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研究成果の概要（和文）：微量タンパク質を高感度に単離精製する方法の開発を目指し、３種類のビーズ表面を、光分
解基を含む化合物で修飾し、クリックケミストリーにより可溶性分子を捕捉した。また、モデルタンパク質のビーズへ
の結合と光照射による溶出の検討をおこなった。
ビーズ表面の固相合成には従来法を用いた。モデル化合物を用いたビーズ表面でのクリックケミストリーの進行も確認
できたが、この反応に用いる銅イオンがタンパク質の非特異的吸着に関与する可能性が示唆された。ビーズ表面に結合
したモデルタンパク質の光照射による溶出実験では、溶出が確認できたが定量的評価は今後の課題である。モデル化合
物を用いた光分解反応生成物の同定も検討中である。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we have been trying to develop a new efficient 
methodology to isolate trace amounts of proteins in cells. The surface of three kinds of beads were 
modified by compounds having photolabile groups and afforded to react with soluble molecules by Click 
Chemistry. Capture and photorelease of model proteins on modified beads were also examined.
Modification of the surface of beads was conducted by conventional solid phase peptide synthesis. 
Although Click Chemistry on the beads was confirmed, copper ion, which is catalyst for Click Chemistry, 
might promote nonspecific absorption of proteins upon beads surface. Model proteins bound on beads 
surface were released upon irradiation, but quantitative evaluation will be needed. Identification of 
photoproducts using model compounds was also underway.

研究分野： 有機化学

キーワード： 生体機能関連化学　タンパク質の単離精製　光分解　クリックケミストリー
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム解析以降、トランスクリプトーム 
(mRNA)、プロテオーム（タンパク質）とい
った、生体中でとりわけ重要な分子の網羅的
な機能解析が急速に進展している。中でもタ
ンパク質は、生体の構造や、代謝反応等に必
須の生命活動の中心となる分子であり、ポス
トゲノムへと進展する生命科学における最
重要解析対象となっている。しかし、生体内
で実際に機能しているタンパク質の取得解
析は、その少量多種、多様な機能のため取得
条件が定まらず、特に微量タンパク質におい
て困難を極めている。 
 機能解析のために生体からタンパク質を
単離精製する方法としては、タンパク質と他
の分子との特異的相互作用を利用するアフ
ィニティー精製法が一般的である。この方法
は、タンパク―タンパク、タンパク―リガン
ド相互作用を利用し、細胞抽出液などから標
的タンパク質を得るものである。特異的相互
作用が分かっていれば、汎用性があり、効率
的であるが、標的タンパク質が微量になるほ
ど、非特異的相互作用によるノイズが相対的
に大きくなり、S/N 比が悪くなるという難点
がある。このため、微量タンパク質の機能解
析は困難であり、その解決が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 従来のアフィニティー精製法（図１(a)）で
S/N 比低下の原因となるのは、ビーズ（固相
担体）に標的タンパク質を結合させる段階、
および結合したタンパク質をビーズから溶
出させる段階である。ビーズへの結合は、ビ
ーズ表面に固定化したリガンドとタンパク
質との分子間結合を用いる。標的タンパク質
量が少ないほどビーズ上のリガンドへの結
合効率は低下し、ビーズ表面の空きが多くな
り、ビーズ表面への非特異的吸着タンパク質
量は多くなる。タンパク質溶出条件は、界面
活性剤、塩濃度等が非特異的吸着タンパク質
も溶出しやすい条件であり、微量タンパク質
の場合、非常に精製度が低くなる。本研究で
は、（１）可溶性の修飾リガンドを用いるこ
とでリガンド結合効率を高め、（２）リガン
ド結合標的タンパク質の捕捉にクリックケ
ミストリーを用い高効率にビーズ上に結合
させる。（３）ビーズと標的タンパク質をつ
なぐ架橋部に光分解性の結合を導入するこ
とで、光照射で標的タンパク質だけを直接ビ
ーズから解離させる。以上により非特異的吸
着問題を解決することを目的とした（図１
(b)）。 

 

図１（a）従来のアフィニティー精製法の模式図。（b）
今回用いる光開裂部位をもつビーズによる精製法の模

式図。 

 
３．研究の方法 
（１）アフィニティビーズを用いた検討 
 タンパク質精製に実績があるアフィニテ
ィビーズ（住友ベークライト社製）の表面に
光分基を導入し、さらに蛍光物質を結合させ
た。ビーズ表面の光分解基の分解効率を、蛍
光分子に由来する蛍光量をフローサイトメ
ーターで測定することにより見積もった。 
 
（２）磁気ビーズを用いた検討 
 磁石により回収できるため取り扱いが容
易な磁気ビーズ（Dynabeads）の表面に光分
解基を導入し、さらに蛍光物質を結合させた。
ビーズ表面の状態をフローサイトメーター
等で測定した。 
 
（３）光感受性ビーズを用いた検討 
 表面にあらかじめ光分解基が導入されて
いる Photolabile Resin （Advanced ChemTech
社製）にビオチンを導入し、蛍光標識した
Streptavidin（モデルタンパク質として利
用）と混合して、ビーズ表面の蛍光量を蛍光
顕微鏡およびフローサイトメーターで測定
した。また、光照射により光分解が進んでい
ることを確かめた。また、光分解反応の詳細
を調べるために、ビーズを含まないモデル化
合物を合成し、その光分解反応について調べ
た。 
 
４．研究成果 
（１）アフィニティビーズを用いた検討 
 アフィニティビーズ（住友ベークライト社
製）の表面はアミンと反応するように活性化
されているので、光分解基を介して色素分子
を結合したアミノ末端をもつ化合物を合成
した（図２）。 



 
図２ アフニティービーズ表面修飾用化合物の合成経

路 
 
 合成した化合物をアフィニティビーズと
反応させたのちフローサイトメーターで測
定すると、蛍光強度の増大が観測された。こ
れは、ビーズ表面を不活性化処理後に同じ化
合物を反応させても蛍光の増大が見られな
いことと対照的であった。 
 蛍光標識されたビーズに光照射すると、ビ
ーズ表面の蛍光量が減少することが確認で
きたが、色素の放出量はわずかしか観測され
ず、分解効率の向上が必要であることが分か
った。 
 
（２）磁気ビーズを用いた検討 
 Dynabeads の表面に導入する部分（末端ア
ルキンおよび光分解基を含む）の合成は図３
の よ うにお こ ない、 こ のアミ ノ 基 と
Dynabeads 表面のカルボキシ基との縮合反応
によりアルキン修飾ビーズを合成した。ここ
に、アジド基を持つビオチンや色素分子をク
リックケミストリーを用いて導入した。 

 

図３ 磁気ビーズ表面修飾用化合物の合成経路 
 

 銅イオンを用いたクリックケミストリー
により表面に色素分子を結合させたビーズ
をフローサイトメーターで測定すると、銅イ
オンを加えずにおこなった対照実験に比べ、
ビーズ表面の蛍光強度の増大が確認できた。
このことから、ビーズ表面でのクリックケミ

ストリーは問題なく進行していると考えら
れた。 
 続いて、タンパク質を結合したリガンド分
子とビーズ表面の官能基とのクリックケミ
ストリーの検討をおこなった。事前に
FITC-Avidin とアジド基を導入したビオチン
を混合し、表面をアルキンで修飾したビーズ
とクリックケミストリーの条件で反応させ
た。銅イオン共存下および非共存下で反応を
おこなったが、色素分子を用いた実験の結果
と異なり、反応後のビーズに有意な蛍光強度
の差が見られなかった。反応後のビーズ表面
の洗浄方法なども検討したが、大きな改善は
見られず、銅イオン共存下でタンパク質が非
特異的にビーズに吸着する可能性が示唆さ
れた。 
 
（３）光感受性ビーズを用いた検討 
 これまでの、アフィニティビーズおよび
Dynabeads での検討から、ビーズ表面でのク
リックケミストリーが可能であることや、ビ
ーズ表面を蛍光分析する方法が有効である
ことが明らかとなった。一方、ビーズ表面で
の反応を調べるまでの有機合成の段階で時
間がかかり、最も検討を行いたいビーズ表面
での反応について十分に検討が進まない現
実が見えてきた。そこで、あらかじめ表面に
光分解基が導入されている Photolabile 
Resin （Advanced ChemTech 社製）を利用す
ることで、合成ルートの短縮と研究のスピー
ドアップが可能かを検討した。 
 まず、ビーズ表面でのタンパクーリガンド
相互作用によるタンパク質の捕捉と、光照射
によるタンパク質の溶出が可能かを検討し
た。Photolabile Resin の表面の Fmoc 基を脱
保護したのち、ビーズ表面のアミノ基とビオ
チンのカルボキシ基と縮合反応によりビー
ズ表面にビオチンを導入した。このビーズに
蛍光標識した Streptavidin を結合させ蛍光
顕微鏡でビーズ表面を観察すると、ビオチン
を導入していないビーズで同様の操作をお
こなった場合に比べて蛍光強度が有意に高
かった。また、蛍光標識した Streptavidin
を結合させたビーズに紫外線照射をおこな
い、十分に表面を洗浄してから再度蛍光顕微
鏡観察をおこなうと、蛍光強度は減少した。
ま た 、 洗 浄 液 か ら は 蛍 光 標 識 し た
Streptavidin に由来する蛍光が観測された。
蛍光顕微鏡の露光時間を指標に、光照射時間
とビーズ表面の蛍光強度をグラフにプロッ
トすると、光照射時間が増すにつれて蛍光強
度が減少することが分かった（図４）。これ
は、定性的にではあるが、ビーズ表面に捕捉
したタンパク質を光照射により溶出できる
ことを示している。溶出されたタンパク質量
など、今後定量的な評価をおこなう必要があ
る。 
 
 
 



 
図４ ビーズ表面の蛍光量の経時変化。ビオチンで表面

修飾したビーズと表面を不活性化処理したコントロー

ルビーズに蛍光標識した Streptavidin を結合させ、紫外

線照射をおこなった後に洗浄し、蛍光顕微鏡で

Streptavidin を標識している緑蛍光を観察した。縦軸の

露光時間は長いほど蛍光強度が弱いことを示している。

赤蛍光は標識とは無関係の対照実験。A〜D はビーズ表

面の官能基量に対する蛍光標識 Streptavidin 量が異な

る （ ビ ー ズ 表 面 の 官 能 基 量 に 対 す る 蛍 光 標 識

Streptavidin 量は、A:1.9×10-3, B: 1.9×10-4, C: 1.9×
10-5, D は C と濃度条件は同一だが 1/10 スケールでおこ

なった）。 
 
 ビーズ表面での光反応の詳細を調べるた
めに、モデル化合物を用いた光反応をおこな
い、光反応生成物の同定を試みた。モデル化
合物の合成は図５に示すルートでおこなっ
た。 

 
図５ モデル化合物の合成経路 
 
 合成したモデル化合物に紫外線照射をお
こない、1H NMR スペクトルで反応を追跡した
ところ、原料が分解していることが観察され
た。オルトニトロベンジル型の光分解基はベ
ンジル位で結合の開裂が起こることが知ら
れており、非常に多くの報告例がある。今回
のモデル化合物でも図６に示す反応が進行
していることが予想された。 

 

図６ モデル化合物の光反応での推定生成物 
 
 そこでビオチンを含む生成物を同定する
ために、別途、予想される生成物を合成し、

それらのスペクトルを比較した。ところが、
光分解生成物は、予想した生成物とは異なる
ことが分かった。そこで、生成した化合物が
さらに光反応を起こす可能性や、共存してい
る他の化学種と副反応を起こす可能性を検
証したが、どれも当てはまる結果を与えなか
った。そのため、生成物を同定し反応の詳細
を明らかにするには至っていない。 
 
（４）今後の展望 
 複数のビーズを用いて、タンパク質を高感
度に分離精製する方法を確立するための要
素技術の検討をおこなった。ビーズの表面修
飾や表面官能基を用いたクリックケミスト
リー、ビーズ表面の光分解基の結合開裂にと
もなう表面タンパク質の溶出など、幾つかの
技術要素において、予想を裏付ける結果を得
た。しかし、いずれも定性的な結果であり、
定量的な結果を得ることが今後の課題であ
る。また、１つ１つの要素技術を確立したの
ちに、それらを組み合わせて、有効なシステ
ムとして機能させるために、さらなる検討が
必要である。 
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