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研究成果の概要： 
平成 19 年度の実験において電気泳動およびＭＳスペクトル解析によって９Ｂ８のターゲット

タンパク質としてミトコンドリア外膜に存在するＳＬＣ２５Ａ５というタンパク質を同定した。

平成 20 年度では９Ｂ８の各種類縁体を合成して化合物の構造活性相関を行った。これらの実験

結果から、９Ｂ８がターゲットタンパク質と共有結合を介して結合するためには分子内のβ-
ケトスルフィド部位が極めて重要である事がわかった。 
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研究分野：ケミカルバイオロジー 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：蛍光色素、ミトコンドリア、外膜、スクリーニング、合成化合物 
 
１．研究開始当初の背景 

 
蛍光色素は、細胞や組織を生きた状態で染

色して観察するための道具として使われて
いる。現在までに、ミトコンドリア、リソソ
ーム、小胞体、ゴルジ体、核など様々なオル
ガネラ選択的な蛍光色素が市販されている。
しかしながら、例えばペルオキシソームのよ
うに細胞を生かした状態で染色することが
出来る蛍光色素が開発されていないオルガ
ネラもいくつか存在する。 

２．研究の目的 
（１）我々がスクリーニングによって発見し
た９Ｂ８が特異的に結合するタンパク質を
同定することによってオルガネラ選択性を
明らかする。 
 
（２）９Ｂ８の構造活性相関研究を行い、9B8
がどのようにして標的タンパク質と相互作
用しているか明らかにする。 
 
 



３．研究の方法 
 
（１）９Ｂ８のターゲットタンパク質の同定 
 
申請者は平成１９年度の実験において９

Ｂ８のターゲットタンパク質を同定するた
めにアフィニティーカラムを用いたターゲ
ットタンパク質の同定やクロスリンカーを
用いたターゲットタンパク質の同定法を試
みた。しかしながら、いずれの方法でもター
ゲットタンパク質の同定はできなかった。 
そこで、あらかじめ HeLa 細胞を９Ｂ８で

処理して、この細胞をホモジナイズした後に、
スクロース密度勾配遠心法によりオルガネ
ラ分画し、SDS-PAGE で分離したところ、蛍
光で染色されたバンドを検出することがで
きた。このバンドを切り出してＭＳ分析した。
（図１） 

 
図１ オルガネラ分画 

 
（２）９Ｂ８の構造活性相関研究 
 
次に、９Ｂ８の構造活性相関研究を計画し

た。具体的には９Ｂ８のジメチルフェニル基
および分子内のβ-ケトスルフィド部位をさ
まざまな置換基に変換することにした。（図
２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 構造活性相関 
 

 

合成方法は、市販の２と３a または 3b を出
発原料に用いて、トリエチルアミンとともに
還流すると４a および４ｂが得られると考え
られる。得られた４a-b をベンジルブロマイ
ドおよびβ-ケトハロゲンとカップリングさ
せることでさまざまな９Ｂ８の類縁体を合
成することにした。（図３） 
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図３ 合成計画 
 

４．研究成果 
 
(1) スクロース密度勾配遠心法の結果 
 
研究方法（１）の手順に従って、スクロー

ス密度勾配法により SDS-PAGE を行った結
果、およそ 30K のあたりに蛍光で染色された
バンドを見いたすことができた。（図４）同
様の操作を細胞の抽出液（in vitro 系）に対
しても行ったところ、同位置に同じ染色され
たバンドを見ることができた。 
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これらの結果から、9B8 はターゲットタン
パク質に対して共有結合を介して結合して
いることが示唆された。 
そこで、このバンドを切り出して MS 分析

によって化合物が結合しているタンパク質
を同定することにした。 
 



 
図４ スクロース密度勾配遠心法の結果 
 
MS 分析の結果、ミトコンドリア外膜に存

在するＳＬＣ２５Ａ５というタンパク質を
同定することができた。（図５） 

 

図５ ＭＳ解析の結果 
 
（
 
２）９Ｂ８の構造活性相関研究の結果 

（１）までの研究でターゲットタンパク質
は同定できたが、“どのようにして化合物が
タンパク質と共有結合をしているのか？”と
いう疑問が残る。 
研究代表者は、９Ｂ８（1）のβ-ケトスル

フィド部位がミトコンドリアに存在する酵
素によって、酸化あるいは還元のような代謝

を受けて反応性に富んだ反応中間体を生成
してターゲットタンパク質と共有結合する
のであろうと考えた。 

そこで、研究方法（２）の合成計画に従っ
て図６に示した７種類の９Ｂ８類縁体を合
成した。 

図６ ９Ｂ８類縁体 
 

これらの類縁体の細胞内の局在性を調べ
た。その結果、β-ケトスルフィド部位を持つ
化合物以外は、すべて局在性を示さなかった。
これらの実験結果から、９Ｂ８（1）がター
ゲットタンパク質と共有結合を介して結合
するためにはβ-ケトスルフィド部位が極め
て重要である事がわかった。 

 
さらに、これらの研究の最中に、９Ｂ８そ

れ自体では弱い蛍光しか発せず、何らかの構
造変化を受けて、強い蛍光物質へと変化して
いることがわかった。そして、この生成物が
ミトコンドリア外膜を蛍光に染色する本体
の化合物であることがわかってきた。そこで
この本体の構造を調べた結果、β-ケトスルフ
ィド部位が９Ｂ８の持つシアノ基に求核攻
撃して巻き込んだ化合物が染色物質の本体
であることがわかった。（図７） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７ 環化化合物 
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