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研究成果の概要（和文）：これまでに我々が開発したシグナル変換の仕組みをセンサーキナーゼ

タンパク質と組み合わせ、新奇なバイオセンシング機構の創出を目指した。センサーキナーゼ

とは、分子や光などの刺激を高感度、高選択的に感知するタンパク質である。刺激に応答して

特定タンパク質をリン酸化するが、このリン酸化過程を電気的なシグナルへと変換するのが本

研究の目的である。助成期間の研究では、センサーキナーゼの代わりに遺伝子転写調節因子を

用いることで、当初の目的を達成しつつある。 

 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to produce a novel bio-sensing 

mechanism constituted by sensor-kinase and signal transduction system that we proposed 

in previous works.  Sensor-kinase is a protein which senses an external stimulus such as a 

simple molecule or light to phosphorylate a particular protein and regulate its activity.  In 

this study, we attempted to transform the output of sensor-kinase to an electronic signal.  

We have almost achieved the initial objective by using a transcriptional regulator in place 

of sensor-kinase as a sensory moiety.   
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１．研究開始当初の背景 

 細胞が生きてゆくためには、様々な生育環
境の変化（ストレス）を感知し、適応する必
要がある。当初の研究対象であるセンサーキ
ナーゼとは、そうしたストレスを感知し、適
応に必要な様々な生体分子の合成に対し、
ON/OFF 命令を下すタンパク質の一種であ
る。感知の対象には、分子やイオンなどの物

質のほか、光、熱、浸透圧といった物理量の
変化も含まれ、高感度・高選択性が特徴であ
る。ストレスに対応したキナーゼ活性（図 1）
の ON/OFF が細胞内シグナルとして利用さ
れ、ストレス適応のきっかけとなる。つまり
センサーキナーゼは、細胞におけるストレス
応答の起点であり、従来からその機能制御は、
創薬などのターゲットとして、ライフサイエ
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ンス分野を中心に研究が盛んであった。他方、
センサーキナーゼの多様で高感度・高選択的
なセンシング能力は、生体由来のセンサー材
料の観点からも魅力的である。しかし、セン
サーキナーゼをバイオセンシングに利用す
る試みは、研究開始当初、基礎、応用研究の
いずれについても、国内外を問わず例がなか
った。その理由の一つに、センサーキナーゼ
の出力であるキナーゼ活性の ON/OFF を、
検出・処理が容易な電気的な信号へと簡便に
変換することの難しさが挙げられる。従来の
活性測定では、基質である核酸にリン放射性
同位体（32P）を導入し、反応に伴う放射線量
の変化を計測することが一般的である。最近
では、32P の代わりに蛍光物質を利用する手
法もみられるが、いずれにしても放射線や蛍
光を最終的に電気的な信号へと変換する機
材と 32P、蛍光分子でラベル化された基質核
酸が必要である。したがって、センサーキナ
ーゼをバイオセンシングに利用するには、こ
れまでとは異なる発想で、キナーゼ活性の
ON/OFF を検出・処理が容易な電気的なシグ
ナルへと直接変換する仕組みが必要であっ
た。 

２．研究の目的 

 １で述べた研究背景をもとに、本研究では、
センサーキナーゼを一組の電子伝達タンパ
ク質と組み合わせ、センサーキナーゼが発生
するセンシング情報（キナーゼ活性の変化）
を電子伝達タンパク質間の電子伝達速度の
変化へと動的に変換する仕組み（シグナル変
換機構）の構築を目指した。この仕組みによ
り、センサーキナーゼのセンサー活性を容易
に電気的なシグナルとして検出・計測するこ
とを可能にする。この研究は、酸化還元酵素
の電子授受を利用する現在のバイオセンシ
ングとは異なる、新たなバイオセンサーの提
案とプロトタイプづくりを目指すものであ
る。 
３．研究の方法 

 センサーキナーゼのシグナル変換には、
我々が最近開発した一組の電子伝達タンパ

ク質で構成する仕組みを利用することとし
た（図 2）。タンパク質間での電子伝達では、
まずタンパク質が互いの特定部位を認識し、
一時的な会合体を形成することが知られて
いる。我々は、一方の電子伝達タンパク質（本
研究では銅タンパク質アズリンを利用）の会
合体形成面近くに環境応答性分子（特に構造
変化を伴うもの）を組み込むことで、「環境
変化依存的な構造変化→電子伝達タンパク
質間の相互作用変化→タンパク質間電子移
動速度の変化」で構成されるシグナル伝達・
変換のカスケードを以前の研究で実現した。
本研究におけるセンサーキナーゼのシグナ
ル変換では、環境応答性分子の代わりにセン
サーキナーゼによって認識され、リン酸化を

受けるオリゴペプチド鎖を導入することに
した（図 3）。リン酸化を受けるアミノ酸残基
（主にヒスチジン残基）をリン酸化されない
残基（フェニルアラニン）に置換したダミー
ペプチドとすることで、外部刺激に応答した
センサーキナーゼのリン酸化能の ON/OFF

をダミーペプチドに対する結合能の
ON/OFF（結合／解離）に変換する。センサ
ーキナーゼの結合／解離に伴い、アズリン上
方（タンパク質間相互作用面近傍）の立体障
害が変化し、電子伝達タンパク質間の会合体
形成能・電子伝達速度が変化する。 

本研究の最終目標は、タンパク質間の電子伝
達速度の変化を、計測とその後のデータ加工
が容易な電流値の変化として計測すること
である。この目標は、アズリンタンパク質を

 

図 1. センサーキナーゼの基本構造と作用機

構 キナーゼ活性部位は、ATP など核酸の

加水分解と生成するリン酸基（P）による他

のタンパク質のリン酸化を触媒する（キナー

ゼ活性）。センサー部位は、ストレスに対応

して、キナーゼ活性の ON/OFF 制御をおこ

なう。 

 
 

図 2. シグナル変換の基本原理 電子移動タ

ンパク質間の相互作用を一つの高次構造と

捉え、「環境応答分子の構造変化→相互作用

の変化→電子移動速度の変化」の過程によ

り、シグナル変換を行う。 

 

図 3. 本研究が当初目指したセンサーキナー
ゼシグナル変換機構の概要。 



電極に集積することで実現可能と考えた。 
４．研究成果 
 研究の初段階で３で述べたダミーペプチ
ドのアズリンへの導入に成功した。その後、
外部刺激依存的なセンサーキナーゼのダミ
ーペプチドへの結合／解離の実現を目指し
たが、助成期間内では、それを実現すること
ができなかった。その理由として、1) ダミ
ーペプチド鎖が思いのほか柔軟であり、固定
したアズリンタンパク質表面にペプチド鎖
が横たわってしまう（センサーキナーゼがペ
プチド鎖に接近できない）。あるいは２）ペ
プチド鎖末端－タンパク質表面のリンカー
領域が短く、センサーキナーゼがペプチドに
結合する際、アズリン自身が立体障害となっ
てしまう を念頭にリンカー領域まで含め
たダミーペプチド鎖の構造最適化を試みた
が、いまのところ、研究計画で述べた結果を
得るに至っていない。そこで、センサーキナ
ーゼと同様に細胞内でセンサータンパク質
として機能する遺伝子転写制御タンパク質
に着目し、センサーキナーゼの代わりとして
利用する研究を昨年度より開始した。 
 遺伝子転写制御因子（転写制御因子）とは、
細胞内外の刺激に応答して、特定遺伝子から
のメッセンジャーRNA 合成（したがって遺
伝子にコードされたタンパク質の発現）を制
御するタンパク質である。センサーキナーゼ
では外部刺激依存的にリン酸化能が変化す
るのに対し、転写調節因子では、特定の DNA

配列への結合能が変化する。したがって、セ
ンサーキナーゼにおけるダミーペプチドの
代わりに転写調節因子によって認識される
オリゴ DNA（ターゲット DNA）をアズリン
に導入すれば、転写制御因子－電子伝達タン
パク質の組み合わせで当初の研究計画を遂
行できると考えた。分子設計の概略を図 4 に 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

示す。今回の研究では、実験系の構築のしや
すさを考慮し、CooA と呼ばれる一酸化炭素
（CO）依存型転写制御因子をセンサータン
パク質に用いることにした。 

 ペプチド鎖（分子量 約 1200）とは異な
りターゲット DNA（分子量 約 20000）は
大きく、アズリンへの導入法確立に時間を要
したが、スキーム 1 に示す手法により実現し
た。予備実験の段階ではあるが、調製したタ
ーゲット DNA-アズリン複合体に対するシト
クロム c への電子伝達速度を CooA 存在下で
計測したところ、CO 有（2.6104 M-1S-1）無
（0.9104 M-1S-1）となり、CooA がターゲッ
ト DNA に結合する条件下で速度の低下が見
られた。このことは、CO を感知した CooA

がアズリン上のターゲット DNA に結合し、
その立体障害によって電子伝達が阻害され

 
スキーム 1. アズリン Cys44 への２本鎖
DNA の導入手順。反応性の低い Cys44 への
導入を効率よく行うため、BME を用いて反
応点をタンパク質表面から露出させる。 

 

  

図 4. 転写制御因子の出力変換機構。

DNA を導入したアズリンを電極に固

定し、ここに転写調製因子が結合／解

離することで、シトクロム c からアズ

リンへの電子移動速度が変化。この変

化を電極電流の変化として計測する。 

 

図 5. (a) アズリン表面にはアミノ基、カ

ルボキシル基、フェノール基（スティッ

ク状）が複数存在する。試行錯誤の結果、

Met44, Ser100 を Cys に 置 換 し た

M44C/S100C では、Cys44 がタンパク質

に中にやや埋没するため反応性が低く、

Cys100、44 の順に逐次修飾が可能である

ことが分かった。(b) 電極固定用に調製し

た分子。マレイミド基で Cys100 に結合

し、ジアゾニウム基の還元に伴うラジカ

ルの発生でグラファイト電極に対し共有

結合が可能。 



たことを示唆する結果と考えられる。 

 図 4 に示した仕組みの完成をめざし、アズ
リンの電極への集積に関する研究も別途進
めた。試行錯誤の結果、図 5a に示す二重変
異 体 （ Met44Cys/Ser100Cys, 以 後
M44C/S100C）に対し、図 5b で示すピレン
マレイミドジアゾニウム分子は、Cys100 と
選択的に反応すること、したがって Cys44 は、
Cys100 にピレン誘導体を導入した後、スキ
ーム 1 で示す方法で選択的にターゲット
DNA と反応可能であることを見出した。
Cys100 に導入したピレン誘導体のジアゾニ

ウム基は、電気化学的還元反応によって、グ
ラファイト電極に共有結合させることが可
能であることも見出した。この手法で電極に
固定したアズリン変異体の銅イオンは、電極
を介して良好な電気化学的応答を示す（図 6）。 
 以上のように、当初計画していた「センサ
ーキナーゼのバイオセンシングへの利用」に
ついては、良好な結果が得られなかったもの
の、もう一つのセンサータンパク質である転
写制御因子を利用するバイオセンシングに
ついては、格段の進展がみられた。３年間の
助成期間を経て、研究計画の遂行に必要な要
素技術の開発はほぼ終えることができた。今
後は、調製したアズリン修飾電極を用いて
CooA 存在下、CO の有無を電極電流の変化と
して計測することを実現し、本申請研究の当
初目標を早期に達成する。 
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