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研究成果の概要（和文）：対象タンパク質を選択的に蛍光ラベル化することのできる革新的なプローブ分子の創出を目
指して研究を行った。当初計画において、「対象タンパク質を特異的に認識する核酸アプタマー」と「近接したタンパ
ク質と選択的に結合を形成する発蛍光性反応基」とをリンカーで連結させたプローブ分子を設計していた。まず、計画
通り肝細胞増殖因子受容体c-Metを対象とした核酸アプタマーについて合成を行い、これを達成した。続いて、発蛍光
性反応基については種々精査を行い、対象タンパク質を選択的に発蛍光ラベル化するのに適した反応基を見出すことに
成功した。以上、対象タンパク質の“超”選択的蛍光ラベル化に資する研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Chemical probes, consist of an oligonucleotide aptamer and a fluorogenic reactive 
group, were designed to achieve a specific labeling of protein of interest (POI). Here, we prepared 
oligonucleotide aptamer for c-Met, a model POI. In addition, several fluorogenic reactive groups were 
designed and synthesized. Model experiments revealed that one of the designed fluorogenic reactive groups 
has a suitable stability and reactivity for the POI-specific labeling.

研究分野： 生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 研究対象のタンパク質を蛍光ラベル化す

ることにより、細胞内での局在・機能・動態

をリアルタイムで観察することが可能とな

る。現在、このようなアプローチの１つとし

て、対象タンパク質と蛍光タンパク質の融合

発現ベクターを用いる蛍光タンパク質融合

遺伝子法が頻用されており、生命現象の理解

に必要不可欠な技術となっている。 
 一方、もし培養液中の生細胞あるいは試験

管中のタンパク質混合物に小さなプローブ

分子を添加するのみで対象タンパク質を選

択的に蛍光ラベル化することができれば、そ

の簡便性・有用性はきわめて高い。さらに、

プローブ分子自体が無蛍光で、ラベル化が蛍

光の turn-ON（発蛍光）をともなって進行す

れば、S/N 比良く対象タンパク質を観察・検

出できる。これまで、このような革新的なプ

ローブ分子の創製を目指して研究を行って

きた。 
 その結果、「対象タンパク質と強固に相互

作用する低分子リガンド」と「近接したタン

パク質と特異的に結合を形成する発蛍光性

反応基（O-NBD）」とをリンカーで連結させ

たプローブ分子により、対象タンパク質を選

択的に発蛍光ラベル化することに成功して

いる［Chem. Sci. 2014, 5, 1021.］。例えば、ア

ビジンというタンパク質に相互作用する低

分子リガンド「ビオチン」を用いた系におい

ては、大過剰の非対象タンパク質存在下にお

いてアビジンのみを特異的かつ効率的に発

蛍光ラベル化することに成功している。また、

ミトコンドリア外膜上に発現する TSPO とい

うタンパク質をモデルとした場合において

は、TSPO に相互作用する低分子リガンド

「PIGA」を用いることで、生細胞内のミトコ

ンドリアを発蛍光ラベル化することに成功

している。 
 しかしながら、上記の手法では対象タンパ

ク質と強固に相互作用する低分子リガンド

が必要であり、多種多様なタンパク質への適

応は困難である。このような背景下、核酸ア

プタマーに着目した。近年、SELEX 法によっ

て核酸アプタマーが次々に見出されている。

SELEX 法とは、ランダム配列からなる DNA
や RNA のライブラリに結合対象を加え、非

結合配列の除去、結合配列の増幅というサイ

クルを繰り返し、対象に強い親和性をもつ

DNA/RNA だけを濃縮していくというセレク

ション法である［Nature 1990, 346, 818; 
Science 1990, 249, 505.］。SELEX 法を用いれば、

理論上どのようなタンパク質に対しても優

れた結合親和性と特異性を有する核酸アプ

タマーが見つけられると言われている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、「核酸アプタマー」と「発蛍

光性反応基」を連結させたプローブ分子によ

り、対象タンパク質の“超”選択的発蛍光ラベ

ル化を実現させることを目的とする。より具

体的には、（１）肝細胞増殖因子受容体 c-Met
に対する核酸アプタマーの創製と（２）優れ

た発蛍光性反応基の開発を通じて、c-Met の

“超”選択的発蛍光ラベル化に資する基盤技術

の創出を第一目標に設定した。 
 
３．研究の方法 
 
 すでに、c-Met に高い親和性を有する核酸

アプタマーとして trCLN3 が報告されている

［J. Biol. Chem. 2011, 286, 21896.］。そこで、

この trCLN3 と発蛍光性反応基をコンジュゲ

ートすることを想定し、5’-末端にアルキンを

配置した新規 c-Met 核酸アプタマーを設計し

た。この核酸アプタマーについて、ホスホロ

アミダイト法に基づいて合成を行うことと

した。 
 また、発蛍光性反応基 O-NBD にアジドを

導入した化合物を別途合成し、新規 c-Met 核
酸アプタマーとコンジュゲートした後、細胞

系あるいは精製タンパク質系において c-Met
の選択的発蛍光ラベル化を評価することと

した。 
 
４．研究成果 
 
 まず、ホスホロアミダイト法に基づいて 5’-
末端にアルキンを配置した新規 c-Met 核酸ア

プタマーを合成した。続いて、O-NBD アジド

に関しても合成を行い、これと新規 c-Met 核
酸アプタマーのコンジュゲートを試みた。し

かし、予想に反して、目的のコンジュゲート

体を純度良く得ることは困難であった。これ

は、O-NBD の化学的な不安定性によるもので

あると考え、次に発蛍光性反応基を精査する

こととした。 
 新たに２つの発蛍光性反応基を設計し、そ

れらの安定性および対象タンパク質への選



択性を評価する目的で、まずは低分子リガン

ドを用いるモデル実験で評価を行った。その

結果、１つ目の発蛍光性反応基（マレイミド

骨格を有する反応基）は安定性・選択性とも

に不十分であったが、２つ目の発蛍光性反応

基（フタルイミド骨格を有する反応基）は優

れた安定性と対象選択性を有していること

が明らかになった。以上の結果から、対象タ

ンパク質の“超”選択的蛍光ラベル化に資する

発蛍光性反応基の創出に成功したと考えて

いる。現在、新たに開発した発蛍光性反応基

と新規 c-Met 核酸アプタマーのコンジュゲー

トによって c-Met の選択的発蛍光ラベル化を

目指している。 
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