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研究成果の概要（和文）：本研究では「有機小分子の合理設計」と「生体高分子の配列改変」の２つのアプロー
チを有機的に統合することで、小分子・ペプチド複合体に基づく新規分子ツールの開発を目的とした。中でも有
機色素分子の構造を認識するペプチドおよびタンパク質を進化分子工学的手法により取得することで、様々なケ
ミカルバイオロジーへの応用を目指した。研究の結果、cDNA display法によって「色素分子の構造変化を可逆的
に認識するポリペプチド」の探索に成功したほか、カルシウム濃度に応じてタンパク質の立体構造が変化する事
で、そこに化学修飾された色素の蛍光強度が変わるセンサー分子の開発を達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study we aimed to develop novel molecular tools based on small 
molecule-peptide complexes by integrating two approaches: "rational design of small organic 
molecules" and " modification of biological macromolecules using directed evolution”. Specifically,
 we aimed to obtain peptides and proteins that recognize the structure of organic dye molecules by 
evolutionary molecular engineering, which would be useful for various chemical biology applications.
 As a result of the research, we succeeded in identification of "polypeptides that reversibly 
recognize conformational changes of dye molecules" by cDNA display method, and also developed a 
sensor molecule where the fluorescence intensity of labelled organic dyes is changed as a result of 
the conformation change of the protein in response to calcium concentration.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 有機色素　ペプチド　細胞イメージング　タンパク質精製　進化分子工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現代の生物学研究では蛍光イメージングや光遺伝学的摂動、タンパク質精製などで様々な分子ツールが使われて
いるが、そのほとんどは有機合成低分子あるいは生体高分子のいずれかであり、両方を活用した分子ツールは極
めて稀である。そもそも化学において有機低分子と生体高分子は歴史的、学問分野的に独立して研究されてお
り、これらを融合させようとする試み（chemi-genetics）は最近になってようやく注目されつつある。本研究で
は、特に有機合成色素とタンパク質（ポリペプチド）との複合化に着目し、両者の相互作用があって初めて機能
を発揮する新たな分子ツールの開発を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 「化学」を活用して生命現象の理解や制御を目指すケミカルバイオロジーでは様々な分子ツー
ルが使われる。光を利用するツールは特に有用であり、小分子色素またはタンパク質を基盤とし
た蛍光イメージングプローブ、光増感剤、光異性化分子などが盛んに応用されている。また、高
い機能を持つ分子ツールの開発自体も本分野における重要な研究目標である。例えば、低分子の
蛍光イメージングプローブとして Ca2+（Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 38740–3877; J. Am. 
Chem. Soc., 2011, 133, 14157–14159）やプロテアーゼ（J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 409–
414; J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 6938–6946）、活性酸素種（J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 
10629–10637; J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 5680–5682）を標的としたものが、タンパク質を
基盤とした蛍光イメージングプローブ（バイオセンサー）として Ca2+（Nature, 2013, 499, 295–
300; Nat. Methods, 2019, 16, 171–174）や膜電位（BMC Biol., 2019, 17, article number 71）、
細胞周期（Cell, 2008, 132, 487–498）などを可視化する分子が多数報告されている。 
ここで小分子色素を用いる場合、遺伝子操作が不要であるため試料を選ばない点や自由かつ
合理的な誘導体設計が可能である点がメリットである一方、分子単独では特異性や細胞内局在
の制御が難しい場合が多い。一方、緑色蛍光タンパク質（GFP）等のタンパク質を改変する場合
には、分子サイズが大きくなる上に機能性（蛍光量子収率、光安定性、増感能など）に限界があ
るとされる。そこで注目されているのが、機能性小分子と生体高分子を複合化して高度な機能を
実現する手法（化学遺伝学、chemi-geneticsとも呼ばれる）である。例えば、研究代表者らは以
前、細胞内の主要な陽イオンとして様々な生命現象に関与する K+に対する低分子蛍光プローブ
を HaloTagタンパク質（ACS Chem. Biol., 2008, 3, 373–382）に結合させることで細胞膜の表
面選択的に集積させ、薬剤刺激に伴い細胞質からイオンチャネルを通じて細胞外へと流出する
K+イオンを、細胞内の多量の K+に妨害されることなく検出できることを示している（Anal. 
Chem., 2016, 88, 2693–2700）。また、もう一つの主要な金属イオンである Na+についても同様
の設計で細胞小器官選択的なセンサー開発に成功している（Sensor Actuat. B－Chem., 2018, 
265, 575–581）。 
上記は主に有機合成色素側に着目した研究であったが、機能性小分子と生体高分子の複合化
においては、生体高分子側の探索、改変、最適化もまた必要である。これに関連して研究代表者
は、リボソーム内で翻訳中の新生ペプチド鎖と共有結合する化合物である puromycinを活用し
て cDNAと対応するペプチドとを１分子レベルで連結する技術である cDNA display法（Nucl. 
Acids Res., 2009, 37, e108）の改良と応用に取り組んできた（Chem. Commun., 2017, 53, 3458–
3461; Biophys. Physicobiol., 2017, 14, 23–28）。このような進化分子工学的手法を用いれば、
1012-13 に及ぶ膨大なペプチドライブラリーの中から標的分子に結合する配列を探索する事が可
能である。また大腸菌を用いた進化分子工学も、古典的ではあるがタンパク質の指向性進化にお
いては非常に有用である。 
 
２．研究の目的 
上述の背景を踏まえ、本研究では「有機小分子の合理設計」と「生体高分子の配列改変」の２
つのアプローチを統合することで、「小分子・ペプチド複合体に基づく新規分子ツールの開発」
を目指した。中でも小分子認識ペプチド、特に『色素分子の構造（およびその変化）を認識する
ポリペプチド』を進化分子工学的手法により取得することで、様々なケミカルバイオロジーへの
応用を目指した。具体的には、以下の３項目に取組んだ。 
（１）pH感受性色素（フェノールフタレイン誘導体）と特定の pH環境で結合するペプチドを
取得し、pH変化により穏和かつ tracelessに溶出可能なアフィニティー精製システムを作る。 
（２）分子内回転が存在する有機色素に結合することでその蛍光を増強するペプチドを cDNA 
displayにより取得する。 
（３）特定の環境下でタンパク質の立体構造変化が起こることで、そこに修飾した蛍光分子の分
子内スピロ環化平衡が変化して蛍光強度が変化する chemi-geneticセンサーを開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）pH依存的にフェノールフタレインとの結合が変化するペプチドの探索 
 タンパク質精製においては、固相上に担持された何らかの化学物質と特定の条件下でのみ親
和性を持つポリペプチド（アフィニティータグ）が汎用される。例えばヒスチジン連続配列であ
る Hisタグは Ni-NTAレジンに結合し、イミダゾールによって競合的に溶出される。本研究では
pH 変化により既存の系より穏和かつ traceless に溶出可能な新規アフィニティー精製システム
の開発を目指した。まず pH変化に応じて立体構造が変化する有機色素としてフェノールフタレ
インに着目し、その誘導体である PhP リガンドを合成して固相担体に提示した。続いて既報に
従い 8 残基のランダムペプチドを提示する cDNA display分子のライブラリーを作製し、上記固
相担体に対して合成 7ラウンドの in vitro selectionを行った。その際、結合反応は中性で、解離
反応は塩基性で行うことによりリガンドの構造変化を誘起した。最終的に絞り込まれたライブ



ラリーを DNAシークエンス解析して結合ペプチド配列の情報を得た。続いて候補となるペプチ
ドについて、puromycinが結合した状態での固相との結合・解離の様子をアクリルアミド電気泳
動を用いて評価した。 
 さらに上記ペプチドについて、その特性の改良を目指した研究を行った。具体的には親和性の
改善に向け、PhPリガンドとの相互作用に有利と考えられるトリプトファン残基を予め複数導入
した 15 残基のペプチドライブラリーを設計した。この新しいペプチドライブラリーを cDNA 
display へと変換し、リガンドを固定した担体と中性条件でインキュベーション、塩基性条件で
解離反応を行った。この操作を複数回繰り返した後、絞り込まれたライブラリーの DNAを次世
代シークエンスによって解析した。上位配列をクローン化して結合評価を行った。 
 
（２）cDNA display法による色素蛍光増強ペプチドの探索 
 一般に、有機色素の構造中に自由回転可能な単結合が含まれる場合、励起状態での分子内回転
によって励起エネルギーが失活するため色素の蛍光が消光するとされる。このような無蛍光色
素の例として本研究では QSY9 を選択し、本化合物に結合して内部の結合回転を抑制する事で
その蛍光強度を上昇させるペプチドの探索を試みた。具体的には関連する先行研究（Chem. Biol., 
2004, 11, 347–356）を参考に、中心のペプチドがループ構造を取りやすいとされる SKVILFE 配
列を組み込んだペプチドライブラリーを設計し、cDNA display へと変換した後に QSY9 を固定
化した磁気ビーズに対して in vitro selectionを行った。濃縮されたライブラリーを次世代シーク
エンサーで配列解析し、上位の候補配列に関して個別に作成した cDNA display と QSY9 との結
合を評価した。また、酵母表層にペプチドを発現させて QSY9を添加し、細胞から蛍光が観察さ
れるか否かも検証した。 
 
（３）分子内スピロ環平衡に基づく chemi-genetic蛍光センサーの開発 
 従来の chemi-genetic 蛍光センサーの多くは、前述のように低分子蛍光センサーをタグタンパ
ク質に化学修飾して細胞内局在の制御を目指すものであったが、本研究の開始後に、タグタンパ
ク質部分に加えて標的認識部位もポリペプチドである新たなタイプのセンサーもいくつか報告
された（Nat. Chem. Biol., 2021, 17, 718–723; Angew. Chem. Int. Ed., 2020, 59, 21880–21884）。これら
のセンサーにおいては、いわゆる環境感受性蛍光色素をタグタンパク質に選択的に化学修飾す
る事で、標的物質がポリペプチドと結合して立体構造変化を起こすと色素の周辺微小環境が変
わって蛍光が変化するメカニズムとなっている。ただ、これまでの報告ではタンパク質工学的な
最適化が十分行われていない上、標的物質も極めて限定されており汎用性に疑問がある。そこで
本研究では、分子内スピロ環平衡によって大きく蛍光強度が変化する近赤外ローダミン系色素
である JF635（Nat. Methods, 2017, 14, 987–994）に着目し、これを HaloTag結合部位であるクロロ
アルカンに修飾したリガンドを合成した。続いてこのリガンドを HaloTagタンパク質とカルシウ
ム結合ペプチドとの融合タンパク質（数十種類を作製）に共有結合させた。この複合体に Ca2+を
添加し、色素・タンパク質複合体の蛍光強度を測定した。また、カルシウムキレータ―である
BAPTAの添加によってこの蛍光変化が可逆的であるかを確認した。 
 
４．研究成果 
（１）pH依存的にフェノールフタレ
インとの結合が変化するペプチドの
探索 
８残基のランダムペプチドライブ
ラリーのセレクションにより、PhPリ
ガンドに対して pH 依存的に親和性
を 示 す ペ プ チ ド LV59 （ ＝
LVFLIWWM）が見つかった（図１）。
本ペプチドを構成するアミノ酸側鎖
はいずれも pH 感受性を持たないた
め、ペプチドはリガンド側の構造変
化を認識して結合していると考えら
れる。一方、LV59に含まれる芳香族
アミノ酸を除いた場合にはほとんど
結合を示さなかったことから、フェ
ノールフタレインとのπ―πスタッ
キングが重要である可能性がある。
このペプチドは複数のモデルタンパ
ク質に融合させて cDNA displayとし
た場合にも上記の pH依存的結合・解
離を示したため、少なくとも試験管
内分子淘汰実験におけるタンパク質
精製には有用であると考えられる
（ACS Omega, 2019, 4, 7378–7384）。 



しかし LV59 はペプチド鎖が短く親和性（精製効率）に課題があったため、続いて 15 残基の
ライブラリーを新たに作製して再度セレクションを実施した。その結果、PhPに対して同様に pH
依存的な結合・解離特性を持つ FW15-3配列が得られた。LV59配列と比較して、FW15-3はリガ
ンド固定化担体に対して約 8倍の結合効率を示した。この効率は、一般にタンパク質精製に用い
られる His6タグと比較しても遜色ない結果であった。 
 
（２）cDNA display法による色素蛍光増強ペプチドの探索 

QSY9 に対する in vitro selection の結果、一定の親和性を持つ複数のペプチド配列の取得に成
功した。しかしその結合はμM オーダーと弱く、結合に伴う色素の蛍光強度の変化も最大２倍
程度であったため、当初の期待と比べれば十分とは言えなかった。ただ、そのようなペプチドで
あっても酵母表面に発現させた際には QSY9 由来の赤色蛍光がペプチド配列依存的に観察され
たことから、実際の細胞系においてはペプチドの凝集や色素自体の集積もイメージング結果に
反映されることが示唆された。今後はペプチド配列の最適化によって、より蛍光増強能の高い配
列の取得を目指したい。 
 
（３）分子内スピロ環平衡に戻づく chemi-genetic蛍光センサーの開発 

JF635 リガンドの合成、および HaloTag・カルシウム結合ペプチド融合タンパク質との共有結
合は概ね問題なく進行し
た。HaloTagとしての活性
が保たれていた 19種類の
融合タンパク質につい
て、蛍光リガンドとの反
応の後で Ca2+を添加して
蛍光強度を測定したとこ
ろ、18 種類においては蛍
光強度の現象が、１種類
においては蛍光強度の上
昇が観察された（図２）。
特にアミノ酸番号 165-
166 の挿入位置において
は蛍光変化幅が約 20倍と
非常に大きく、これまで
の報告を上回る性能を有
するセンサーの開発に成
功した。また、いずれにお
いても BAPTA の添加に
よってこの変化が可逆的
であることが確認できた。今後は他の標的へと本分子設計法を拡張すると共に、タンパク質の配
列改変（directed evolution）を取り入れる事で有用な chemi-genetic蛍光センサー開発を行ってい
きたい。 
 
 まとめると、本研究では「有機小分子の合理設計」と「生体高分子の配列改変」の２つのアプ
ローチを統合することで、「小分子・ペプチド複合体に基づく新規分子ツールの開発」を達成し
た。これらの成果を更に発展させることにより、生物学上の課題解決に資する有用な分子ツール
が創成できるものと期待される。 
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