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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発したRu光触媒を用いたタンパク質修飾技術は触媒の周辺数nmという
限定された空間で選択的に反応が進行する。Ru / dcbpy錯体と標的タンパク質に対するリガンド分子の2種類の
低分子構造をビーズに担持させることで、タンパク質の非特異的吸着を抑制しつつ、リガンド結合タンパク質を
精製すると同時に、共有結合形成による化学修飾を達成した。また、①タンパク質混在系からリガンド結合タン
パク質を高感度に検出する技術、②従来のアフィニティークロマトグラフィー法では解析が困難な低親和性のリ
ガンド結合タンパク質を解析する手法、③抗体を精製して機能化する手法を見出した。

研究成果の概要（英文）：We developed the protein modification technique which take place in the 
proximity of a few nanometers around the ruthenium photocatalyst. The two types of small molecules, 
the Ru / dcbpy complex and the ligand molecule of the target protein, were modified on the beads. 
This ruthenium photocatalyst-functionalized affinity beads enable the target selective purification 
from protein mixture and chemical labeling simultaneously without significant non-specific binding 
proteins to the beads. In addition, (1) the high sensitive detection of ligand binding protein with 
chemical labeling, (2) the detection of low affinity ligand binding protein that is difficult to be 
detected by conventional affinity chromatography method, (3) antibody purification and chemical 
labeling were achieved.

研究分野：化学生物学、有機化学、創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の化学的分子修飾（ケミカルラベ
リング）による機能付加は既に存在する天然
型のタンパク質を修飾する手法であり、遺伝
子改変を介して人工的に新たにタンパク質
を発現させる分子生物学的手法とは一線を
画す。機能性タンパク質、特に抗体のラベリ
ングは、検出タグ導入、固相担持といった生
物学研究における有用なツールを提供する
だけでなく、代謝安定化、殺細胞性などの機
能付与は、近年急激な成長を遂げているバイ
オ医薬においても重要な研究課題である。 
抗体ケミカルラベリングの足場として使用
できるのは、求核性アミノ酸残基のリジン
（Lys）残基、システイン（Cys）残基の 2
種類にほぼ限られるのが現状であった。反応
部位制御の観点では、存在比の多い Lys残基
は標的にされにくく、主に抗体構造上のジス
ルフィド結合の部分的還元が用いられるが、
反応制御が困難で多くの問題点が指摘され
ていた。 
一方、我々は Ru（ルテニウム）光触媒を一
電子酸化触媒として用いたラジカル的な反
応に着目し、芳香族アミノ酸残基の一つであ
るチロシン（Tyr）残基を標的としたラベル
化反応の開発に成功していた。 
 
２．研究の目的 
本ラベリング技術は触媒の近傍だけでラベ
ル化反応を制御できるため、触媒を標的部位
選択的に近接させることができれば、抗体の
狙った部位でのケミカルラベリングができ
ると着想した。そこで、以下のような目的を
通じ、抗体をはじめとする機能性タンパク質
の部位特異的修飾を可能にする固相表面上
でのタンパク質ケミカルラベリングの反応
場の構築を目指した。 
 
（1）効率的なケミカルラベリングを誘導す
る固相表面の反応場開発 
（2）固相表面の反応場でのタンパク質精製
とケミカルラベリング 
（3）抗体分子への応用 
 
３．研究の方法 
 
（1）効率的なケミカルラベリングを誘導す
る固相表面の反応場開発 
磁気分離可能で用意に回収可能な磁気ビー
ズを担体として選択した。我々が開発したラ
ジカル的なタンパク質チロシン残基修飾反
応は Ru 光触媒のごく近傍でのみ選択的に進
行することが予想されていたので、リガンド
分子と触媒分子の分子間距離を考慮しつつ
反応場をデザインし、磁気ビーズ上にリガン
トと触媒を担持した。概念実証の標的タンパ
ク質として、比較的強い親和性リガンドが入
手容易な炭酸脱水酵素（Carbonic Anhydrase, 
CA）と、磁気ビーズでの精製法が確立されて
いるジヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）を

選択した。 
 
（2）固相表面の反応場でのタンパク質精製
とケミカルラベリング 
CAと DHFRに対して、それぞれをタンパク
質混在系から精製しつつケミカルラベリン
グを行った。ケミカルラベリングによってさ
まざまな機能を導入できるが、ここでは、ビ
オチンでラベル化することを計画した。ビオ
チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は
Streptavidin-horseradish peroxidase
（SAv-HRP）によって高感度に可視化できる
ため、従来の銀染色の感度（～数 ng）より
10～100倍高感度にビーズからの精製タンパ
ク質を検出することが可能な手法に成ると
考えた。 
また、研究期間の他の研究課題の成果により、
ラベル化剤毎に触媒からのラベル化有効範
囲が異なるという知見を得た。そこから、反
応場のデザイン以外にも、ラベル化剤の構造
チューニングによるラベル化剤ラジカルの
特性を制御し、反応場に適切なラベル化有効
距離、ラベル化効率を有するラベル化剤を得
ることが重要であると考え、ビーズ上の結合
タンパク質をケミカルラベリングするため
に最適な反応場とラベル化剤の組み合わせ
を探索した。 
 
（3）抗体分子への応用 
上記のタンパク質混在系から、標的を精製し、
ケミカルラベリングにより機能化するとい
う概念を抗体修飾に応用した。抗体の部位選
択的なリガンド分子と Ru 光触媒を連結させ
た反応場を構築し、適切なラベル化剤による
ラベル化を行うことで、抗体を精製・機能化
した。 
 
４．研究成果 
 
初めに、FGビーズを担体として用いて、CA
を標的としてタンパク質混在系から CAを精
製しつつ、ケミカルラベリングすることを目
指した、Ru（bpy）3錯体 2を CAのリガンド
分子 1 と同時にビーズに担持したところ、2
に由来する非特異的なタンパク質吸着が観
測された。Ru錯体による２＋の正電荷が非特
異的吸着の原因であると考え、Ru錯体とビー
ズのリンカーに長鎖の PEGを導入した錯体 3
や錯体内で電荷を中和した４を合成した。そ
れぞれの Ru 錯体と CA リガンドを同時に担
持したビーズを用いて CAの精製を検討した。
その結果、４を用いた時に、目立ったタンパ
ク質非特異的吸着を誘導する事無く、CA を
精製することに成功した（図１）。 
 
 
 
 
 



図１ 
 
2, 3, 4をそれぞれ担持したビーズの特性を評
価したところ、ビーズの表面電荷の＋性は 4
を用いた時に抑制されており、この特性が非
特異的吸着を抑制できた要因であると示唆
された（表 1）。 
 

表１ 

 
また、4 と CA リガンドを担持したビーズは
タンパク質混在系から CAを精製しつつ、ケ
ミカルラベリングを行うことが可能であっ
た。さらに、磁気回収の容易さを利用して、
ビーズは効率良く回収でき、タンパク質精製
機能とケミカルラベリングの触媒機能は繰
り返しの使用も可能であった（図２）。 
 

図 2 

 
次に、リガンド分子を DHFRに結合すること
が知られている MTX誘導体 6に変え、細胞
に内在するDHFRを精製しつつ、機能化した。
ラベル化剤 5によりビオチンをDHFRに結合
させることが出来るため、SAv-HRPを用いた
検出法により、通常のアフィニティークロマ
トグラフィーに用いられる銀染色よりも高
感度なビーズ結合タンパク質の検出が可能
であった。実際に、低濃度の細胞破砕液から
DHFRを精製して検出する用途においても、
銀染色では検出できないような微量のビー
ズ結合タンパク質も解析することが可能で
あった（図 3）。 
 

図 3 
 
また、通常のアフィニティークロマトグラフ
ィーで精製できるタンパク質は一般的に Kd

値＜10-6 Mオーダーの結合力を持つものに適
用範囲が限られる。弱い結合力のタンパク質
はビーズの洗浄操作の過程でリガンドから
解離し、解析困難な量まで減少してしまうこ
とが原因である。上記の手法では精製操作後
にタンパク質のラベル化を行うものである
が、本手法はタンパク質のケミカルラベリン
グ段階を、洗浄操作を介さずに行うことも可
能である。そこで、従来のアフィニティーク
ロマトグラフィーでは解析できないような
弱い結合力のタンパク質の解析に本手法を
適用した。 
ラベル化剤の構造を検討した結果、特定の構
造を持つラベル化剤が触媒のごく近傍、すな
わちビーズ表面の制限された反応場でのみ
効果的にケミカルラベリングを誘導するこ
とを見出した。これを用いて、細胞に内在す
る 10－4 M オーダーの弱い結合力のリガンド
結合タンパク質を解析することにも成功し
た。 
 
最後に、抗体の捕捉分子に抗体 Fc 領域に結
合するリガンド分子を用いて、本手法を抗体
の精製と機能化に応用した。抗体を精製しつ
つ、ビーズ表面の限られた反応空間でタンパ
ク質ケミカルラベリングすることで、抗体を
部位選択的に機能化することに成功した。 
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