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研究成果の概要（和文）：2種類のプロテインキナーゼ活性をモニタリングできる分子プローブシステムを開発した。
すなわち、量子ドットと蛍光標識カチオン性基質ペプチドを用いるFRET型と、ポリイオン錯体型のキナーゼ蛍光プロー
ブを開発した。双方とも、リン酸化により静電相互作用が減弱して複合体が解離することでratiometricにキナーゼ活
性の評価が可能であった。阻害剤の評価も良好であり、薬剤探索に利用可能な分子プローブの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Two types of molecular probing systems were developed for monitoring protein 
kinase activity. One is FRET type molecular system consisting of fluorescence-labeled cationic substrate 
peptide and anionic quantum dot and another one is polyion complex type nanoparticle consisting of 
TAMRA-labeled polyanion and dextran having cationic peptide substrate as side chain and small amount of 
Cy5 as internal standard. Both systems changed their fluorescence intensity with the phosphorylation on 
the peptide substrate due to decrease of the electrostatic interaction between peptide and QD or peptide 
conjugate dextran and polyanion. Also both systems could evaluate the IC50 of known some kinase 
inhibitors so the both systems could be useful for kinase inhibitors screening.

研究分野： 分析化学、ケミカルバイオロジー、医用工学
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１．研究開始当初の背景 
プロテインキナーゼは細胞内にあって細

胞の情報処理過程の中核をなす酵素群であ
る。疾患では特定のキナーゼの異常活性化が
病態に直結している場合が多く、特にそのよ
うな病理的活性状態を分析すること病態を
知るうえで極めて重要である。したがって、
そのイメージングは医療や創薬において大
きなインパクトを与える技術であるが、これ
までにキメラタンパクを利用したセンサー
があるだけで、任意のキナーゼに利用可能な
蛍光プローブは存在しなかった。 
一方、我々はこれまでに任意の標的キナー

ゼでリン酸化されると遺伝子を放出できる
ペプチドコンジュゲートを開発し、標的疾患
細胞でのみ遺伝子を働かせるシステムや、基
板上に固定化したペプチド基質のリン酸化
部位を蛍光検出する手法を開発しており、そ
れらの成果に立脚し、静電相互作用を利用す
る新規な蛍光性ポリイオン錯体型のプロー
ブ、および亜鉛錯体を利用する小分子型のプ
ローブを着想した。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、細胞内の任意のプロテインキ
ナーゼ(タンパク質リン酸化酵素)の活性を
基質に対するリン酸化を利用して蛍光シグ
ナルの変化を元に可視化できる新しいイメ
ージング剤を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 プロテインキナーゼの蛍光プローブ開発
に当たっては、当初、小分子型の金属錯体を
利用したタイプと、量子ドットを利用するタ
イプを検討した。 
 小分子型に関しては、分子内に標的キナー
ゼでリン酸化される基質ペプチドと、リン酸
化部位に結合可能な亜鉛錯体を組み込んだ
分子を設計し合成を試みた。固相合成を基本

とし、種々の合成ルートを試みた。 
 また、量子ドットを利用する分子プローブ
としては、下図のように、カチオン性ペプチ
ド基質に蛍光標識し、アニオン性の量子ドッ
トとの間の静電相互作用で蛍光エネルギー
移動を生じ、これがリン酸化によって解消さ

れるシステムを設計、合成した。さらに当初

の予定にはなかったが、ポリイオン錯体から
なるシステムも設計して合成した。これは、
2種の異なる蛍光色素（Cy5 と TAMRA）をそれ
ぞれ、カチオン性基質ペプチドをグラフトし
たデキストランとポリアスパラギン酸に導
入したものを合成し、両者のポリイオン錯体
型ナノ粒子を調製したもので、キナーゼによ
る基質ペプチドのリン酸化によるナノ粒子
崩壊に伴う蛍光変化を評価した。 

 また、得られたプローブシステムに関して
は、リン酸化に伴う蛍光変化を評価後、実際
に既知の阻害剤を用い、その IC50 値を計測
して、システムの妥当性を評価した。 
 
４．研究成果 
 小分子型プローブの関しては、種々の合成
を試みたが、立体障害などが原因で基本骨格
の合成には至らなかった。現在も保護紀の検
討などを続けている。 
 一方、量子ドットを用いるプローブに関し
ては、プロテインキナーゼ A(PKA)を対象とし
たシステムを検討した。すなわち、PKA に対
する特異基質として Kemptide を用い、その
アミノ末端にジエチレングリコールスペー
サーを介して TAMRA を導入した。このペプチ
ドを種々の濃度のPKAを混合してリン酸化反
応をした後、5～10 nm の量子ドットを添加し
たところ、PKA の濃度依存的に FRET の解消が
見られた。すなわち、基質のリン酸化に伴う 
ペプチドの量子ドットからの解離による蛍



光変化でRetiometricにキナーゼ活性が評価
可能であることが示唆された。また、このシ
ステムを用い、既知の PKA 阻害剤である H-89
の IC50 値を算定したところ、125 nM という
値が得られ、これは報告値の 135 nM と良い
一致を示した。 
 また、ポリイオン錯体型としては、以下に
示したような分子を合成した。この場合、ポ
リアスパラギン酸には、TAMRA をポリイオン
錯体ナノ粒子中で濃度消光を起こすように 

2 mol%で導入し、一方、デキストランには、
がんで亢進しているプロテインキナーゼ
CPKCに対する基質と Cy5 をクリック反
応により導入した。Cy5 については、ナノ粒
子形成前後で蛍光強度に変化が生じないよ
うに。4 mol%導入し､これを内部標準蛍光と
して用いて ratiometry を可能とした。双方
のポリマーを 1:1 で混合すると、100 nm 程度
の均一な粒径を有するナノ粒子が形成され、
TAMRA の蛍光は効率よく消光されたが、Cy5
の蛍光強度はナノ粒子形成前後で変化なく
一定であった。そこで、種々の濃度の PKC
によりリン酸化した後の蛍光変化を両者の
蛍光強度比でプロットしたところ、下図左の
ように良好な応答を示した。また、PKCの
阻害剤である Go6983 の IC50 値を評価したと
ころ、16 nM という値が得られ、報告された
値と良い一致を示した。 

 以上の結果より、量子ドットを用いた FRET
を利用する分子プローブと、ポリイオン錯体
型で内部標準を用いる分子プローブの2種の
新規なretiometric型計測システムの開発に
成功した。 
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