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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内に内在的に発現している蛋白質を化学修飾によって選択的に標識
する手法を開発した。具体的には、「N-acyl-N-alkylsulfonamide（NASA）」を反応基として有するリガンド指
向性ラベル化剤の開発を行った。NASA型ラベル化剤は従来のリガンド指向性化学と比較して標的蛋白質をより迅
速かつ高効率に化学修飾可能であった。また、FKBP12, eDHFR, Hsp90といった細胞内在性蛋白質を、反応時間1h
で高効率に化学修飾することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel chemical method to selectively label 
proteins expressed endogenously in live cells. Specifically, ligand-directed labeling reagents 
consisting of "N-acyl-N-alkylsulfonamide (NASA)" as a reactive group were developed. The NASA type 
labeling reagents were able to covalently modify the target protein more rapidly and efficiently 
than the conventional ligand directed chemistry. In addition, we successfully demonstrated that this
 method can selectively modify intracellular endogenous proteins, such as FKBP 12, eDHFR and Hsp90, 
with high efficiency.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質化学修飾
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞内では、蛋白質の多くが他の蛋白質と
相互作用し、ダイナミックに離合集散を繰り
返すことで複雑な細胞機能を制御している。
従って、蛋白質—蛋白質相互作用が、いつ、
どこで、どの程度生じているのかを定量的に
解析することは、生命現象を理解する上で重
要な課題となっている。現在、蛋白質の動態
や相互作用を生細胞内で直接観測するため
の手段としては、GFP などの蛍光蛋白質を用
いたバイオイメージングが最も一般的であ
る。標的となる蛋白質に蛍光蛋白質を融合す
るこの手法は、最も有用で汎用性の高い蛍光
標識技術として世界中の研究室で利用され
ている。しかし一方で、近年ではいくつかの
問題が指摘されている。例えば、蛍光蛋白質
自身のサイズ（約 28 kDa）や凝集特性は、標
的蛋白質本来の機能を阻害する可能性があ
る。加えて、遺伝子発現を必要とするこの手
法では融合蛋白質が過剰に発現されるため、
天然の細胞内環境下での観察ができないと
いう制約がある。これは蛋白質間相互作用イ
ベントを解析する際には、特に重大な問題と
なりうる。なぜなら、蛋白質間相互作用は関
連する蛋白質の量論比によって厳密に制御
されているので、発現レベルを人工的に改変
した場合、そこから得られる情報は細胞内で
起こっている真の姿を必ずしも反映しない
ためである。従って、実際に生体内で起こっ
ている相互作用イベントをより正確に理解
するためには、遺伝子操作を行うことなく、
可能な限り小さな蛍光分子で、細胞内に存在
している内在性蛋白質をラベル化するため
の手法が必要不可欠である。 

 このような背景の中、我々は細胞内の内在
性蛋白質を選択的に化学修飾する方法とし
て、「リガンド指向型トシル化学(LDT 化学)」
を開発した(Nat. Chem. Biol., 2009, 5, 
341)(図１)。 
この手法では、アフィニティーラベル化剤の
反応基として新たにフェニルスルホン酸エ
ステル（トシルエステル）を採用することで、
蛋白質本来の機能を損なうこと無く、標的選
択的に蛍光小分子を標識することが可能で
ある。さらに申請者は、LDT 化学を細胞内の
内在性 FKBP12(FK506 Binding Protein 12)
に適用し、一過的に発現させた相互作用ペア
であるFRB蛋白質との複合体形成を蛍光イメ
ージングにより検出することに成功した。し
かしながら、その研究過程において LDT 化学
の限界がいくつか浮き彫りとなった。一つめ
は、反応基の加水分解による失活と、それに
起因する低いラベル化効率である（細胞内条
件で 20~30%程度）。二つめはラベル化剤分子
の低い細胞膜透過能である。LDT ラベル化剤
は分子内にリガンド、反応基、蛍光色素を有
し、それぞれがスペーサーで連結されている。
その結果分子量は多くの場合 1000 を越え、
化合物の物性によっては細胞膜を透過でき
ないため、適用可能な蛋白質に限りがある。
三つめの問題点は蛍光イメージング時の低
いシグナルノイズ比（S/N 比）である。たと
えラベル化剤をうまく細胞内に導入できて
も、常時蛍光を発する余剰のラベル化剤や加
水分解産物がバックグラウンドとなるため、
標的の蛋白質を感度良くイメージングする
ことが極めて困難であった。これらの要因に
より、LDT 化学では未だ内在性蛋白質同士の
相互作用イメージングは達成できていない。
そこで申請者は、上述の問題を解決するため
には、LDT 化学に代わる新しい蛋白質化学修
飾技術を開発することが重要であると考え、
本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内における内在性蛋白質間
の相互作用を定量的に解析することを目的
として、化学的方法論に基づいた新しい蛍光
ラベル化技術の確立を目指す。具体的には、
水中において安定なα-ケト酸、アリールボ
ロン酸を反応基質とする Petasis 反応（J. Am. 
Chem. Soc. 1997, 119, 445）を利用して、
蛋白質中のアミノ基を標的とした三成分縮
合反応によるラベル化を試みる（図２）。い
くつかのモデル蛋白質を用いて試験管内に
てラベル化を行い、反応速度・効率などの観
点からラベル化剤構造を最適化する。得られ
た知見をもとに、細胞内の内在性 FKBP12 を
蛍光ラベルし、生化学的な解析により反応選
択性やラベル化効率を評価する。また、ラベ
ル化に伴って蛍光強度が上昇する発蛍光型
ラベル化システムを構築することで、より
S/N 比の高いイメージングを目指す。さらに、
蛍光相関分光法を用いて、薬剤によって誘導

 

 
図 1 (A)蛍光蛋白質による蛍光ラベル化 (B)

リガンド指向型化学による蛍光ラベル化 



される mTOR やカルシニューリンとの複合体
形成を解析する。以上の実験系により本手法
の確立を行った後、他の蛋白質（転写因子や
核内受容体など）へと展開し、内在性蛋白質
が関与する動的な蛋白質間相互作用を解析
するための新しい分子ツールとしての有用
性を実証する。 
 

 
 蛋白質間相互作用は従来、細胞を破砕して
生化学的に解析されるか、蛍光蛋白質を融合
した過剰発現系で解析されてきた。そのため、
生きた細胞内に本来発現している「内在性蛋
白質」が実際どのくらい動的に相互作用して
いるのか、ほとんど明らかになっていないの
が現状である。これに対して本研究は、内在
性蛋白質を細胞内で直接蛍光ラベルし、限り
なく天然に近い生理条件下での相互作用解
析を可能にするという点に大きな特色があ
る。これが達成されれば、本来の生体内で起
こっている生命現象を解明するための、より
理想的な基盤技術になり得ると期待される。 
 また本研究で計画している蛍光相関分光
法による解析では、蛋白質の拡散定数や分子
数といった動的な情報を得ることも可能で
ある。これを利用すれば、細胞内のような分
子クラウディング環境における蛋白質の動
的特性を、物理化学的な視点から考察するこ
とができる。このようにして得られる内在性
蛋白質に関するパラメーターは、今後基礎研
究のみならず創薬も含めた様々な研究分野
に有益な知見を与えると予想される。 
 以上のように本研究は、有機化学的アプロ
ーチにより従来の生化学や遺伝子工学では
研究対象にできなかった細胞内在性蛋白質
の機能解析を実現するものであり、化学と生
物学の境界領域の進歩をより一層促進する
ものと期待される。 
 
３．研究の方法 
細胞内において効率的かつS/N比の高い蛍光
ラベリングを実現するためには、次の３つの
課題に取り組む必要がある。 
 
(1) 反応機構上、加水分解による失活のおそ

れが無い新しいラベル化反応様式の確立。 

(2) ラベル化剤の低分子量化による細胞膜透
過能の改善。 

(3) ラベル化に伴って蛍光強度が増大する発
蛍光型システムの導入。 
 

これらの課題を達成するために、リガンド指
向型ラベル化法の新たな反応様式として
Petasis 反応を採用した。Petasis 反応は基
質として水中で安定な α-ケト酸、アリール
ボロン酸、アミンを用いる三成分縮合反応で
あり、水中・室温・中性条件下で反応が進行
することが知られている（J. Am. Chem. Soc. 
1998, 120, 11798）(図３)。本研究では、リ
ガンドと連結したα-ケト酸および蛍光色素
のボロン酸誘導体をラベル化剤として、蛋白
質のリジン残基側鎖のアミノ基に対する部
位特異的なラベル化を行う。 

 
４．研究成果 
平成２７年度においては、当初予定していた

「Petasis 反応」を利用したラベル化法に加
えて、「N-acyl-N-alkylsulfonamide（NASA）」
を反応基として有するリガンド指向性ラベ
ル化剤の開発を行った。精製蛋白質を用いた
試験管内実験によって、NASA 型ラベル化剤は
従来のリガンド指向性化学と比較して標的
蛋白質をより迅速かつ高効率に化学修飾可
能であることが示された。特筆すべきことに、
細胞内在性 FKBP12 を標的としたラベル化に
おいては、反応時間1hで細胞内FKBP12の80% 
を修飾することに成功した。さらに別の標的
蛋白質として、大腸菌ジヒドロ葉酸レダクタ
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図２ 新規蛋白質ラベル化法による蛋白

質間相互作用解析 

 
図３ Petasis 反応の反応機構 

 

図４ Petasis 反応による新規リガンド
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ーゼ（eDHFR）、熱ショック蛋白質 90(Hsp90)
などの細胞内ラベリングも可能であること
を実証した。また、消光団を NASA 型ラベル
化剤に組み込むことで、ラベル化に伴い蛍光
を発する「発蛍光型ラベル化剤」の開発に成
功した。 
 平成２８年度においては、前年度に開発し
た NASA を反応基として有するリガンド指向
性ラベル化剤の更なる最適化と細胞内在性
タンパク質ラベルの詳細な評価を行った。精
製タンパク質を用いた試験管内実験によっ
て、NASA 型ラベル化剤は従来のリガンド指向
性化学と比較して標的タンパク質を迅速か
つ高効率に化学修飾可能であることが示さ
れた。また、詳細な速度論解析を実施し、リ
ガンド指向性化学における反応二次速度定
数を算出した。このラベル化手法のバイオロ
ジカルアプリケーションとして、細胞内在性
Hsp90 の阻害剤を評価するためのスクリーニ
ングアッセイ系の構築に成功し、実際に
Hsp90 に結合する新規化合物を同定すること
に成功した。 
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