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研究成果の概要： 分子内水素結合による水酸基の pKaシフトを利用して、脂肪族リン酸モ
ノエステルの脱リン酸化を検出する新規スイッチ機構を考案し、その原理によるレシオ蛍光プ
ローブを複数合成した。これらの化合物を含む 100 mM HEPES buffer (pH 7.4) に、acid 
phosphatase (ACP)を加え励起スペクトルを測定したところ、励起スペクトル変化が観測された。
種々のホスファターゼに対する選択性を調べた結果、全てのプローブが酸性ホスファターゼに
対して高い選択性を持つことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は細胞

内シグナル伝達の調節に関わっており、ガン
を始めとする多くの疾病でその異常が報告
されている。このリン酸化・脱リン酸化過程
はプロテインキナーゼおよびプロテインホ
スファターゼと呼ばれる一群の酵素によっ
て触媒されており、それらの活性制御が創薬
上の重要なターゲットとなりつつある。ヒト
には数百ものプロテインキナーゼ・ホスファ
ターゼがあるとされているが、それらの多く
の細胞内機能は未だ十分に解明されていな
い。それ故、特定のキナーゼ・ホスファター

ゼの活性を時空間的に可視化する蛍光プロ
ーブは、その機能解明に向けて大きな役割を
果たすと考えられる。しかしながら、現段階
ではリン酸化検出プローブの開発は極めて
困難であり、僅かに報告はあるものの汎用的
な原理・手法は未だ開発されていない。また
脱リン酸化の検出に関してもチロシンホス
ファターゼの蛍光プローブは開発されてい
るものの、セリン・スレオニンホスファター
ゼの蛍光プローブに関しては実用的なもの
は存在しない。 
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これまでに、チロシンホスファターゼの活
性を検出する蛍光プローブが開発されてい
る。これらはウンベリフェロンなどの水酸基
を有する蛍光物質がモノリン酸エステル化
基された構造をしており、脱リン酸化によっ
て化合物の蛍光が回復する。これらのプロー
ブ分子はリン酸化チロシンと構造が似てい
る為、チロシンホスファターゼが基質として
認識・加水分解する。しかしながら、それら
の蛍光基質はリン酸化セリン／スレオニン
とは構造が大きく異なる為に、セリン／スレ
オニンホスファターゼには認識されにくい。
そこで、リン酸化セリン／スレオニンに構造
が似た脂肪族モノリン酸を有する蛍光基質
を開発する必要がある。この場合、どのよう
にして酵素反応の前後で蛍光特性を変化さ
せるかという問題が生じる。蛍光化合物に直
接付いた芳香族水酸基はリン酸エステルの
有無でその化合物特性が大きく変化し、蛍光
特性の変化につなげることが可能であるが、
脂肪族水酸基の場合はリン酸エステルの有
無を蛍光特性の変化につなげることは極め
て難しい。 
申請者らは最近、7-ヒドロキシクマリンの8

位の置換基の種類によって7-OH基のpKaなら
びに化合物の蛍光特性に大きな影響を与え
る興味深い現象を見出した。本研究では、こ
の原理を応用して、セリン／スレオニンホス
ファターゼの蛍光プローブ開発に取り組む。 
 
３．研究の方法 

7-ヒドロキシクマリンの8位の置換基にア
ニオン性官能基を導入すると、7位水酸基の
pKaが増大する。この現象を利用することによ
って、溶液のpHを適当に選べばアニオン性官
能基の有無で、クマリンの水酸基のプロトン
化の制御が可能となる。この水酸基のプロト
ン化はクマリンの蛍光強度に大きな影響を
与えることが知られており、実際にpH=7.4の
緩衝液中ではアニオン性官能基がオルト位
に存在すると蛍光強度が極めて弱いのに対
し、中性の官能基では蛍光が回復することを
確認している。7-ヒドロキシクマリンのオル
ト位にセリン・スレオニンホスファターゼに
認識される官能基を修飾し、ホスファターゼ
によって加水分解されたときに7-水酸基の脱
プロトン化が起こり大きな蛍光上昇を示す
と考えられる。そこで、アニオン性官能基部
分および蛍光化合物の構造を変化させたもの
を合成し、各種セリン／スレオニンホスファ
ターゼによる脱リン酸化により蛍光特性がど
のように変化するかを調べ、リンカー構造の
最適化を行った。また、開発したプローブ分
子が、他の様々なセリン／スレオニンホスフ
ァターゼの基質として機能するかどうかを調
べ、反応速度論パラメーターの算出を行った。
また、チロシンホスファターゼについても検

討を行なった。 
 
４．研究成果 
脂肪族リン酸モノエステルの脱リン酸化に
よってスペクトル変化を引き起こす新規ス
イッチ機構を考案し、脂肪族リン酸モノエス
テル構造を有する phosphatase 蛍光プローブ
の開発に取り組んだ。我々はこれまでに 7-ヒ
ドロキシクマリンの水酸基近傍にホスホネ
ート基などのアニオン性残基を修飾した化
合物（図１の化合物 1）では、アニオン性官
能基が無いコントロール化合物と比較して
励起スペクトルがシフトすることを見出し
ていた。これは分子内水素結合により、水酸
基の pKaがシフトし、水酸基のプロトン化の
割合が変化するためであった。この現象に基
づき phosphatase 活性を検出するプローブ化
合物 3a、4a、および 5a をデザイン、合成し
た（図１）。 

これらの化合物の 7-ヒドロキシル基の pKa
は、脱リン酸化を受けた後に生成すると予想
される化合物と比較して、より大きな値を示
した。従ってこれらの化合物は酵素により脱
リン酸化を受けると pKaがシフトし、励起ス
ペクトルが変化するプローブとして機能す
ることが予想された。実際に 10 PM の 3a、
4a、および 5aを含む 100 mM HEPES buffer 
(pH 7.4) に、酸性ホスファターゼ（ acid 
phosphatase: ACP)を加えたところ、励起スペ
クトル変化が観測された（図２）。これらの
励起スペクトルは、酵素反応前後で 2波長の
蛍光強度の比が変化することから、その比を
測定するレシオ蛍光測定が可能なプローブ
であることが示された。 

 

図１．デザイン・合成した化合物の構造。 

 
図２．化合物 5a に酸性ホスファターゼを
添加したときの励起スペクトル変化。 



 

 

続いて、化合物 3a、4a、および 5aについ
て、様々なホスファターゼに対する選択性を
調べた。その結果、全てのプローブに関して、
酸性ホスファターゼに対して高い選択性を
持つことが判明した。また、セリン／スレオ
ニンホスファターゼおよびチロシンホスフ
ァターゼには全く認識されなかった。開発し
たプローブの酸性ホスファターゼに対する
反応速度論パラメータを表１に示す。 

続いて、セリン／スレオニンに選択的に加
水分解されるプローブ開発を目的として新
たにリン酸化セリンを分子内に有する化合
物をデザインし、合成を行った。こちらの化
合物に関しても、各種ホスファターゼによる
アッセイを行なったところ、予想に反して酸
性ホスファターゼのみに認識・切断された。
次に、各 pHにおける新規プローブの蛍光強
度をプロットし、このプローブの pKaを調べ
た。プローブの原理上、pKaの前後において
酵素反応による蛍光強度変化が最も大きく
なる。新たに開発したプローブの pKaは前年
度に開発したプローブの pKaよりも約 0.5だ
け酸性側にシフトしていた。すなわち、酸性
ホスファターゼに適した pHである弱酸性領
域において、最も強度変化の大きいプローブ
であった。本プローブを用いた測定結果より、
7－ヒドロキシル基の近傍にアミノ基を修飾
することによって、プローブの至適 pHを酸
性側にシフトできることが分かった。これに
より、更なるプローブ改良の設計指針が得ら
れた。本研究で開発した一連のプローブは、
酸性ホスファターゼに高い選択性を有して
おり、骨転移癌などで活性化する酸性ホスフ
ァターゼのイメージング、あるいは阻害剤の
スクリーニングなどに有用であると予想さ
れる。 
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