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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，研究代表者らが独自に開発したリン酸モノエステルジアニオンを特異的に捕捉
する機能性分子（以下，フォスタグ）を水晶発振子マイクロバランス（QCM）法に適用させた。
まずは，フォスタグを QCM チップ上に固定化したリン酸親和性バイオセンサーチップを新たに
開発した。そして，この新規センサーチップを用いることで，リン酸化蛋白質や DNA のような
リン酸化生体分子の高感度検出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, the researcher has applied a novel phosphate capture molecule, 
biotinylated Phos-tag (Phos-tag Biotin BTL-111), which was originally synthesized, to 
a quartz-crystal microbalance procedure (QCM). By using the BTL-111，a phosphate-affinity 
QCM sensor chip has been newly developed. This novel biosensor chip permitted highly 
sensitive detections of phosphorylated biomolecules, such as phosphoproteins or DNA. 
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１．研究開始当初の背景 
 今日，蛋白質リン酸化反応の検出は細胞機
能解析のみならず，癌や神経変性疾患などの
早期発見や予後改良に向けた診断法及びそ
れらの病態発症に深く関わるキナーゼやフ
ォスファターゼの阻害剤のスクリーニング
法としても注目を集めている。そうした観点
からも，生体内の僅かなリン酸化反応を網羅

的にプロファイルできる，より特異的で，か
つ，簡便・迅速で安定的な定量分析用デバイ
スの開発が急務である。 
 研究代表者が所属する研究室の成果の１
つに「亜鉛二核錯体構造が，アルカリフォス
ファターゼの基質であるリン酸モノエステ
ル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。この酵素モデル研究の成果
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を基盤に，近年，研究代表者らは，生理条件
下でナノモル濃度のリン酸モノエステルを
認識する機能性分子（フォスタグ，図１参照）
の開発に成功した（Kinoshita, E., et al., 
Dalton Trans. (2004) 1189）。フォスタグと
リン酸モノエステルの親和性（フェニルリン
酸アニオンの場合，Kd = 25 nM）は，カルボ
ン酸イオンとの親和性よりも１万倍以上大
きい。このリン酸基捕捉分子を QCM 法に適用
できれば，生体分子のリン酸化反応を重さで
測る新しいリアルタイム定量分析法が開発
できると考え，本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
 本研究では，研究代表者らが独自に開発し
たリン酸モノエステルジアニオンを特異的
に捕捉するフォスタグを QCM 法に適用する。
水晶発振子とは，水晶の結晶を極薄い板状に
切り出した切片の両側に金属薄膜を取り付
けた構造をしたもので，それぞれの金属薄膜
に交流電場を印加するとある一定の周波数
で振動する性質を示す。この水晶発振子の表
面に物質が付着すると物質の質量に比例し
て振動数が減少するため微量天秤として利
用することができる。そこで本研究において
は，フォスタグを QCM法におけるホスト分子，
あるいはゲスト分子として適用させること
で，振動数の経時変化から，微量な生体分子
のリン酸化反応を定量分析できるリン酸親
和性 QCM 法を開発する。まずは，フォスタグ
を QCMチップ上に固定化したリン酸親和性バ
イオセンサーチップを作成し，そして，その
センサーチップを応用することで，リン酸化
生体分子解析のための新しいアプリケーシ
ョンに展開する。 
 
３．研究の方法 
 研究目的を達成するために，まずは，フォ
スタグを利用したリン酸親和性センサーチ
ップの作成を実施し，その機能性の検証試験
も行う。次に，フォスタグをゲスト分子であ
るアナライトとしての評価を行い，QCM 法に
おける最適化したリン酸基認識プローブと
して開発する。これらの検証試験を踏まえ，
蛋白質キナーゼ／フォスファターゼの酵素
活性プロファイリング法やゲノム遺伝子多
型の検出法を軸としたリン酸親和性 QCM技術
としての新しいアプリケーションを検討す
る。以下に，具体的事項を列記する。 

(1) リン酸親和性センサーチップの作成 
 最適な作成法の検討や固定化させる
フォスタグ量の最適化検討を行う。また，
ゲスト分子として，リン酸化ペプチド，
リン酸化蛋白質，DNA といったリン酸化
生体分子を用いて検討を行う。 

(2) フォスタグを QCM分析のリン酸基認識素
子として樹立 
 QCM 分析に対応した計測用分子プロー
ブの開発を行い，様々なホストサンプル
に応じたリン酸基認識素子としての機
能性の検証を行う。 

(3) リン酸親和性 QCM技術を利用した新しい
アプリケーション法の開発 
 リン酸親和性 QCM 技術を用いて創薬，
遺伝子診断，ゲノム医療などの幅広い生
命科学分野で利用できる新しいアプリ
ケーションを開発する。リン酸親和性セ
ンサーチップを用いることで，キナーゼ
／フォスファターゼ酵素活性測定法や
遺伝子診断法の開発を行う。 

 
４．研究成果 
(1) リン酸親和性センサーチップの作成 

 QCM センサーチップにアビジンを固定
化することで，研究代表者がこれまでに
開発に成功しているビオチン化フォス
タグ（BTL-104）を結合させることがで
き，そのセンサーチップにリン酸親和性
の特性を付加させることができる。この
想定のもと，ニュートラアビジンが固定
化された QCM センサーに BTL-104 を適用
させることでリン酸親和性バイオセン
サーチップを創出した。QCM の測定には，
Affinix QNµ（イニシアム社製）が使用
された。さらに，本研究においては，ビ
オチン分子と Phos-tag 間のスペーサー
分子として，エチレングリコールが 12
分子繋がった PEG12 を導入した BTL-111
を合成し，従来の BTL-104 と同様に QCM
センサーチップに固定化することでリ
ン酸親和性のセンサーチップを作成し
た。BTL-111,あるいは BTL-104 を固定化
したこれら２種類のチップとリン酸化
タンパク質であるβ-カゼインを試料と
して用いて比較検討した結果，QCM セン
サーチップにおいて，長いスペーサー分
子を導入した BTL-111 の方が，既存の
BTL-104 よりも高感度にリン酸化ターゲ
ットを検出できることが証明された。こ
の手法においては，検出感度を７倍以上
向上させることに成功した（図２参照）。
新規誘導体の BTL-111の検出感度が向上
する理由として，長いスペーサーの導入
により既製の BTL-104 よりも Phos-tag
そのものの自由度が増大し，標的へのア
クセスが向上したと考察できる。 



 
(2) フォスタグを QCM分析のリン酸基認識素

子として樹立 
 リン酸親和性センサーチップを作成
した時と同様に，まずは，QCM センサー
にニュートラアビジンを固定化した。次
に，ニュートラアビジンが固定化された
QCM センサーにビオチンが標識された各
種リン酸化ペプチドを固定化させるこ
とでリン酸化ペプチド固定化 QCMセンサ
ーを作成した。このチップを利用して，
従来のビオチン化フォスタグ BTL-104 
と新規誘導体 BTL−111（ビオチンとフォ
スタグ分子間に 12 分子のエチレングル
コールを導入した誘導体）をリン酸基認
識プローブとして QCM 法に適用させた。
それぞれのビオチン化フォスタグのみ
の結合では QCM シグナルを計測するこ
とはできなかった。BTL-111 とストレプ
トアビジン複合体をゲストサンプルと
してアプライしたところ，QCM シグナル
のリアルタイムな計測が可能となった。
非リン酸化ペプチドを固定化した QCM 
センサーチップや亜鉛と錯形成させて
いない BTL-111 の使用では，ストレプト
アビジンと複合体形成を行った後でも，
QCM シグナルを計測することはできな
かった。これにより，BTL-111 とストレ
プトアビジン複合体が，QCM 分析のリン
酸基認識素子として機能することが明
らかとなった。さらに，本研究において
は，２分子，並びに４分子のビオチンが
導入されたフォスタグ誘導体（それぞれ
BTL-108，BTL-109 と名付ける）を合成し，
同様にストレプトアビジンと複合体を
形成させてゲスト分子としての応用を
試みた。その結果，長いスペーサーを導
入した BTL-111 とは対照的に，これら２
つの誘導体においては，QCM シグナルを
得ることができなかった。この結果につ
いてはいくつかの考察ができるが，恐ら
くは複数のストレプトアビジンが立体
構造的な干渉となり，標的である２価の

リン酸基部位へのアクセスが阻害され
たのかもしれない。 

(3) リン酸親和性 QCM技術を利用した新しい
アプリケーション法の開発 
 BTL－111（ビオチンとフォスタグ分子
間に 12 分子のエチレングルコールを導
入した誘導体）を固定化したリン酸親和
性 QCM センサーチップを用い，さらに，
リン酸化タンパク質であるβカゼイン
を結合させ，アルカリフォスファターゼ
を用いた脱リン酸化アッセイ法の開発
を試みた結果，リアルタイムな脱リン酸
化反応を追跡することが可能となった。
時間経過とともに酵素反応が進み，βカ
ゼインが脱リン酸化されることで QCMシ
グナルが減少した。さらに，5'末端にリ
ン酸基が付加された DNAおよび付加され
ていない DNAを用いた結合実験を試みた
結果，リン酸基が付加された DNA のみに
QCM シグナルが検出された。アレル特異
的 PCR 法と組み合わせることで，ホモ変
異の検出が可能となった。このことから，
ホモ変異の遺伝子診断が可能であるこ
とがわかった。 

 以上より，ビオチン化フォスタグ誘導体
BTL－111 を固定化させた QCM センサーチッ
プを用いることで，より幅広いリン酸化生体
分子の解析に応用できるものと期待する。  
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