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研究成果の概要：細胞機能を制御する生体機能シグナルは、物理シグナルだけでなく分子が担
う化学シグナルが重要な位置を占める。具体的には、局所的な電位や温度、pH から金属イオン、
アニオン種、有機小分子、糖類や核酸、脂質、ペプチド、タンパク質などが色々な局面で生体
機能のデジタル情報を担っている。細胞内外の機能情報を網羅的に解析するために、このよう
な非常に多様で複雑かつ微量な分析対象それぞれをハイスループットに検出・分析できるセン
サーやプローブ、種々の材料を、人工小分子から核酸、ペプチド、タンパク質、ナノ構造体を
基盤として開発することに成功した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005年度 77,200,000 0 77,200,000 

2006年度 71,400,000 0 71,400,000 

2007年度 56,200,000 0 56,200,000 

2008年度 56,200,000 0 56,200,000 

  年度    

総 計 261,000,000 0 261,000,000 

 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：バイオセンサー,DNA構造変化,分子クラウディング,ペプチドアレイ, 
      化合物ライブラリー,分子認識,化学センサー,機能性タンパク質 
 
１．研究開始当初の背景 
 本特定領域研究では、一細胞レベルで起こ
っている様々な生命現象を分子、物質のレベ
ルで時空間分解能をもってデジタルに解析
する基本技術を開発することによって、生命
の基本単位である細胞機能を徹底的に解剖
し、理解することを領域全体の究極の目標と
していた。具体的に、１班から４班までの研
究チームを構成し、相互に情報交換や共同研
究などによる有機的な連携を取りながら研
究が開始された。その中で A01班では、新し
い人工分子や機能性材料の定量的パラメー
ターを用いた分子設計による合成と開発，そ
の特性の解析と生体シグナル解析への利用

というアプロー チで多様な細胞内シグナル
となる物質群の網羅的解析に必要となる機
能性分子群の創製を主たる課題として遂行
することにした。 
 
２．研究の目的 
 細胞機能を制御する生体機能シグナルは、
物理シグナルだけでなく分子が担う化学シ
グナルが重要な位置を占める。具体的には、
局所的な電位や温度、pH から金属イオン、ア
ニオン種、有機小分子、糖類や核酸、脂質、
ペプチド、タンパク質などが色々な局面で生
体機能のデジタル情報を担っている。細胞内
外の機能情報を網羅的に解析するためには、
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このような非常に多様で複雑かつ微量な分
析対象それぞれをハイスループットに検
出・分析できるセンサーやプローブと呼ばれ
る種々の機能性分子群および技術の開発が
必要不可欠と考えられる。A01班では、特に
機能性分子の設計や合成を得意とする化学
者を中心として、主として分子レベルのセン
サーやイメージングプローブや種々の化学
ツールの構築、またハイスループット検出に
必要とされるチップや基板などの材料開発
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 主として化学合成だけでなく、ペプチド、
核酸やタンパク質とのハイブリッド化、分子
生物学的手法、あるいは化合物ライブラリー
合成の手法を積極的に活用することによっ
て研究を進めた。また特定の生体機能分子の
センシングやイメージングのために機能設
計した分子を実際に合成、構築した後に自分
のグループで実際にその機能を評価するこ
とによって、よりすぐれた機能分子の開発へ
と繋げるように努めた。特に機能評価におい
ては、まずは純粋なサンプルを用いてその基
本特性を評価し理解した上で、実際にセンシ
ングに用いる細胞破砕液や生細胞を用いた
評価系を構築してそれらを利用することに
よってより実際に近い解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１）生体内には重要な生理機能を果たすア
ニオン性物質が多く存在する。その中でもリ
ン酸アニオン種は主要な生理活性アニオン
の一つである。 
 浜地は、亜鉛ジピコリルアミン錯体が、リ
ン酸アニオン種と強く配位結合することを
見いだし、この知見をもとに、ATPを認識し、
幾つかの蛍光変化モードでセンシングでき
る新規なケモセンサーの開発に成功した。具
体的には、キサントンやアクリジン、キサン
テンなどのフルオレセイン類似の蛍光団骨
格に直接二つの亜鉛ジピコリルアミン錯体
を導入した分子が、ATP との結合によって、
励起スペクトルや蛍光スペクトルを変化さ
せることを見いだした。キサントンではキサ
ントン中心部のカルボニル酸素への亜鉛イ
オンの配位が、ATPとの結合によって部分的
に解離することによって、励起スペクトルが
レシオ的に変化した。一方、アクリジン型セ
ンサーでは、アクリジン骨格中の窒素原子へ
の亜鉛イオン配位が変化することによって、
蛍光のレシオ変化が起こることを明らかに
した。キサンテン骨格を持つプローブは、ATP
認識前にはキサンテン骨格の破壊によって
蛍光がほぼ完全に消光しているのに対し、
ATP 認識に伴ってキサンテン骨格が再生さ
れ蛍光がスイッチオンになるというこれま

でにない新しいセンシング機構をもち、大き
なシグナル変化をもたらすことを明瞭に実
証した。さらにこのプローブは、細胞中にも
適用でき、血球系細胞の一つである Jurkat細
胞内に局在する ATP 顆粒をはっきりとイメ
ージングできることが分かった。このように
細胞内 ATP のイメージングも可能な小分子
プローブの開発に成功した。また、リン酸化
されたタンパク質やペプチドを検出できる
小分子プローブも、亜鉛ジピコリルアミン錯
体を２ユニット厳密なコンフォメーション
規定を意図して BODIPY などの蛍光団に組
み込むことによって分子設計されて化学合
成した。これらは、特に過剰にリン酸化され
て構造変化を誘起したタウタンパク質由来
のペプチドフラグメントや過剰リン酸化に
よって会合したリン酸化タウ繊維に強く結
合することを見いだした。また結合によって
蛍光強度が増大し、蛍光性センサーとしても
機能することを明らかにした。最も興味深い
ことは、このプローブがアルツハイマー病患
者の脳切片に沈着したリン酸化タウ繊維に
選択的に結合し、それをイメージングできる
ことである。またこの脳切片においてもアミ
ロイド繊維とは結合せず、この二つの繊維状
沈着が別の空間局在を持つことを明瞭に可
視化できた。これはリン酸化タウ繊維とアミ
ロイド繊維を脳サンプル中で厳密に識別で
きる小分子プローブの最初の成功例である。 
（２）生体機能物質を高感度に検出できるセ
ンサー分子としては、（１）で開発した完全
合成分子による化学センサーの他に、タンパ
ク質をその基本骨格として利用するバイオ
センサーが盛んに研究開発されてきている。
特に蛍光団を導入したタンパク質バイオセ
ンサーはその代表例の一つである。本研究で
は蛍光レシオ検出を可能とするレクチン型
糖センサー開発に成功した。具体的には、ポ
スト光親和性標識法によって活性ポケット
近傍に環境応答性色素を、また選択的アシル
化反応を利用して表面リジンに内部標準と
して機能する蛍光団を導入した二重修飾レ
クチンを構築した。このバイオセンサーは、
分岐したマンノースが高濃度で提示されて
いる乳ガン細胞表層の糖鎖を洗浄操作など
を介さずにリアルタイムでイメージング出
来る蛋白型蛍光プローブとして機能するこ
とが示された。また、単にタンパク質骨格を
利用するだけでなく、人工分子と合理的に共
同効果を引き起こすようなデザインで複合
化するとより高性能のハイブリッド型バイ
オセンサーが構築できることも、別の実験系
で示すことに成功した。具体的には、プロジ
ェクト（１）で開発したリン酸化タンパク質
を認識できる亜鉛ジピコリルアミン錯体型
の合成プローブと天然由来のリン酸化タン
パク質結合ドメイン（具体的にはリン酸化タ



 

 

ンパク質結合モチーフとして代表的なもの
の一つである WW ドメイン）をハイブリッド
した。このハイブリッドタンパク質では、亜
鉛ジピコリルアミン錯体型人工分子が、一カ
所のリン酸化アミノ酸と結合し、もう一つ少
し離れた位置にあるリン酸化アミノ酸は WW
ドメイン内のリン酸化アミノ酸結合部位に
結合する。実際に、この原理で、スチルバゾ
ール蛍光団を連結部位としてもつ半合成 WW
ドメインは, WW ドメインが結合できるポリメ
ラーゼ C末端近傍の多重リン酸化配列特を配
列選択的に蛍光センシングできる新規な蛍
光ハイブリッドバイオセンサーとなること
を実証した。このようなハイブリッド蛍光バ
イオセンサーはその構築原理から新規なも
のである。 
（３）我々は、オリジナリティの高いタンパ
ク質の選択的ラベリングのための化学的新
手法として、①リアクティブタグシステムの
開発、②リガンド連結触媒によるレクチン選
択的ラベル化手法の開発に成功した。いずれ
も特異的な認識に、水中でも使うことの出来
る有機化学反応を組み合わせたものであり、
認識に伴う近接効果を最大限に利用するこ
とによって反応加速をもたらし、特定のタン
パク質選択的にラベル化を施すことを基本
戦略としている。①では、我々のグループ自
身で、特定のペプチド配列を認識できる小分
子を見いだし、それを反応系と組み合わせる
ことによって開発したものであり、ペプチド
タグを遺伝子工学的に標的タンパク質に導
入すれば幅広く利用できる。一方②は、その
タンパク質が認識できる小分子リガンドが
既知の場合に有効であり、遺伝子操作などを
施すことなくインタクトなタンパク質をそ
のままラベル化できるという利点を持つ。い
ずれの種網とも、生きた細胞の表層にある膜
タンパク質のラベル化が可能なレベルまで
開発が進んできた。 

（４）細胞内に存在する種々の生理活性物質
の網羅的な分析のためには、ハイスループッ
トな検出システムの構築も重要な課題であ
る。DNAアレイに代表される基板上に検出す
べき検体と相互作用する物質を並べたチッ
プやアレイは、それを可能とする鍵となる基
板材料と考えられる。DNAアレイに比べると、
その他のアレイの開発はまだ発展途上であ
り、一般に遅れているのが現状である。我々
は、タンパク質の活性を損なうことなくソフ
トに固定化するために、自己組織性の超分子
ヒドロゲルを固定化材料としたセミウエッ
トタンパク質アレイが有効であることを明
らかにしていた。本研究では、それを更にさ
らに発展させて、糖結合タンパク質であるレ
クチンをヒドロゲルを用いて固定化したレ
クチンチップの開発に成功し、糖鎖の簡便な
検出を可能とした。このような超分子ヒドロ

ゲルによるセミウエットアレイは、タンパク
質以外のものも固定化して用いることがで
き、化学センサーやナノ多孔体ＭＣＭをヒド
ロゲルに固定化した化学センサーアレイの
構築に成功した。このように、超分子ヒドロ
ゲルを固定化材料として利用したセミウエ
ットアレイは、細胞由来の生理活性物質の簡
便でハイスループットな検出に有効な新規
デバイスとなることを複数の事例からはっ
きりと示した。 
（５）三原は、αへリックス構造をとるよう
に設計したペプチドを200 種あらたに固相法
により合成した。100 種は Lys 残基に富む塩
基性のもので、100 種は Glu 残基に富む酸性
のペプチド群である。さらに、リン酸化反応
を解析するためのキナーゼ基質ペプチドを
10 種、 糖関連タンパク質を解析するための
Man や Gal など単糖導入へリックスペプチド
も 20 種以上設計合成した。 
（６）糖鎖認識能をもつタンパク質レクチン
は糖鎖と相互作用することで生命現象にお
いて重要な働きを示す。レクチンに特異的な
複合糖や糖タンパク質のマイクロアレイは
レクチン類の高効率な検出を可能とする。
我々は単糖をペプチドに導入することでよ
り簡便で結合力の強い捕捉分子の獲得に成
功した。 
（７）細胞アレイは、細胞そのものを用いる
ため、医薬品などの化合物による作用メカニ
ズムや毒性などの情報を、より生体に近い情
報として得ることできるため近年非常に注
目されている。我々は、ペプチドを固定化し
たペプチド型細胞アレイの研究を行い、光で
切断される光切断リンカーを介して化合物
を基板に固定化した細胞アレイの構築に成
功した。また、基板から切り離されたペプチ
ドの細胞導入活性のスクリーニング系の構
築に成功した。 
（８）金薄膜がもつ特異な性質（金の異常反
射）を活かした新規分子間相互作用検出
(Anomalous Reflection of Gold, AR)法の開
発を行っており、検出装置の小型化・簡素
化・迅速化へのアプローチにも取り組んでい
る。AR 法は標識化合物を必要としないラベル
フリー測定であり、単純かつ高感度なシグナ
ル検出法である。種々のαへリックスペプチ
ドを固定化した金薄膜を作製し、AR 法を用い
たカルモジュリンタンパク質CaM の定量的解
析に成功した。さらにループ構造ペプチドを
固定化した金基板を作成し、T7 ファージに提
示した酵母のタンパク質ライブラリーの解
析にも成功した。 
（９）細胞内に存在する多様な分析対象を定
量的に検出するためには、生体機能性分子の
合目的的な分子設計指針の確立と細胞内に
おける分子物性の定量解析が必要である。そ
こで本研究では、杉本を中心に、細胞内環境



 

 

因子群（分子クラウディング、金属イオン、
水素イオン（pH）など）が核酸（DNA と RNA）
や核酸を基質とするタンパク質の構造とそ
の熱力学的安定性、さらには機能に及ぼす効
果を定量的に解析した。その結果、細胞を模
倣した環境においては、核酸が標準構造以外
の多様性な高次構造を安定化させることが
示された。そこで、その詳細を検討したとこ
ろ、ワトソン‐クリック塩基対からなる核酸
構造は構造形成に伴い水分子を取り込むた
めに、分子クラウディング環境下にあり水の
活量が減少する細胞内環境下においては、構
造安定性が低下することが示された。一方、
代表的な非ワトソン‐クリック塩基対であ
るフーグスティン塩基対からなる核酸の高
次構造は構造形成に伴い水分子を放出する
ことが解明された。この脱水反応が、分子ク
ラウディング環境下で核酸の多様な高次構
造が安定性する要因であることも明らかと
なった。このような核酸構造のスイッチング
およびその熱力学的安定性の変化を利用す
ることで、核酸を基質とするタンパク質の機
能活性を制御することも可能となった。例え
ば、染色体末端に存在するテロメア DNA を伸
長することで細胞のがん化や加齢に関与す
るテロメラーゼタンパク質の機能活性を合
目的的に亢進・抑制することができた。さら
に特筆すべきことに、得られた定量的パラメ
ータを用いて、細胞内環境因子に応答する論
理デバイス（ロジックゲート）や導電性ナノ
ワイヤー、任意の RNA 配列を切断するユニバ
ーサルリボザイム、細胞内の pH を計測でき
る DNA デバイス、細胞質内に任意の物質を運
搬できる人工核酸などの分子材料群の創製
もできた。このような成果から、細胞内にお
ける核酸の構造安定性を予測することが可
能になり、生体シグナル解析に必要な機能性
分子材料の設計指針を供することができた。 
（10）養王田らは、分子シャペロンの 1 種で
あるプレフォルディンの機能と構造の特性
を利用した分子認識、操作ツールの開発を目
指した。超好熱性古細菌 Thermococcus sp. 
strain KS-1 の 2 組のサブユニット（α1、β1、
α2、β2）の遺伝子を単離し、その配列を決定
した。大腸菌内で α及び βサブユニット遺伝
子の組み合わせを変えて共発現させ、精製に
より 4 種類のプレフォルディン（α1-β � 1, 
α2-β1, α1-β2, α2-β2）を得ることができた。
ブタ心臓由来クエン酸合成酵素、ウシ肝臓由
来カタラーゼ、オワンクラゲ由来緑色蛍光タ
ンパク質を用いて 4 種類の PFD のアレスト活
性を測定したところ、各プレフォルディンが
アレスト活性を有し、異なる基質認識性を示
した。β1 が単独で機能を有するテトラマーを
形成することを明らかにし、その X線結晶構
造を解明した。この構造では、これまで未解
明であった末端の変性蛋白質(基質)認識領

域まで明瞭な構造を解明することができた。
超好熱性古細菌由来プレフォルディンが
CdSe/ZnS/TOPO 系コア･シェル型量子ドット
を認識･結合し、水溶液中での安定化するこ
とを明らかにした。この相互作用を、全反射
顕微鏡を用いた 1 分子解析と HPLC を用いた
ゲルろ過により解析した。GCSF と GCSF 受容
体の複合体構造に T. KS-1 由来プレフォルデ
ィン β1 サブユニット 4 量体構造を重ね合わ
せることにより、プレフォルディンに GCSF
受容体結合能を付与できる可能性のあるア
ミノ酸変位体を設計し、作成した。作成した
6種類の変位体のうち、Type C(Y18T・E98L・
A105R・Q106K 変異体)が Antagonist 活性を示
した。以上の結果から、プレフォルディンを
用いた分子認識･操作ツール開発に関する基
礎的知見を得ることが出来たと考えている。 
（11）金原らは、これまでに開発した光駆動
分子はさみの構造をもとに、「刃」の部分に
亜鉛ポルフィリンを導入した「光駆動分子ペ
ンチ」を設計した。光駆動分子ペンチは、配
位結合形成を利用して塩基性窒素原子を２
つ有するゲスト分子と会合体を形成した。さ
らに光照射により、ホスト分子の動きと連動
してゲスト分子の立体的な構造変化を起こ
すことに成功した。分子機械を利用した分子
プローブの物性制御に向けた大きな進歩と
いえる。 
（12）末端プローブ分子、光駆動分子、これ
らを仲介するブリッジ分子から成る３分子
系分子機械の構築に成功した。この系では、
光駆動分子を異性化に伴い、これと相互作用
しているブリッジ分子を介して、光駆動分子
とは直接相互作用しない末端プローブ分子
の構造変化を誘起することに成功した。これ
は分子の遠隔操作と呼べるものであり、分子
プローブの物性制御への応用が期待される。 
（13）シャペロニン GroEL の空孔入り口付近
にサブユニットあたり１つのアゾベンゼン
を導入した修飾シャペロニンを調整した。こ
の修飾シャペロニンは変性GFP を取り込むが、
その放出速度を光照射により可逆的に制御
できることが分かった。将来的には、プロー
ブ分子を必要なタイミングで必要な量だけ
放出するインテリジェントキャリアとして
の応用が期待される。 
（14）シャペロニン GroEL の空孔入り口付近
にスピロピランを導入した修飾シャペロニ
ンを調整した。これに MgCl2 を添加したとこ
ろ、長いチューブ状の会合体が形成すること
を見出した。さらに興味深いことに、ゲスト
として変性タンパク質を取り込ませた後に
MgCl2を添加すると、ナノチューブ内にゲスト
を内包できることを見いだした。このような
ゲスト内包ナノチューブは、ナノチューブの
高いアスペクト比により高い細胞膜透過性
が期待できるため、分子プローブのデリバリ



 

 

ーに適していると考えられる。 
（15）多数の機能団と生体分子を非共有結合
的に糊付けできる「分子糊」を開発した。こ
の分子糊は、ほとんどの生体分子中に存在し
ているオキシアニオン性官能基と超分子的
に相互作用するグアニジニウムイオンを多
数有しており、水中での強固な接着を実現し
た。実際、この分子糊はウシ血清アルブミン
（BS のようなタンパク質と強く相互作用す
るだけでなく、微小管のようなタンパク質の
集合体を安定化することを見いだした。 
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