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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体内に存在するリン酸アニオン種の機能解明を目指し

た新規な蛍光プローブとして、1) リン酸化タンパク質やリン酸化ペプチドを検出するタンパク
質ハイブリッド型蛍光バイオセンサー、2) アルツハイマー病脳内に蓄積するリン酸化タウタン
パク質凝集体を検出する蛍光プローブ、3) 細胞内 ATPを OFF/ON型の蛍光応答でセンシング
する蛍光プローブの開発を行った。いずれの研究においても、当初に設定した目標をほぼ達成

する研究成果を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research project, we have developed the new fluorescent 
probes, which are useful for elucidation of biological functions of various biological 
phosphate species.   We especially focused on the developments of the three types of the 
fluorescent probes, including 1) protein-based hybrid-type biosensor for phosphorylated 
protein/peptide, 2) molecular probe for aggregation of phosphorylated tau protein exisiting 
in brain of Alztheimer’s disease, and 3) molecular probe for intracellular ATP with a 
OFF/ON-type fluorescence sensing mode.   As the results, we have successfully achieved 
the probes with the desirable functions in each of the three themes. 
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１．研究開始当初の背景 
  近年、生きたままの細胞を直接可視化解
析するバイオイメージングが有用な研究手

法として注目されており、プローブ分子はこ
れに用いることのできる有用な分子ツール
である。例えば、これまでに細胞内カルシウ
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ムをはじめとして亜鉛、マグネシウムなど生
体内カチオンについては実用的なレベルで
有用な低分子蛍光プローブが数多く開発さ
れ可視化解析へと用いられている。一方、細
胞内アニオン種に対する蛍光プローブは、カ
チオンセンシングと比較すると極めて未発
達の状態にある。例えば、本研究をスタート
した時点で、生体内で重要な役割を果たす
様々なリン酸アニオン種に対する低分子型
蛍光プローブを、細胞内可視化解析あるいは
試験管内での酵素反応等に応用した報告例
はわずか数例にすぎない状態であった。この
未発達の要因の一つは、リン酸をはじめとす
るアニオン種を水中で強く結合可能な認識
モチーフや、結合に伴って蛍光応答する蛍光
センシングモードが長い間開発されなかっ
たことにある。このような状況において我々
は、リン酸アニオン種に対する新しい結合モ
チーフとして二核のジピコリルアミンー亜
鉛錯体(Dpa-Zn(II))が有効に機能すること
を見出した。さらに我々は、この知見を基に
してリン酸化タンパク質やリン酸化ペプチ
ドあるいは ATP などのヌクレオシドリン酸に
対する蛍光プローブの開発を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々のこれまで得てきた研究
の知見をさらに応用的に発展させ、蛍光イメ
ージングによるリン酸アニオン種の可視化
解析を目指した高機能な新規蛍光プローブ
群の開発を目指した。具体的には、1) リン酸
化タンパク質・ペプチドを検出するタンパク
質ハイブリッド型蛍光バイオセンサー、2) ア
ルツハイマー病脳内に蓄積するリン酸化タ
ウタンパク質凝集体を検出する蛍光プロー
ブ、3) 細胞内 ATPを OFF/ON型の蛍光応答
でセンシングする蛍光プローブの開発、の３
つの研究目標を設定した。 
 
３．研究の方法 
 それぞれの３つの研究テーマにおける研
究の方法を以下に記述する。 
 
1) リン酸化タンパク質・ペプチドを検出する
タンパク質ハイブリッド型蛍光バイオセン
サーの開発 
 本研究では、天然タンパク質由来のリン酸
化タンパク質認識ドメイン上に亜鉛錯体型
の蛍光プローブを導入したハイブリッド型
バイオセンサーを構築した。リン酸化タンパ
ク質認識ドメインとしては、Pin1タンパク質
由来のＷＷドメイン(34アミノ酸)を選択した。
15 番目のメチオニンをシステインに変換し
た変異WWドメインに対して Zn(II)-Dpa亜
鉛錯体ユニットを有する蛍光プローブ 1を導
入してハイブリッド型バイオセンサーを得
た。このバイオセンサーの各種リン酸アニオ

ン種に対する蛍光センシング機能や認識選
択性を蛍光滴定などを用いて評価した。 

 
 
 
 
 
 

2) アルツハイマー病脳内に蓄積するリン酸
化タウタンパク質凝集体を検出する蛍光プ
ローブの開発 
 新たに分子デザインした二つの Zn(II)- 
Dpa 亜鉛錯体ユニットを有する BODIPY 型
の蛍光プローブ 2 を合成した。2 のリン酸化
タウタンパク質凝集体に対する親和性や選
択性を、発現タンパク質より人工的に調整し
たリン酸化タウタンパク質凝集体、アルツハ
イマー脳の組織切片などを用いて、蛍光滴定
や蛍光顕微鏡によるイメージングなどによ
り評価を行った。 

 
 
 
 
 
 
 

 
3) 細胞内ATPをOFF/ON型の蛍光応答でセ
ンシングする蛍光プローブの開発 
 新たに分子デザインした二つの Zn(II)- 
Dpa 亜鉛錯体ユニットを有するキサンテン
型の蛍光プローブ 3を合成した。3の ATPな
どのヌクレオチドポリリン酸に対するセン
シング機能を蛍光滴定などにより評価した。
また、蛍光 OFF/ON 型のセンシングメカニ
ズムについて、UV吸収分光法、蛍光分光法、
X線結晶解析法などを用いて詳細に検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
それぞれの３つの研究テーマにおける研究
の成果を以下に記述する。 
 
1) リン酸化タンパク質・ペプチドを検出する
タンパク質ハイブリッド型蛍光バイオセン
サーの開発 
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 ハイブリッド型蛍光バイオセンサーに対
して二リン酸化ペプチド pS-6,9 を添加する
と、WWドメイン上の蛍光プローブ 1由来の
蛍光の上昇が観察され（下図 a）、その結合定
数(Kapp)は 1.2 x 106 M-1と算出された。この
値はＷＷドメインと pS-6,9 ペプチド間の親
和性よりも約１０倍程度大きい値であった。
またハイブリッド型バイオセンサーの pS-6
ペプチドに対する結合定数(Kapp)は 3.4 x 104 
M-1 であり、二リン酸化ペプチドである
pS-6,9 の場合に比較して約４０倍小さな値
となった。 
 

 
以上の結果は、WWドメインとプローブ 1の
Dpa-Zn(II)錯体部位が協同的に働き pS-6,9
ペプチドの二つのリン酸基と相互作用する
ことで強い親和性を獲得している事を強く
示唆する（下図 b）。本研究の結果は、天然の
タンパク質ドメインと人工プローブとを組
み合わせが、人工プローブのみでは難しかっ
たリン酸化タンパク質•ペプチドに対する高
い認識選択性とセンシング能を獲得するた
めの一つの有効な戦略であることを明確に
示すものである。また本研究では、多種多様
な細胞内リン酸化タンパク質の中から、特定
のリン酸化タンパク質を特異的に認識する
ために有用な新たなハイブリッド戦略を提
案したものである。得られた研究成果は、こ
れを明確に実証するものであり、この意味に
おいて本研究成果は重要である。 

 
2) アルツハイマー病脳内に蓄積するリン酸
化タウタンパク質凝集体を検出する蛍光プ
ローブの開発 
 アルツハイマー病患者の脳組織切片に対
して BODIPY 型亜鉛錯体 2 を用いて染色実験
を行ったところ、組織内に蛍光性の顆粒が検
出された。リン酸化タウタンパク質(pTau)に
対する抗体を用いて、同じく脳組織切片を蛍
光染色したところ、多くの場所において 2と
抗体の蛍光イメージが一致した（下図 a）。ま
た、アルツハイマー病を発症していない脳組
織切片では、2 の顆粒状蛍光は観測されなか
った。以上の結果から 2は、ハイパーリン酸
化されたタウタンパク質凝集体(NFT)を選択
的に染色可能であることが明らかとなった。
興味あることに 2は、アルツハイマー病脳に
存在するアミロイドベータ凝集体(Aβ)には
結合せず、NFT のみを選択的に蛍光染色して
いることが、Aβに対する抗体染色との比較
から明らかとなった（下図 b）。 
 

 2 の NFT に対する染色能についてさらに知
見を得るため、in vitro にて調製した pTau
および Aβ凝集体との相互作用を調べ、親和
性について定量的に評価した。その結果 2は、
pTau 凝集体に対し EC50にして 9 nM と非常に
強い親和性を示すことが明らかとなった。一

方、Aβあるいは非リン酸化 tau（nTau）凝集
体に対する EC50はそれぞれ 650 nM および 80 
nM であった。以上の結果から 2 と pTau 凝集
体との結合は、Aβ凝集体と比較して約 70倍、
nTau凝集体と比較して約9倍の高い選択性を
持つことが明らかとなり、この違いが脳組織
切片における NFT の選択的検出に反映されて
いることが示唆された。NFT のみを Aβと区
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別して蛍光染色可能な蛍光プローブはこれ
までにほとんど報告されていないことから、
今回開発された 2は、アルツハイマー病を含
めた様々な神経変性疾患の病理診断におけ
るツールとして活用できる可能性を有する。 
 
3) 細胞内 ATP を OFF/ON 型の蛍光応答でセン
シングする蛍光プローブの開発 
 申請者がすでに見出しているキサンテン
型蛍光プローブ 3の ATP などのポリリン酸種
ニ対する OFF/ON 型の蛍光センシングメカニ
ズムの解明について検討を行った。その結果、
X線結晶構造解析をはじめとして、UV および
蛍光分光測定による詳細な解析を行い、ほぼ
完全に本メカニズムを明らかとすることが
できた。すなわち 3は、初期状態において亜
鉛イオン上の配位水がキサンテン環上の９
位とＣ－Ｏ結合を形成してキサンテン環の共
役構造を失っており蛍光 OFF 状態にあるが、
ATP などのヌクレオシドポリリン酸との相互
作用によりＣ－Ｏ結合の切断とキサンテン共
役構造の回復が起こるため蛍光 ON の状態と
なる（下図）。 

 
 キサンテン型プローブの生物分析への応
用として、いくつかの検討を行った。まず、
in vitroにおける応用例として酵素反応の蛍
光によるリアルタイムモニターリングを試
みた。具体的には、糖転移酵素による糖鎖形
成反応および Nudix Hydrolase によるジアデ
ノシンテトラリン酸の加水分解反応につい
て検討し、いずれにおいても酵素反応を 3の
蛍光上昇により簡便に読み出すことに成功
した。また、蛍光変化から酵素速度論解析を
行うことも可能であった。次に、細胞内に存
在する ATP 顆粒の蛍光可視化について検討し
た。3を Jurkat 細胞に導入して蛍光顕微鏡に
て可視化すると、細胞内に明るい顆粒が観察
された。この 3 の顆粒状蛍光は、ATP 顆粒を
染色するキナクリンと呼ばれ蛍光プローブ
の蛍光像と非常によい一致を示す事などか
ら、2 が ATP 顆粒を特異的に染色できる事が
明らかとなった。このようにポリリン酸種に
対する小分子蛍光プローブを、細胞系でのイ
メージグに応用した例はこれまでにほとん
ど知られておらず、この点において本研究成
果は重要なものであるといえる。 
 

  
 本研究では、さらに 3を改良し、新たに FRET
二波長変化のセンシングモードを有する蛍
光プローブの開発および細胞内 ATP のレシオ
検出への応用について検討した。3に FRET ド
ナーとしてクマリンを導入した蛍光プロー
ブ 4 は、ATP などのヌクレオシドポリリン酸
と相互作用することにより、FRET に伴うクマ
リン蛍光に減少とキサンテン蛍光の増大の
二波長変化を起こすことが明らかとなった
（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 を細胞内に導入し、細胞内 ATP を人工的に
枯渇させると、二波長レシオ値(キサンテン
蛍光/ クマリン蛍光)の減少が観察された
（下図）。様々なコントロール実験などから、
この変化は細胞内 ATP 濃度の低下を蛍光レシ
オ変化で読み出している可能性が強く示唆
された。これまでに二波長変化で ATP を読み
出せる小分子蛍光プローブは数例しか報告
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されていない事から、本プローブの新規性は
高い。また、小分子プローブを細胞内 ATP 濃
度変化の検出に応用できた例についても、こ
れまでに報告は全く無く、この意味において
本研究成果は重要な意義を持つと考えられ
る。 
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