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研究成果の概要（和文）：　固定化タンパク質の分子インプリンティングにおいて、鋳型タンパク質を安定に固定化し
、かつ形成された分子インプリント空間に結合情報を発信するための蛍光分子を導入する部位を持たせるために重要と
なるジスルフィド結合を有するリンカー分子の合成及びその評価を行った。標的タンパク質固定化基板上に作製した分
子インプリントポリマーのポリマー膜厚が分子認識能に与える影響について検討を行い最適なポリマー膜厚(10-20 nm)
を明らかにした。ポストインプリンティング修飾による低親和性部位をキャッピングする方法を開発し,S/N比を向上さ
せることができた。
　

研究成果の概要（英文）：   A linker molecule comprised of a disulfide linkage to immobilize proteins for t
he preparation of signaling protein-imprinted polymers on substrates was designed and synthesized. The pro
teins coupled with the linker molecule maintained their secondary structure, and the molecular imprinting 
process properly proceeded. After the polymerization, the immobilized proteins were easily removed by the 
reduction of the disulfide moiety to leave the imprinted cavities capable of introducing thiol-reactive fl
uorescent dyes for signal transduction of binding events. Thickness of the protein imprinted polymer thin 
layer on the substrate was examined and, it is revealed that 10 to 20 nm thickness was suitable for the mo
lecular recognition. Post-imprinting modification technique was developed to reduce the number of low affi
nity binding cavities, resulting in the improvement of S/N ratio.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生体機能の解明や特定の疾患に対するバイ
オマーカーの開発おいてプロテオミクスは強
力なツールである。その研究の中で、タンパ
ク質認識については、抗体などの生体由来材
料が主に利用されているが、その取得には繁
雑な操作と長期の作製期間を要するうえに、
高価かつ不安定であることが課題である。ま
た、高価なラベルフリー計測装置を用いない
限り、結合挙動可視化のための標識が必ず必
要であることから、煩雑な操作と標識反応に
よる損失や失活も大きな問題である。人工ポ
リマーレセプターは、生体材料と比較して安
定性、再現性、コストの点でより有利で、その
実用化は強く要望されている。これまでに、
結合情報可視化のためのレポータ分子が前も
って組込まれた人工ポリマーレセプターは、
低分子化合物に対しては報告されているが、
タンパク質に対する情報発信型の人工ポリマ
ーレセプターの報告はほとんどない。 
 
２．研究の目的 
 

分子インプリンティングとポストインプリ
ンティング修飾を組み合わせた新しいタンパ
ク質認識材料合成法により、標的タンパク質
認識空間のみに結合情報レポータ分子を配置
した低バックグランド蛍光性センシング材料
を基板上に成膜して、これまでにない高選択
性蛍光検出機能が埋め込まれた人工プロテイ
ンチップを構築する。鋳型タンパク質を新規
開発のジスルフィドリンカーにより基板上に
固定化し、その場で分子インプリンティング
を行う。還元によりジスルフィドを開裂して
鋳型タンパク質を除去してタンパク質インプ
リント空間を形成させ、その空間内に残る遊
離チオール基にマレイミド化蛍光物質をポス
トインプリンティング修飾することで、認識
空間内のみに蛍光レポータ分子を導入する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は以下の項目に関して平成 24 年度及
び 25 年度の 2 年間で検討を行い、タンパク質
認識材料の開発を行った。 
(1)新規ジスルフィドリンカーの設計と合成 
(2)リンカーの基板への固定化 
(3)標的タンパク質の基板へのリンカーを介
した固定化 
(4)分子インプリンティング条件の検討 
(5)ポストインプリンティング修飾による蛍
光レポータ分子の導入 
(6)高感度蛍光センシングの感度と選択性の
検証 
 
４．研究成果 
 
(1)新規ジスルフィドリンカーの設計と合成 
 本研究で標的タンパク質を基板に固定化す

るために用いるリンカー分子は次の条件を満
たす必要がある。 
1. カルボキシ基、マレイミド基等のタンパク
質と反応可能な官能基をもつ。 
2. ガラス基板に固定化するためのシランカ
ップリング可能な官能基をもつ。 
3. インプリントポリマー作製後に還元反応
により切断可能なジスルフィド部位をもつ。 
これらの条件を満たす化合物として以下の化
合物を設計し合成した(図１)。 

 
図１. タンパク質固定化用リンカー分子(1)の
構造 
 

Cystamine dihydrochloride を出発物質とし、
まず、アミノ基の 1 つを Boc 保護した。未保
護アミノ基に diglycolic anhydride を反応させ
ることによりカルボキシ基の導入を行った。
HCl/Dioxane に て 脱 保 護 し た 後 、 3-
isocyanatopropyltriethoxysilane と反応させるこ
とにより、カルボキシ基を有するリンカー分
子を得た(総収率 8.13 %)。各ステップにおい
て 1H-NMR にて生成物の確認を行った。 

 
(2)リンカーの基板への固定化 
ガラス基板上に導入されたジスルフィド結

合を確認する方法の検討を行った。モデルと
して洗浄したガラス基板に3-アミノプロピル
トリエトキシシランを修飾し、表面にアミノ
基を導入した。そこに、O-(2-Carboxyethyl)-O'-
(2-pyridyldithioethyl) heptaethylene glycol を修
飾した後、2-aminoethanethiol と反応させるこ
とにより基板上にジスルフィド結合を介して
アミノ基を導入した。得られた基板を FITC と
反応させることで蛍光修飾ガラス基板を得た。
この基板を蛍光顕微鏡で観察したところ、
FITC に由来する蛍光が観察された。さらに、
基板を還元剤(TCEP)にて還元処理を行ったと
ころ、蛍光強度の減少が観察された。このこ
とから、蛍光分子を利用することによりジス
ルフィド結合を有するリンカー分子の基板上
への導入が確認できることが分かった。 
 
(3)標的タンパク質の基板へのリンカーを介
した固定化 
基板に化学修飾で固定化した標的タンパク

質を用いて分子インプリンティングを行う場
合、化学修飾でタンパク質の構造が変化して
しまうと正確な鋳型がとれない。そこでリン
カー分子と類似構造を有する化合物を合成し、
タンパク質と複合体を形成させた時の二次構
造に与える影響を円二色性(CD)スペクトル測
定から確認した。 
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モデル標的タンパク質としてヒト血清アル
ブミン(HSA)、チトクローム c(Cyt c)を選択し
た。類似化合物としてはカルボン酸活性エス
テルまたはマレイミドを有する化合物を合成
した(図２)。 

 
図２. ジスルフィド結合及びカルボン酸活性
エステル(2)またはマレイミド部位(3)を有す
るリンカー分子類似化合物 
 
 合成した類似化合物とモデル標的タンパク
質を緩衝液中で反応させ、タンパク質と複合
体を形成させた。反応の進行及び類似化合物
のタンパク質への導入量は MALDI-TOF -
MS 測定から確認、算出した。 

 
図３. CD スペクトル,上)HSA-化合物 2 複合体, 
下)Cyt c-化合物 3 複合体 
 
 得られた結果(図３)より HSA に関しては
化合物 2 との複合体化でタンパク質の 2 次構
造に影響を与えないことが明らかとなった。
また Cyt c と化合物 3 に関しては CD スペク
トル測定の結果から若干のタンパク質 2 次構
造への影響が懸念されるが、得られたタンパ
ク質複合体を用いてインプリントポリマーを
合成し、SPR 測定により評価したところ、Cyt 
c に対して選択的な結合が観察されたことか
ら、Cyt c への化学修飾によってタンパク質の
構造はある程度保持されており、分子インプ
リンティングに関して影響を及ぼさないこと
が示唆された(図４)。このことから合成した
リンカー分子(1)を用いたタンパク質の基板上
への固定化に際してもタンパク質の 2 次構造

に大きく影響を与えないことが示唆された。 

 
図４. Cyt c インプリントポリマー結合実験 
 
(4)分子インプリンティング条件の検討 
 基板上に固定化したタンパク質のインプリ
ンティング条件に関して検討を行った。モデ
ル系として glutathione-s-transferase (GST-π)を
鋳型タンパク質に用いた。金基板上にタンパ
ク質固定化用のリガンドとして glutathione を
固定化し、またポリマー膜厚制御のための制
御/リビングラジカル重合の一種である原子
移動ラジカル重合(ATRP)法の重合開始基であ
る bromoisobutyryl 基も同時にチオール基を利
用した自己組織化単分子膜(SAM)として固定
化した。 
Acrylamide (AAm), hydroxyethylmethacrylate 

(HEMA) を コ モ ノ マ ー 、  N,N-methylenbis 
acrylamide (MBAA) を架橋剤とし 10 mM 
HEPES 緩衝液に溶解させ、臭化銅(Ⅱ)、tris-
[(dimethylamino)ethyl]amine, アスコルビン酸
を加え 40℃にて重合反応を行った(0, 1, 3 h)。
1M EDTA-4Na, 1M NaCl, 0.5 wt% SDS にて洗
浄することにより銅イオン及び鋳型タンパク
質を除去した。 
 得られたポリマー薄膜について X 線反射率
測定を行ったところ、各重合時間における膜
厚は 2.1 nm (0h), 14.5 nm (1h), 38.7 nm (3h)と算
出され、重合時間と膜厚に正の相関関係が認
められたことから重合反応はリビング的に進
行していることを確認した。このことから重
合時間によってインプリントポリマー薄膜の
膜厚を制御できることが示された。 
 また、得られたそれぞれの基板に対し、タ
ンパク質 (GST-π, HSA, fibrinogen) 結合実験
を行ったところ、重合時間 1h のポリマーにお
いて、GST-π に対し最も高い特異性が観察さ
れた(図５)。これは重合前(0h)の基板は非特異
的吸着が大きく、重合時間 3h の基板は a 厚膜
のため鋳型タンパク質がポリマーマトリック
ス内に埋もれてしまったために結合空間が形
成されなかったためであると考えられる。こ
のことから、タンパク質を基板表面に固定化
して分子インプリンティングを行う場合、各
タンパク質においてタンパク質の大きさに依
存した最適な膜厚(重合時間)が存在すること
が示唆された。 
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図５. GST-π インプリントポリマー結合実験、
GST-π(dark gray), HSA(gray), fibrinogen (white) 
 
(5)ポストインプリンティング修飾による蛍
光レポータ分子の導入 
 化合物 3 と Cyt c の複合体を用いて作製し
たインプリントポリマー薄膜を 10 mM tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP)溶液に浸漬させ
ジスルフィド結合の還元を行った。得られた
ポリマー薄膜にポストインプリンティング修
飾によって蛍光特性を付与するために N-(9-
acrydyinyl)maleimide, DBD-F, Cy5 maleimide 
を反応させ、蛍光分子が導入されたポリマー
薄膜を得た。基板を蛍光分光光度計にて測定
したところ、導入した蛍光分子に対応した蛍
光ピークを確認したことから蛍光物質の導入
を確認した。 
 それぞれの基板に Cyt c を加え、蛍光強度の
相対変化を観察したところ 3 種の蛍光物質の
中で DBD-F が最も大きな蛍光変化を示した
ことから、Cyt c の蛍光検出において DBD-F
が有用であることが示唆された(図６)。 
  

図６. 各種蛍光分子導入Cyt cインプリントポ
リマー結合実験 
 
  また参照ポリマーとして、末端にカルボキ
シ基を有するモノマーを合成し、それを用い
て非共有結合型 Cyt c インプリントポリマー
を作製し、DBD-F をポストインプリンティン
グ修飾した。得られたポリマー(comp-MIP)に
対して Cyt c を添加した時の相対蛍光強度変
化は、化合物 3 とタンパク質の複合体を用い
た場合より小さい変化を示した(図７)。これ
はポリマー作製時にタンパク質との複合体形
成が共有結合を介しているか、非共有結合を
介して形成しているかの違いに由来すると考
えられる。非共有結合を利用した複合体を用
いてポリマーを作製した場合、モノマーが一

部ランダムにポリマーマトリックス内部に組
み込まれる。これにより蛍光分子も一部ラン
ダムに導入されることから、蛍光バックグラ
ウンドが上昇し、相対変化量が小さくなった
と考えられる。このことから、タンパク質と
ジスルフィド結合を有するリンカー分子で結
合させた複合体を用い、分子インプリンティ
ング後のポストインプリンティング修飾をす
ることで、タンパク質インプリント空間にの
み蛍光分子が導入されることから低バックグ
ラウンドの蛍光センシング材料の実現が可能
であることが示唆された。 
 

図７. 共有結合型及び非共有結合型複合体を
用いた Cyt c インプリントポリマー結合実験 
 
(6)蛍光センシングの感度と選択性の検証 
 ポストインプリンティング修飾による結合
空間への蛍光分子の選択的導入に関して検討
を行った。インプリントポリマーの結合空間
の親和性は一様ではなく不均一であることが
知られており、それが選択性低下の要因の一
つであると考えられている。そこで、標的タ
ンパク質を加えることで高親和性の結合空間
を保護した後、親水性のキャッピング剤を加
えることにより保護されていない低親和性の
結合部位を無効化し、その後高親和性の結合
空間のみに蛍光分子を導入することを検討し
た。 
 モデル系として Lysozyme(Lyso)を鋳型とし
た イ ン プ リ ン ト ポ リ マ ー を 4-[2-(N-
methacrylamido)ethylaminomethyl] benzoic 
acid(MABA)を機能性モノマーとして用いて
作製した。親水性キャッピング剤は、p-
isothiocyanatophenyl α-D-mannopyranoside 
(MITC)を用いた(図８)。 

 
図８. a)MABA 及び b)MITC の構造 
 

Lyso を鋳型とし、MABA を機能性モノマー、
AAm をコモノマー、MBAA を架橋剤として
用いてLysoインプリントポリマーを合成した。
得られたポリマーに 0.75 μM(ポリマー作製時
の約 1000 倍希釈)の Lyso を加えた。そこに
MITC を加え低親和性の結合空間及びポリマ
ー内にランダムに存在する MABA 残基のア
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ミノ基を無効化した。Lyso を洗浄・除去し結
合空間を再生させた後、蛍光分子として FITC
を反応させ、蛍光性インプリントポリマーを
得た。 
 得られたポリマーに 0.5 μM の HSA, 
Hemoglobin (Hb), Ribonucrease (RNase), Cyt c, 
Lyso 溶液を加えた時の蛍光強度変化率を
selectivity factor(Lyso の変化量を 1 としたとき
の相対変化量)として算出した(図９)。得られ
た結果より特に Cyt c についてはシグナルが
約 63％抑制されることが示された。これはキ
ャッピング剤で処理することにより、高親和
性の結合空間のみに選択的に蛍光分子が導入
され、その結果、特異的結合のみが蛍光シグ
ナルとして検出されたと考えられる。 
 これらの結果から、蛍光分子のポストイン
プリンティング修飾にキャッピング処理を組
み合わせることにより、選択性の向上が確認
され、より特異的なタンパク質の蛍光検出の
可能性が示された。 

 
図９. キャッピング未処理(uncapped MIP)と
処理(MITC-capped MIP)の各種タンパク質に
対する選択性 
 
本研究を以下に総括する。 
・タンパク質を基板に固定化するためのリン
カー分子の合成に成功した。 
・リンカー分子と類似構造を有するモノマー
を合成し、タンパク質と複合体を形成させた。
CD スペクトル測定からそれらのタンパク質
の 2 次構造は概ね保たれていることが示唆さ
れた。 
・ATRP 法を用い、タンパク質を基板表面に固
定化した状態でのインプリンティング条件に
つて検討を行い、最も高い選択性を示す膜厚
(重合時間)を明らかにした。 
・リンカー分子と類似構造を有するモノマー
とタンパク質複合体を用いてインプリントポ
リマーの合成を行い、ポストインプリント修
飾により蛍光分子を導入した。各種蛍光分子
から蛍光検出に最適な蛍光分子を明らかにし、
また、ジスルフィド結合を有するリンカー分
子を使用することにより蛍光分子を結合空間
のみに導入できることが示唆された。 
・蛍光分子のポストインプリンティング修飾
にキャッピング処理を組み合わせることによ
り、選択性の向上が確認されたことからより

特異的なタンパク質蛍光検出材料の実現が示
唆された。 

今後は、実際に基板上に合成したリンカー
分子を用いて様々なタンパク質を固定化し、
分子インプリントポリマーアレイを作製し、
人工プロテインチップ実現のための研究を促
進させる。 
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