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研究成果の概要：（+）-ビオチン（Btn）は、アビジン（Avn）と非常に安定な複合体を生成する。

その解離定数 Kd は約 1fM であり、通常の抗原-抗体複合体の 100 万倍も強く、実質上不可逆で

ある。本研究は、申請者らが発見した Caged 化合物（8-quinolinyl sulfonates, QS）の光分解

反応を利用することにより、光分解性 Btn 標識試薬の開発を目的とした。中性 pH、常温という

温和な条件下、光照射によってリガンド-レセプター複合体を intact な状態で回収し、特異的

レセプターの同定、構造解析を行うための全く新しい Btn-Avn システムを提供する。 

 脳内神経伝達分子であるドーパミンを、光分解性 QS リンカーを介してビオチンに結合した化

合物（Biotin-Dopamine-HQ）の合成を行った。Biotin-Dopamine-HQ と抗ドーパミン抗体（IgG）、

および二次抗体（抗 IgG 抗体）を用いて ELISA を行い、Avn、Biotin-Dopamine-HQ、IgG、抗 IgG

抗体の四者の複合体が生成することを確認した。さらに Avn、Biotin-Dopamine-HQ、IgG の三元

複合体に光を照射し、リンカーが分解できることを確認し、分解後の Dopamine-IgG の、Western 

blotting による検出に成功した。以上の結果は、すでに論文発表された（Bioorg. Med. Chem. 

2009, 17, 3405-3413）。 

 また、上記の化合物もよりも長いリンカーを有するビオチン標識リンカーの合成に

も成功した。同様に ELISA、Western blotting を行ったところ、リンカーの延長は抗体との

複合体形成、光分解に Dopamine-抗体複合体の回収率に大きな変化はなかった。本結果につい

ても、論文投稿の準備中である。さらに、本技術の基盤となる QS 基質の光分解反応の反応機構

についても詳細に検討し、論文投稿済みである。 

 このように、本研究では QS 基質の新規光分解反応の発見、反応機構の解明を行い、それを光

分解性 Btn 標識リンカーにまで応用した。現在、光分解性リポソームなどにも展開可能であり、

今後が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 （+）-ビオチン（Btn）1 は、アビジン（Avn）
と非常に安定な複合体2を生成する（図１）。
その解離定数 Kd は約 1fM であり、通常の抗
原-抗体複合体の 100 万倍も強く、実質上不
可逆である。そのため、Btn-Avn 複合体は、
生化学、細胞生物学、分析化学、物理化学な
ど様々な分野で利用されている。その一例と
して、アフィニティーカラムクロマトグラフ
ィーを挙げることができる（図１）。これは、
Btn 標識したリガンド分子（有機低分子や抗
原、タンパク質、核酸等の生体高分子）1 を、
Avn との複合体生成によって固定化し（2）、
様々なタンパクの中からリガンドに対する
特異的レセプター3 を単離、精製する手法で
ある。しかし、Btn-Avn 複合体 4 の解離には
過酷な条件が必要であり、レセプター複合体
を分離、回収するためには、塩濃度を上げた
り pH を変化させたりしなければならない。、
まして、温和な条件下で、リガンド—レセプ
ター複合体をそのまま分離、回収するのは非
常に困難である。従って、リガンド—レセプ
ター複合体をそのまま無傷で回収するため
には、Btn とリガド間のリンカーを温和な条
件下で切断する必要があると考えられる。 

NHHN

O

S

(+)-ビオチン(Btn)標識
されたリガンド分子

1

リガンド分子
有機低分子

抗原
生体高分子

Btn-Avn複合体
（固相上）

2

Kd ～ 1 fM

事実上不可逆

アビジン(Avn)
（ビーズ又は膜上

に固定）

レセプター候補群

アフィニティー
クロマト
グラフィー

リガンド

リガンド

特異的レセプター
リガンド-レセプター複合体

の回収は困難
3

図１

リガンド-レセプター (3)
の複合体（固相上）

4  
  
 これまでに報告された主な分解性Btn誘
導体は、図２に示す 5 と 6 である。5 はジ
スルフィド結合を有し、ジチオスレイトー
ル（DTT）で還元的に切断する。しかしこの
方法では、回収するタンパク中にS–S結合

が存在する場合、その立体構造が壊れてし
まう可能性がある。6 は、リンカー部のO–Si
結合をフッ化物イオン（F–）で切断するが、
0.1〜0.5 Mという高濃度のF–が必要であり、
やはり目的物の構造への影響が深刻である。
その他のビオチン誘導体も報告されている
が、アビジンとの複合体生成そのものが弱
くなってしまい、Btn-Avn複合体を利用する
意義が薄れてしまう。リガンド—レセプター
複合体をそのまま無傷で回収するためには、
光反応を利用するのが最善であると考えら
れた。 
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２．研究の目的 
 
 本研究は、申請者らが発見した”Caged”化合
物を利用することにより、光分解性 Btn 標識
試薬の開発を目的とした。中性 pH、常温とい
う温和な条件下、光照射によってリガンド—
レセプター複合体をintact な状態で回収し、
特異的レセプターの同定、構造解析を行うた
めの全く新しい Btn-Avnシステムを提供する。 
 図３に概略を示す。まず光分解性リンカー
を介して Btn と結合したリガンド分子 5を設
計、合成する。5 を Btn-Avn 複合体生成を利
用してビーズ、膜などの固相上に固定する
（6）。目的とするリガンド分子に対し、リセ
プター分子群を反応させ、リガンドに選択的
に結合するレセプターとの複合体 7 を得る。
7 に紫外光を照射してリンカ−を切断し、
Btn-Avn複合体8とリガンド−レセプター複合
体 9 に分解する。9 を分離、回収し、その構
造を解析する。 
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３．研究の方法 
 
  
 筆者らは、中性水溶液中、”Caged”Zn2+蛍光
プローブ 12 に紫外光（波長 328nm）を照射す
ると、PhSO2基が脱離した 13 が生成すること
を見出した（図４）。12 のZn2+錯体 14 や、金
属キレート部を持たない 16 の光分解速度に
ついても検討したところ、12 のそれとほぼ同
程度であり、それぞれ対応する生成物 15、17
を与えた。この光分解反応は、主骨格である
8-HQのスルホン酸エステルに共通した反応
であると考えられる。また、本反応の速度は、
Zn2+非存在下でも殆ど変化しないことがわか
った。 
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４．研究成果 
 
【8-HQ の光分解反応機構】 
 代表的な基質として 12 を選択し、この光分
解反応の反応機構の解析を行った。その結果、
本反応は励起三重項での S-O結合のホモリテ
ィックな開裂によるものであることがわか
った（Kageyama, Y.; Ohshima, R.; Sakurama, 
K.; et al. Submitted for publication） 
 
 
【ドーパミンを有する光分解性ビオチンリ
ンカーの設計と合成、ドーパミン−抗ドーパ
ミン抗体複合体の光単離】 
 脳内神経伝達分子であるドーパミンを光分
解性リンカーを介してビオチンに結合した
化合物（Biotin-Dopamine-HQ）18 の合成を行
った（図５）。Biotin-Dopamine-HQ と抗ドー
パミン抗体（IgG）、および二次抗体（抗 IgG
抗体）を用いて ELISA を行い、 Avn、
Biotin-Dopamine-HQ、IgG、抗 IgG 抗体の四
者の複合体 20 が生成することを確認した。 
 さらに Avn、Biotin-Dopamine-HQ、IgG の
三元複合体に光を照射し、リンカーが分解で
きることを確認し、分解後の Dopamine-IgG
複合体 21 を Western blotting によって検出
することに成功した。 

 以上の結果は、Bioorg. Med. Chem.に掲載
された（ Bioorg. Med. Chem, 2009, 17, 
3405-3413）。 
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 上記の化合物18よりも長いリンカーを有す
るビオチン標識リンカーの合成にも成功し
た。上記と同様に ELISA、Western blotting
を行ったところ、リンカーの延長は抗体との
複合体形成、光分解に Dopamine-抗体複合体
の回収率に大きな変化はなかった。本結果に
ついても、論文投稿の準備中である。 
 さらに、パーキンソニズムの惹起分子であ
る と 考 え ら れ る 分 子
tethydroisoquinoline(TIQ)に光分解性ビオ
チン標識リンカーを結合した分子の合成に
も成功した。今後、この分子に結合するタ−
ゲット分子の単離、精製を検討する予定であ
る。 
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