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研究成果の概要（和文）： 
	 生きた細胞のような様々な生理活性物質が共存している複雑なシステムにおいて、特定
のタンパク質だけを選択的に標識（ラベル化）することは、そのタンパク質の働きを理解
し、またコントロールする上で非常に重要である。本研究では、特定のタンパク質を識別
／認識する機能と、温和な条件で選択的な反応を起こす官能基を探索選択する事によって
組み合わせることで、それを可能にするような（有機）化学的な手法を新しく開発する事
に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Chemistry-based selective labeling of an intended target protein under very 
complicated crude systems like cell, tissues or in vivo is an important and challenging 
project in chemical biology for understanding and controlling the protein functions 
under such really working conditions.  However, it is absolutely difficult because of 
many obstacles.  My group in this research grant successful developed three distinct 
and new methods to label and modify a protein of interest under crude conditions like 
cell lysates, live cell or in vivo by elaborately combining the sophisticated molecular 
recognition events with orthogonal and selective organic reactions applicable even in 
aqueous medium.   
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１．研究開始当初の背景 
	 生きた細胞のような様々な生理活性物質
が共存している複雑なシステムにおいて、特
定のタンパク質だけを選択的に標識（ラベル
化）することは、そのタンパク質の働きを理
解し、またコントロールする上で非常に重要
である。実際に、研究対象としたいタンパク
質の細胞や生体内挙動解析には、GFPに代表
される蛍光タンパク質を蛍光マーカー（タ
グ）として融合させた実験系が、細胞生物学
をはじめとする多くの生物学研究のスタン
ダードになっている。これらは、遺伝子レベ
ルでのタンパク質融合操作を必要とするの
で、マーカータンパク質の分子サイズの大き
さや、蛍光以外のモードが使用できないなど
の、欠点もある。またより本質的には、これ
らおよび類似の方法論では、内在性のタンパ
ク質の挙動そのものを評価する事ができな
い。従って、最近では、内在性タンパク質そ
のままをラベル化して、その挙動を評価する
手法の開発が望まれてきている。また、化学
の視点からすると、このような生物応用だけ
でなく、反応対象を、タンパク質のような巨
大高分子とし、かつ水中温和な条件で、選択
的な反応系を構築する事は、研究開始当時か
ら現在まで、非常に困難であり、きわめてチ
ャレンジングで、興味深い。そのような背景
から、本研究プロジェクトを提案した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、細胞のような夾雑系でも、狙
ったタンパク質に対して選択的に、特定の人
工機能分子を化学修飾できるような有機化
学、すなわち化学を基盤としたタンパク質ラ
ベル化手法の開発を目的とした。そのために、
分子認識と化学反応を協同的に組み合わせ
ることを、基本アイデアとした。具体的には、
特定のタンパク質を識別／認識する機能の
検索と、温和な条件で選択的な反応を起こす
官能基を探索選択する事によって組み合わ
せることで、それを可能にするような（有機）
化学的な手法を新しく開発する事に成功し
た。 
 
３．研究の方法 
	 細胞のような夾雑系で適用できるタンパ
ク質有機化学の開拓のために、我々は、まず、
タンパク質が存在する水溶液中で、タンパク
質表面を認識できる人工分子認識システム
の開発と、タンパク質表面を化学修飾できる
有機化学反応の開発／探索を行う事とした。
基本的には、幾つかの仮説をもとに設計した
分子を、有機合成および錯体化学によって化

学合成し、その機能評価を、この二つの観点
から、独立にあるいは、組み合わせて行い、
研究を進め、その結果をもとに分子設計にも
どって改良するサイクルをとった。	 
	 その上で、水中で良好な成果を挙げた認識
システムや反応を、より細胞に近い夾雑系で
の評価に進め、複数のタンパク質が混在する
系、細胞破砕液、生きた細胞系、さらには組
織や生物個体での実験へと、徐々に展開した。	 
認識特性に関しては、蛍光変化を起こすプロ
ーブでは蛍光滴定や等温熱滴定によって、結
合親和性を定量的に評価した。また、タンパ
ク質表面での化学反応に関しては、定法に従
って、質量分析（MALDI-Tof	 mass）,ペプチ
ドマッピング、電気泳動（SDS-PAGE）、ウエ
スタンブロッティングに、細胞系での蛍光イ
メージング実験を行い、タンパク質中のアミ
ノ酸や部位選択性の定量解析から、夾雑系で
のタンパク質選択性の評価などを行った。	 
	 
４．研究成果	 
	 新しい化学ラベル化手法として、大きく３
つの方法論を開発する事に成功した。以下に
その概略を述べる。	 
	 
(1)リガンド連結 DMAP 触媒を用いたアシル転
移反応の開発	 
	 DMAP（ジメチルアミノピリジン）は、主と
して有機溶媒中で種々の求核剤のアシル化
を触媒することが知られている。我々は、こ
の反応を、タンパク質に認識されるリガンド
と DMAP を繋いだ分子を設計することにより、
タンパク質表面で行った。その結果、これま
で不可能と思われていた、水中での効率よい
アシル化反応を実現し、かつタンパク質表面
でかなり部位選択性の高いラベル化が起こ
る事を初めて、実証した。具体的には、糖鎖
を結合する事が知られているレクチンタン
パク質を標的として、それに対応する糖鎖を
リガンドとしたリガンド連結 DMAP を合成し、
対応するレクチンに対して、アシル転移反応
が選択的に起こる事、またこれは、複数のタ
ンパク質を混合した水溶液だけでなく、細胞
破砕液などのより複雑な溶液系でも可能で
ある事を明らかにした。	 
	 
(2)リガンド指向性トシル化学の創成	 
	 ベンゼンスルホン酸エステルは、求核置換
反応において良い脱離基となることが知ら
れている。我々は、これをタンパク質リガン
ドと結合させて、タンパク質表面の求核性残
基との SN２反応を行わせる事を試みた。その
結果、大変興味深い事に、リガンドを連結し



 

 

た場合のみ、SN２反応が起こり、特に表面の
ヒスチジン残基と C－N結合を形成する事が見
いだした。この、リガンド指向性トシル化学
は、標的タンパク質を、赤血球中に内在する
炭酸脱水酵素（hCA）とすると、赤血球破砕
液中でも hCA選択的なラベル化が可能であっ
た。もっとも興味深い事には、この反応は、
赤血球そのものを用いても、良好な選択性で
進行し、さらには、生きたマウス体内に、こ
の分子を、尾静脈から打ち込んだ反応におい
ても、マウス赤血球中の CA を選択的にラベ
ル化できた。これは、狙った内在性タンパク
質を、生きた生物個体内で化学ラベル化する
事の出来た最初の成功例である。	 
	 
(3)リアクティブタグシステム	 
	 上記二つの、インタクトなタンパク質をそ
のままラベル化する方法論とは少し、異なる
が、短いペプチドタグとそれと共有結合反応
する化学種との組み合わせも、タンパク質ラ
ベル化の方法として、重要である。今のとこ
ろ、R.Tsien が開発した、テトラシステイン
ループを用いた FlAsH タグ、ヒスタグを用い
た系、の２つしかなかったが、我々は、独自
に開発したテトアスパラギン酸と複核亜鉛
錯体との選択的な分子認識システムに、シス
テインとクロロアセチル基という温和な反
応を組み合わせる事により、Reactive	 Tag と
呼ぶべきタンパク質ラベル化手法の開発に
成功した。	 
	 この系では、ペプチドレベルで反応速度の
最適化を行い、ついでタンパク質へタグとし
て導入し、クロロアセチル基との反応性を、
選択性も含めて評価した。その結果、細胞破
砕液レベルの夾雑系においても、狙ったタン
パク質だけを共有結合によってラベル化す
る事が出来、蛍光官能基だけでなく、ビオチ
ンなどの親和性官能基や、ポリエチレングリ
コールのようなタンパク質安定化のための
高分子の導入なども可能である事を実証し
た。この系は、現在、細胞表層の受容体タン
パク質のラベル化が可能かどうかの検討を
鋭意続行中である。	 
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