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研究成果の概要：これまでに当研究グループで開発したタンパク質分析用蛍光試薬の開発

において得られた知見を基に、ターゲットとなるタンパク質を標識化するための蛍光ラベ

ル化試薬の設計・合成、性能評価を行った。その結果、二次元電気泳動によって分離

されたマウスの脳由来のタンパク質混合物と、開発した分析試薬を反応させたと

ころ、既存方法よりも簡易的かつ高感度に明瞭なタンパク質スポットを確認する

ことが出来た。  
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１．研究開始当初の背景 

近年の情報機器の急速な発展とともに、撮

像技術及び画像処理技術が目覚ましく進歩

し、細胞・組織の構造や生体分子の機能など

に関わる種々の生命現象可視化イメージン

グすることが可能となってきた。より詳細な

生体機能の可視化解析のために期待される

ものは、高感度画像技術などのハードウェア

の開発もさることながら、新たなる発想に基

づく新規可視化プローブ分子の設計、および

測定法の確立が必要となってくる。 
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２．研究の目的 

申請者は、これまでに特定の化学物質や化

学環境に対応したセンシング機能を有する

新規機能性材料の設計・合成とそれらを利用

した高性能ケミカルセンサーまたはバイオ

ケミカルセンサーの創製に関する研究を推

進している。 

そこで本研究では、これまでに得られた知

見を基に、次のターゲットとして、タンパク

質を高感度かつ簡易的に計測するための新

規分子プローブの設計・合成およびその性能

評価を行い、タンパク質の網羅的かつハイス

ループット解析を達成することを目標とす

る。 

 
３．研究の方法 

(1)タンパク質標識用プローブの設計・合成 

従来のタンパク質標識用プローブの場合、

タンパク質中の 1 級アミノ基またはチオール

基と、プローブ中のスクシンイミド基または

マレイミド基との間の共有結合を介して、タ

ンパク質中にプローブを標識する方法が採

られている。この方法の問題点として、1)プ

ローブとタンパク質との反応時間が長い(通

常 24 時間)、2)プローブの標識化の効率がタ

ンパク質の構造に大きく依存する、3) プロー

ブ単独でも蛍光を発するため、プローブとタ

ンパク質の反応後、未反応のプローブを取り

除かなければならない、といったことが挙げ

られる。 

分子設計を行うにあたり、上記 3 つの問題

点は、これまでに我々が開発した化合物の利

点(①タンパク質との疎水性相互作用(非共有

結合)によって、室温下で瞬時に安定な複合体

を形成する、②それに伴い無蛍光の状態から

強い蛍光を発する、③プローブの応答特性は

タンパク質の構造に依存しない)を採用する

ことによって解決した。さらに、上記利点を

損なうことなく、共役系を伸長させることに

よって、タンパク質存在下における励起波長

と蛍光波長を長波長化に促した。 

(2)タンパク質標識用プローブの性能評価 

合成した分子の評価方法として、まず緩衝

液中で、プローブと BSA を混合し、吸収ス

ペクトルと蛍光スペクトルを測定すること

によって、BSA にプローブがラベル化された

こと、および極大励起波長と極大蛍光波長を

確認した。また、プローブと BSA の反応溶

液を、SDS-PAGE にかけることによって、BSA

に色素がラベル化されていることを確認し

た。 

次に、BSA-プローブ標識化合物の蛍光強度

が、タンパク質以外の妨害物質にどの程度影

響を受けるかを確認した。妨害物質として、

無機塩、還元剤、界面活性剤、核酸、糖、有

機溶媒を用いた。これらの妨害物質を、BSA-

色素標識化合物に過剰量添加し、蛍光強度が

どの程度変化するかを確認した。 

次に、BSA 以外のタンパク質にラベル化し

た場合にも、BSA と同様のラベル化率がある

こと、およびラベル化することによって強い

蛍光を発することを確認し、タンパク質の構

造の違いに依存することなく、性能を発揮し

ているかどうかを検討した。 

 

４．研究成果 

非共有結合を介してタンパク質と相互作用

する蛍光試薬の開発の概念の基に、スチリル

基とシアノピラニル基を併せ持つ新規蛍光分 

 

 

 

 

 

 

図1 合成した化合物の構造 



 

 

析試薬(化合物1および化合物2) およびフェ 

ノール誘導体からなる新規比色分析試薬(化

合物3)を系統的に設計・合成した。化合物1、

化合物2および化合物3共に、出発原料から1

工程で高い収率で合成することに成功した。 

次に化合物 1 および化合物 2 の性能評

価を行った。合成が終了した分子プロー

ブの特性評価として、まず緩衝液中で、

蛍光分子プローブとウシ血清アルブミ

ン (BSA)を混合した後、吸収スペクトル

と蛍光スペクトルを測定した。その結果、

蛍光分子プローブ単独では蛍光を発し

ないが、BSA と複合体を形成することに

よって近赤外領域近傍に蛍光を発し、蛍

光強度の大幅な増加が観察された。次に、

BSA と蛍光分子プローブの複合体が、タ

ンパク質以外の妨害物質にどの程度影

響を受けるかを確認した。妨害物質とし

て、無機塩、還元剤、界面活性剤、核酸、

糖、有機溶媒を使用し、これらの妨害物

質を、複合体に過剰量添加した。その結

果、蛍光強度はほとんど変化しなかった

ことから、開発した蛍光分子プローブと

BSA との複合体は非常に安定であるこ

とが示唆された。また、BSA 以外のタン

パク質にラベル化した場合にも、BSA と

同様、複合体を形成することによって強

い蛍光を発することを確認し、タンパク

質の構造の違いに依存することなく、性

能を発揮していることを確認した。  

さらに、二次元電気泳動によって分離

されたマウスの脳由来のタンパク質混  

 

 

 

 

 

図 2 化合物 1 を用いた時の電気泳動像  

合物と、開発した新規蛍光分子プローブ

をゲル中で反応させたところ、先の結果

と同様、複合体を形成することによって

蛍光を発し、明瞭なタンパク質スポット

を確認することが出来た。しかも、市販

品よりも高感度かつ簡易的に扱うこと

が出来る分子プローブであることが実

証された。  

以上の結果から、化合物 1、化合物 2 およ

び化合物 3 を用いることにより、従来よりも

簡便かつ短時間でタンパク質の定量分析を

行うことが出来ることが明らかになった。 
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