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研究成果の概要（和文）：フォスタグ技術を世界標準のリン酸化プロテオーム解析技術にすることを目的として，(1)
蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を利用したリン酸化ペプチドのキナーゼ反応の高感度蛍光分析システム，(2) リン酸化
タンパク質の蛍光検出・定量システム，(3) リン酸化数やリン酸化部位の異なるリン酸化生体分子（ペプチドや糖類）
のリン酸化状態解析法を開発した．本研究で開発した新しいリン酸化合物の研究手法は，今後のリン酸化プロテオーム
研究を劇的に促進するものであると確信している。

研究成果の概要（英文）：By utilizing the Phos-tag molecule and its fluorescent derivatives, we have develo
ped convenient and reliable methods for the analysis of phosphorylated biomolecules such as peptides and p
roteins. In this program, we applied the Phos-tag technology to (1) FRET system for kinase/phosphatase pro
filing using Phos-tag, (2) fluorometric analysis of phosphorylated proteins, (3) analysis of phosphorylati
on status of multi-phosphorylated biomolecules. We believe that our Phos-tag technology will result in gre
at progress in phosphoproteomics.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトの遺伝子から生み出される蛋白質は

何十万種にもなる。それらの機能を明らかに

し，複雑な生命現象を制御する蛋白質群の全

体像の解明は，次世代の重要な研究課題であ

る。なかでも，リン酸化された蛋白質の機能

解析は，癌やアルツハイマー病などの原因究

明，治療薬の開発，個別化診断・治療にとっ

て極めて重要である。民間市場調査報告書

(2008 年)によると，世界の新薬開発プログラ

ムの約 30%が蛋白質のリン酸化異常に関わる

ものである。プロテインキナーゼ（蛋白質リ

ン酸化酵素：ヒトでは 500 種類以上）が触媒

となる蛋白質のリン酸化反応は，時間的およ

び空間的に変化する動的な生体機能調節機

構である。それゆえに，発現している全ての

蛋白質のリン酸化状態を解析して初めてそ

の全体像が明らかになるのであり，複数の研

究法から得た多くの知見から総合的に理解

することが重要である。今後のリン酸化蛋白

質の研究には，放射性同位体法（同位体リン

の放射線を使う方法）や抗体法（リン酸化蛋

白質を抗体で捕まえる方法）などの既存の研

究ツールに加え，それらとは異なる視点で簡

便に信頼性の高い情報が得られる新しい研

究技術が求められている。 

 本研究者は，亜鉛イオンを必須とする酵素

（亜鉛酵素）がアニオン性の基質を捕捉する

機能を持っていることに注目して，低分子亜

鉛化合物の機能に関する研究を行ってきた。

その研究成果の１つに「脱リン酸化酵素（ア

ルカリフォスファターゼ）の亜鉛二核錯体構

造が，基質であるリン酸化分子を特異的に捕

捉するために必須である。」という発見があ

る。その科学的事実を基礎として，生理条件

下（pH 7，室温）で選択的かつ迅速にリン酸

化分子を捕捉する機能性タグ分子（フォスタ

グ）を開発した。フォスタグ（二核亜鉛錯体）

とリン酸アニオンとの親和性（Kd 〜10-8 mol/

ℓ）はカルボン酸イオンの 10000 倍以上であ

り，フォスタグは極めてリン酸基に特異性の

高いオリジナルな機能性分子である。 

 

２．研究の目的 

 ナノモル濃度のリン酸化分子を選択的に

捕捉できる蛍光発色団を有するオリジナル

な分子（蛍光性フォスタグ）を用いた新しい

リン酸化プロテオーム解析法の開発を目的

とする。生体の複雑な試料の中からリン酸化

蛋白質を選択的に分離する既存の方法は，リ

ン酸化蛋白質を特異的に捕捉する抗リン酸

化抗体を使う免疫沈降法しかない。また，リ

ン酸化ペプチドなどの低分子を捕捉・濃縮す

るリン酸親和性担体はいくつか市販されて

いるが，いずれもリン酸化分子に対する選択

性は低く，また担体からの分離には酸性やア

ルカリ性の条件と有機溶媒が必要である。一

方，フォスタグは，生理 pH の水溶液でリン

酸化された高分子や低分子を分解すること

なく，可逆的かつ選択的に捕捉する機能を持

っている。フォスタグのリン酸化分子捕捉能

は，抗体に匹敵するものであり，通常の陰イ

オン交換樹脂と比べて10000倍以上も優れた

リン酸基捕捉認識機能を有している。また，

リン酸化分子を捕捉したフォスタグに，リン

酸イオンを添加すると，速やかな交換反応が

起こり，リン酸化分子を簡単にフォスタグか

ら解離させることができる。このようなリン

酸化分子に対するフォスタグの迅速かつ可

逆的な捕捉能は，リン酸化分子のリアルタイ

ム蛍光検出などに応用できる。また，フォス

タグ試薬は化学的に安定な低分子化合物で

あるため，その合成，保管，取り扱いは，抗

体や放射性同位体リン試薬に比べて格段に

簡便である。フォスタグ技術は，従来のリン

酸化解析技術と比べて，上記のような卓越し

た新規性・独創性・優位性がある。したがっ

て，本研究が目的とする蛍光性フォスタグを

使った新しいリン酸化プロテオーム解析法

は，生体内リン酸化蛋白質の機能解析を行っ

ている創薬や診断分野の発展に大きく貢献

する研究手法である。 

 

３．研究の方法 

（１）蛍光共鳴エネルギー移動を起こす蛍光

発色団（例：アミノクマリンとフルオレセイ

ン）をフォスタグとキナーゼ基質ペプチドに

それぞれ結合した化合物を合成した後，キナ



ーゼ反応条件やリアルタイム蛍光測定条件

を最適化し，キナーゼ反応の解析法を確立す

る。合成済みのアミノクマリン誘導体は脂溶

性が大きいため， 反応液に 20％エタノール

水溶液を使用しなければならいないという

欠点がある。そこで，本研究ではフォスタグ

とアミノクマリンを水溶性のスペーサーで

繋いだ新しい蛍光性フォスタグを合成する。

さらに，水溶性の他の蛍光発色基の組み合わ

せ（NBD 系，インドシアニン系，ローダミン

系）についても検討を行う。合成した蛍光性

分子の化学的性質（純度，溶解度，蛍光量子

収率，温度や pH の効果，溶媒効果，溶液内

安定性，リン酸イオンの添加効果など）を検

討する。 

 

（２）リン酸化分子が結合する前後で大きく

蛍光量子収率が変化する新規蛍光性フォス

タグを開発する。このフォスタグ誘導体を用

いて，簡便な操作でリン酸化合物を検出する

蛍光検出法を開発する。蛍光強度変化の大き

い蛍光性フォスタグを発色試薬として用い

て，電気泳動法や TLC により分離したリン酸

化分子（蛋白質，ペプチド，脂質，核酸など）

の検出効率を検討する。 

 

（３）上記で開発した新規蛍光性フォスタグ

を用いて固相に結合したキナーゼ基質の蛍

光分析システムを構築する。マイクロビーズ

（活性化端末を有する磁気ビーズ状担体な

ど）に基質ペプチドを共有結合した後，キナ

ーゼ反応により生成するリン酸化体をビー

ズ単位で分析する方法を開発する。 

 

（４）本研究で開発する蛍光性フォスタグを

組み合わせて，脂質や糖類のポリリン酸化反

応の分析法への利用を検討する。 

 

４．研究成果 

（１）蛍光性フォスタグのリン酸化合物

捕捉能と蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）の原理を組み合わせたペプチド

基質のリン酸化反応の検出法を開発し

た。水溶性スペーサーで蛍光色素を結合

した新規蛍光性フォスタグの合成とそ

の物性の検討を行った後，FRET 法のドナ

ーとしてアミノクマリンおよびフルオ

レセイン蛍光色素を結合させたフォス

タグを，アクセプターとしてカルボキシ

フルオレセインまたはローダミンでラ

ベルしたペプチド基質を用いて，キナー

ゼ反応解析法の検討を行った。ペプチド

基質のリン酸化の進行に伴い，ドナーと

アクセプターの接近に由来する効率的

な FRET（50〜80%）を確認した。その実

験結果を基礎して，リン酸化基質ペプチ

ドの新しいリン酸化定量解析システム

を確立した。さらに，リン酸化ペプチド

基質のリアルタイム検出によるキナー

ゼ阻害剤の活性測定法も確立した。 

 

（２）可視光領域に蛍光を発生するフォス

タグとリン酸化基質ペプチド組み合わせた

キナーゼ反応の検出法を開発した。さらに，

磁気ビーズにフォスタグ分子結合させた新

しい機能性分子を作成し，蛍光発色基をも

つキナーゼ基質ペプチドを効率よく分離し

て定量する新しい手法を検討した。本磁気

ビーズ法の開発では，水溶性スペーサーを

結合した新規フォスタグの合成とその物性

の検討を行った後，フルオレセイン蛍光色

素を結合させたリン酸化基質とフォスタグ

との結合および解離反応速度論を時間分解

蛍光分析法で解析した。その結果，μmol

濃度の稀薄な条件下においても，フォスタ

グ分子（磁気ビーズ結合型フォスタグや蛍

光性フォスタグ）は数秒以内にリン酸化ペ

プチド基質を捕捉すること，さらに，リン

酸緩衝液を用いた生理条件下で，数分以内

にほぼ 100％の基質を解離することも明ら

となった。このフォスタグ分子の速度論的

な特徴は，リン酸化ペプチド基質のリアル

タイム検出に十分応用可能なものである。 

 

（３）２種類の蛍光性フォスタグを新たに

合成し，既存のものと合わせてそれらの機

能性（蛍光染色剤やキナーゼ解析試薬とし

ての利用）について検討した。それらの内，

ローダミン系のフォスタグ誘導体が最も簡

単な操作手順で，効率よくリン酸化タンパ



ク質を選択的に染色することが明らかとな

った。さらに，磁気ビーズに固定化したフ

ォスタグと蛍光性基質分子（リン酸化ペプ

チドやヌクレオチドなど）を用いて，フォ

スタグに対する様々なリン酸化分子の相対

的な親和性順位を初めて測定することに成

功した。それらの実験データは，フォスタ

グを用いたリン酸化分子解析における最適

な分析条件を最適化する上で極めて重要な

ものである。新規蛍光性フォスタグを用い

た複数のリン酸基を有する生体分子（リン

酸化糖やリン酸化ペプチド）の蛍光エネル

ギー移動分析法を開発した。この方法では

近接するマルチリン酸化分子のみを選択的

に定量解析することが可能である。 

 

（４）上記の蛍光性フォスタグとリン酸化分

子の可逆的な結合反応における速度論に関す

る性質を詳細に検討した結果，フォスタグの

亜鉛イオンの配位子（リン酸イオン）の交換

速度は， 亜鉛キレート剤であるEDTAのよる

亜鉛イオンの除去速度にくらべて極めて大き

い（ミリ秒以内）であることが明らかとなっ

た。さらに，蛍光性フォスタグと消光性置換

基を有する新規フォスタグを組合わせたビス

リン酸化生体分子の解析法に必要な基礎デー

タを得ることもできた。 

 本研究により開発した蛍光性フォスタグ分

子群を用いた上記分析手法は，次世代のリン

酸化プロテオームに関する研究現場で即戦力

として役立つものである。今後も国内外の学

会発表や総説論文によるフォスタグ技術の理

解増進，科学試薬企業の協力を通してフォス

タグ分析システムの実用化を進めていく予定

である。 
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