射波長と温度、pH を最適化する
ことで迅速に切断させることに成功し、ジア
ジリン基でタンパク質をクロスリンクした
後に、クマリン光励起状態から切断反応を進
行させることに成功した（図５）。タンパク
質ラベルを通して解析操作を最適化し、ラベ
ル解析が十分可能であることを示した。この
成果については特許申請を行った。 

 

図５．PeT 制御型切断性発蛍光クロスリンカー 
 
（２）アロステリック酵素の解析 
アロステリック構造変化をするタンパク質
として、核酸系因子による高度なアロステリ
ック機能調整を行うグルタミン酸デヒドロ
ゲナーゼ（GDH）を選択し、そのリガンド依
存的な構造変化のモニタリングに挑んだ。
GDH は６量体で構成され、単量体同士の接
合部分に形成されるアロステリック部位に
ADPやNADHなどの補因子が結合して酵素
反応を制御する。複合体結晶構造に基づいて
末端リン酸基にスペーサーを介してクロス
リンカーを導入したADPおよびATP光プロ
ーブを作製した。これらプローブは GDHを
ラベルし、ラベルアミノ酸はアデニン認識部
位を起点として合理的な位置であり、結果、
ATP がアロステリック部位に結合すること
を初めて証明した。一方、消化ペプチドの
HPLC では同時に複数の微量蛍光ピークが確
認され、各種阻害剤・基質添加により蛍光ピ
ークの増減が観測された（図６）。 

 
図６．ATP プローブによる GDH の多点ラベルと補因子等

の添加によるラベル変動 
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マイナーラベルの解析を進めるため、同位
体を導入した ATP プローブを作製した。こ
れらラベルペプチドは同じ保持時間で溶出
され、ラベルされたペプチドは質量差Δm=4 
u が生じる。他の夾雑物ピーク存在中でのノ
イズレベルの微小 MS ピーク解析において、
ラベルペプチドピークと偽陽性ピークの区
別を可能とし、信頼性の高いラベルペプチド
同定が可能になった。ATP添加で面積が減少
した複数ピークの内、４カ所のラベルアミノ
酸を決定した。主要ラベルアミノ酸はアロス
テリックポケット入口に位置しているが、新
たに判明した 3カ所のマイナーラベルアミノ
酸残基は、アロステリック部位と酵素活性中
心を隔てている構造部分を構成する C 末端
へリックスと N 末端ヘリックスの接合面に
位置していることが判明した。C末端ヘリッ
クスはタンパク質表面に存在し N 末端ヘリ
ックスの外側に位置している。N末端ヘリッ
クスは変異解析等で酵素機能への影響が指
摘されているヘリックス構造に直接繋がっ
ている。フェニルジアジリン基によるラベル
はタンパク質表面で起こることを考慮する
と、ATP結合によりこれらの末端構造のパッ
キングが緩み、酵素活性中心構造に影響を与
える可能性が示唆された。 
以上、複数のラベル部位とラベル量に基づ
いた本構造解析法は、結晶構造解析では難し
い動的状態を解析可能であり、汎用電気泳動
法や分光学的方法による on/off解析に比べ解
像度が高く情報量の多いタンパク質構造解
析法になり得ることを実証した。 
 
（３）膜タンパク質の解析 
操作が煩雑な膜タンパク質を標的としたプ
ロテオームラベル解析を実施した。対象は
GABA 受容体と容積感受性クロライドイオ
ンチャネルとした。前者では桂皮酸β位にア
ミノメチル基を導入し、GABAB アゴニスト
Baclofen 構造に類似した複数の化合物誘導
体を作製したがいずれも活性が弱かった。一
方、後者ではチャネル機能を選択的に阻害す
る DCPIB を採用した。リガンドと光反応基
の間にビオチン基を導入して光切断反応に
より除去される構造とし、また PEG 型リン
カーを介することで溶解性を大きく改善し
た。パッチクランプ法を用いたプローブの細
胞容積調整阻害解析では、応答は遅いものの
十分な阻害効果が示された。一連の阻害評価
よりプローブ濃度およびインキュベート時
間を決定した。培養 KB細胞にプローブを添
加し光を照射して、ホモジナイズ後、膜画分
を回収した。しかしながら通常の洗浄条件で
は膜画分の微量精製は困難であったため、脱
脂質や各種界面活性剤による可溶化、および
各種アビジン担体などを用いた濃縮洗浄な
ど消化前処理条件を最適化した。結果、2% 
SDS を含む溶液による 37℃振とう撹拌で多
くの非特異的タンパク質を除去でき、ビオチ
ン化タンパク質はほぼ溶出されないことを

発光検出レベルで確認した。各種ラベル条件
でデータを比較解析したところ、容積感受性
クロライドイオンチャネルの構成成分とし
て 2014年に Scienceと Cellに同時報告され
た LRRC8のファミリータンパク質を含む複
数のイオンチャネル関連タンパク質が候補
として同定された。このクロライドイオンチ
ャネルの分子実体の全容は未だ不明であり、
候補の一部は連携研究者により機能解析段
階に移行している。極めて解析困難な膜タン
パク質、しかも未解明タンパク質の初期評価
を展開できたことは大変意義深く、特殊物性
に基づく多重差別化は質量分析における微
量解析の効率化に十分に機能したと考えら
れる。しかし、生細胞における極微量タンパ
ク質を対象とする場合、最大数％という低い
ラベル収率では同位体含有プローブを用い
てもデータの再現性は高くなく、特に膨大な
夾雑物存在下でラベルペプチドをモニタリ
ングするには本反応基の蛍光強度では不十
分であった。本技術を in situ で展開するに
はMS解析効率向上と共に蛍光特性の改善が
課題である。そこでイメージングに用いられ
るクマリン誘導体を形成するような光反応
基を２種類作製したところ、いずれも蛍光強
度が 100倍程度向上した。予備的だが、その
内１つはラベル収率も 10 倍以上向上し、こ
れらの特性は汎用化に有意と考えられる。 
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