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研究成果の概要（和文）：蛍光可視化は高い空間的分解能を持つためタンパク質の挙動解析に多

用されるが、シグナル解析等に有効な機能部位への蛍光化法は少ない。今回、光照射のみで標

的タンパク質を捕捉し、さらに切断と同時に機能部位に蛍光基を形成する、新しい光アフィニ

ティーラベル化法を開発した。小分子からタンパク質に至る生体分子相互作用系で実証し、さ

らにその蛍光ラベルタンパク質を用いた基質結合解析に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Although fluorescence-based visualization has been primarily 
applied to investigate the behavior of target protein in a cell, there are few methods for 
fluorescent labeling at the interacting site. Here, a simple and unique construction of a 
fluorophore at the biding domain of target protein has been achieved by sequential 
photoreactions using a non-fluorescent ligand molecule. The labeled protein can be used for 
the fluorescence-based substrate binding analysis. 
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互作用解析 
 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質単体や複合体の動き、機能を時
空間的に追跡し解析することは、タンパク質
3000 プロジェクトなどのタンパク質構造解
析とならび、ポストゲノムにおける生命物質
科学分野の重要課題である。その中でも、動
きを直接観察でき空間分解能が高い蛍光可
視化は解析技術として最も汎用されている。 
 標的タンパク質の蛍光化では、リシン残基

など表面官能基への非選択的な化学的手法
や、蛍光標識抗体を利用した間接的な方法が
知られる。in situ 蛍光化では遺伝子工学的手
法による末端ラベル化（蛍光タンパク質の付
加、酵素反応による蛍光タグ化など）、ある
いは代謝機構を利用して導入した特殊官能
基に選択的な bioorthogonal ラベル化などが
報告されている。しかし、そのほとんどは既
知タンパク質の末端や表面官能基へのラベ
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ル化であり、目的タンパク質の細胞・組織内
分布や分子複合体の検出に絞られる。リガン
ド分子が直接関与するタンパク質結合ドメ
インへの蛍光ラベル化は、その方法論自体の
数が限られる。 
 タンパク質結合ドメインへの選択的蛍光
ラベル化では、ポイントミューテションによ
るポストラベル法が知られる。ただし、これ
はドメイン構造が明らかなタンパク質に限
られる。未知タンパク質を含めた系では、リ
ガンド分子の親和性を利用した化学的手法
が有効である。中でも光アフィニティーラベ
ル法は原理的に in situ に対応可能な方法と
して位置づけられる。これを利用して蛍光化
リガンドをそのままラベルする方法がある
が、プローブ合成や親和性に問題があり、そ
の後の機能解析も困難である。次に切断性リ
ガンドプローブを用いたポスト蛍光ラベル
法が開発されたが、タンパク質の SH 基を事
前にマスクするなど、ラベル前後で化学的処
理が必要である。 
 これまで代表者等は光反応基ジアジリン
誘導体の多機能化を図ることで、多様な生体
系への適用と煩雑な解析ステップの簡略化
を達成してきた。さらに切断性プローブを利
用したポストラベルや阻害剤スクリーニン
グ法を開発してきた。このような研究背景を
踏まえ、ポストゲノムにおける上記課題達成
に貢献するため、結合ドメインの簡便な蛍光
ラベル化法に特化して、独自の光化学的手法
論を考案するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体分子の相互作用解析を効
果的に行える光蛍光ラベル技術開発を目的
として、結合に直接関与するドメインを選択
的に蛍光化する独自の光アフィニティーラ
ベル法の開発を行う。ラベル化では、蛍光基
を相互作用部位選択的に導入すること、未特
定タンパク質にも対応すること、リガンド分
子は解離させること、さらに特別な操作や処
理をせず簡便に達成することを目標として
その最適化を行い、技術基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
 本研究の中核技術は、光照射によりリガン
ド分子から結合タンパク質へ蛍光基をトラ
ンスファーするユニークなラベル化法にあ
る。光反応ユニットには二種類の光反応を組
み込んでおり、それぞれを二段階の光照射で
順次行うことで達成する。具体的には、ユニ
ット構造内に、光分解により活性種カルベン
を生じるジアジリン基と、光 E-Z異性化を行
う o-ヒドロキシ桂皮酸骨格を含有する。後者
はさらに分子内環化反応を引き起こし、クマ
リン環を形成することが報告されている。 
 光反応ユニットを搭載したリガンドプロ

ーブを作成し、それを標的タンパク質とイン
キュベートした後に光照射することで、まず
結合部位にリガンド分子をクロスリンクさ
せる。次の光異性化反応に連続してリガンド
分子を解離し、同時に結合部位に蛍光基クマ
リンを構築する（図１）。 

 
 解析を目的としたラベル化では、ラベル部
位の信頼性が最も重要である。光クロスリン
カーには、安定性や反応性、選択性など生体
系でのラベル化剤として高く評価されてい
るジアジリン基を採用した。代表者等は豊富
なジアジリン誘導体を所有する。３つの生体
分子相互作用系を利用し、下記項目の研究を
進めることで、本手法の最適化を行い、汎用
性を評価した。さらに、ラベルタンパク質の
精製、リガンド結合解析へと展開し、手法論
としての評価を行った。 
(1) 光反応ユニットの設計と合成、評価 
(2) 光反応性リガンドプローブの合成、結合
タンパク質のラベル化と蛍光特性の検証 
 ① ATP と結合タンパク質 
 ② 白金損傷 DNA と結合タンパク質 
 ③ リゾチームとその抗体 
(3) 蛍光ラベルタンパク質の精製とリガン
ド分子結合解析への応用 
 
４．研究成果 
 光反応ユニットの合成効率、クロスリンク
効率、環化効率、蛍光特性などの評価を分子
設計にフィードバックしながら開発を進め
た。目的とするタンパク質結合部位への蛍光
ラベル化およびその応用について、その研究
成果を記載する。 

(1) 光反応ユニットの設計と合成、評価 
 本技術開発の基盤化合物である光反応ユ
ニットは、光クロスリンカーで多用されるト
リフルオロメチルフェニルジアジリンに二
重結合が追加したのみのコンパクトな化合
物であり、構造中に桂皮酸骨格を含む（図２）。
このユニットのカルボン酸基を利用してリ



 

 

ガンド分子に導入しプローブを作成する。従
ってこの化合物は２つの光反応、つまりジア
ジリン基の光分解と桂皮酸二重結合の E-Z光
異性化を起こす。前者は 360 nm 付近に n-π*
遷移に由来する吸収、後者は 280 nm 付近に
π-π*遷移に由来する吸収を示す。また、二重
結合に対してベンゼン環オルト位に２つの
ヒドロキシ基を導入した。これにより、光異
性化により生成したＺ体では、このヒドロキ
シ基が空間的にカルボニル基に近づくため、
求核反応、つまり分子内環化反応が極めて起
こり易くなる。以上、光照射波長を変えて２
つの光反応を順次行うことにより、ジアジリ
ン基側（クロスリンク側）にクマリン環が形
成され、カルボン酸基に導入したリガンド分
子は解離するように分子設計した。 
 この化合物は、既存のフェニルジアジリン
化合物の合成ルートを適用して合成した。最
終的にヒドロキシ基オルト位にホルミル基
を導入し、Wittig反応により桂皮酸誘導体に
変換した。続いてカルボン酸を活性エステル
にしてアミノ基指向性化合物に誘導した。 

 まず、合成した光反応ユニットの光反応性
と形成する蛍光特性を検討した。エステル誘
導体に 0℃で 360 nm 光照射を行うと、UV 吸
収スペクトルではジアジリン基の n-π*遷移
に基づく 380 nm 付近の吸収が減少し 10分間
で一定値になった（図３Ａ）。別途、0℃で 315 
nm 光照射を行ったところ、やや長波長の 437 
nm に極大を示す蛍光（励起波長 320 nm)が観
測された。この値は照射時間で増加し、ほぼ
10 分間の照射で最大値に達した（図３Ｂ）。
別途合成したクマリン誘導体の蛍光強度か
ら、クマリン形成は収率 40%程度と算出した。
さらにアミド誘導体を合成し、同様に光反応
性を検討したところ、ジアジリン光分解では
エステル誘導体と同様な結果が得られたが、
クマリン形成速度は遅く、初期反応速度は
1/19に減少した。しかし、一般に求核反応に
は安定なアミド結合においてもこの分子内
環化反応が進行することが判明し、この反応
は熱反応であることから反応温度を上げた
ところ、その速度は大きく増加した。これに
より、リガンド分子はアミド結合で導入可能
であることがわかった。別途、1H, 19F-NMRに
よる詳細な検討により、E-Z 光異性化反応は
300 nm から 380 nm の光照射（バンドパスフ
ィルターを使用）で起こり、照射波長ではジ
アジリンの光分解と区別できないことが判
明した。しかし、続く環化反応についてはア

ミド化合物では反応温度により制御できた
ことから、この２つの光反応を順次行うこと
が可能と判断した。 
 
(2) 光反応性リガンドプローブの合成、結合
タンパク質のラベル化と蛍光特性の検証 
 各リガンドプローブを設計、合成し、各々
の結合タンパク質への蛍光移植システムを
評価した。 
① ATPと結合タンパク質 
 ATP 結合によるリン酸化や構造変化は細胞
内シグナルのドライビングフォースとなる
ため、その結合解析や核酸受容体のプロテオ
ミクス的解析を行うことは重要である。リン
酸化酵素の阻害剤であるγS-ATP を用いて、
そのγ位への光反応ユニット導入を行った。
しかし、形成した P-S結合がやや不安定だっ
たので、次により安定性を向上させたリン酸
アミド型 ATPプローブを作成した。エチレン
ジアミンの両端に、それぞれ光反応ユニット
と ATPをカップリングさせてプローブを作成
した（図４）。 

 作成したプローブについて光照射による
クマリン形成を確認した。光照射時間を変え
て蛍光強度を測定した。反応温度０℃ではほ
とんど変化が見られなかったが、37℃に上げ
たところ蛍光強度の急激な上昇を観測した。
続いて ATP結合タンパク質であるグルタミン
酸デヒドロゲナーゼ（GDH）のラベル化を行
った。ATP は GDH の GTP 結合部位に競合的に
結合することが知られている。ATP プローブ
と GDHをインキュベートした後、0℃で 360 nm
光照射を行いクロスリンクした。このクロス
リンク産物は ATP 付加されていることから、
Fe 錯体形成を利用した IMAC 精製で反応を確
認した。さらに反応温度を上げて分子内環化
反応を進めたところ、SDS-PAGEにおいて GDH
分子量付近にクマリン由来の蛍光が観測さ
れた。この発光量はクロスリンク照射時間依
存的に増加した。また、競合剤として ATP を
加えた系では、ATP 量依存的に蛍光強度が減
少した（図５）。他の競合阻害実験も併せて



 

 

このプローブは結合部位特異的に結合する
と判断した。別途モノヒドロキシ型 ATPプロ
ーブを作成したところ、ラベル効率が増加し
たので、このプローブを用いて他の ATP結合
タンパク質へのラベル化を行った。その結果、
ATP 加水分解酵素であるヒートショックタン
パク質 HSP90、チロシンキナーゼである EGFR
の蛍光ラベル化に成功した。さらにタンパク
質複合体であるアクトミオシンでは、その構
成成分であるトロポミオシンのラベル化が
確認された。以上、本プローブを用いること
で多様な ATP結合物質を蛍光化できたことか
ら、その汎用性が実証された。 
② 白金損傷 DNAと結合タンパク質 

 DNA 損傷に関わるタンパク質複合体解析を
目的とする。まず、既報でスペーサーとして
最も妥当と考えられるヘキサエチレンジア
ミンを光反応ユニットに連結させ、それをリ
ガンド交換反応により、DNA 損傷剤である抗
癌剤シスプラチンに導入した。この白金化合
物を DNAに結合させて損傷 DNAプローブを作
成した。さらにこの DNA末端には検出／精製
用のタグであるビオチンを導入した（図６）。
この DNA プローブについて、光シス−トラン
ス異性化によるクマリン形成を検討したと
ころ、ATP と同様に光照射と反応温度で制御
できることを確認した。そこで DNA 損傷部位
に親和性の高い HMGB（高速移動群）タンパク
質の蛍光ラベル化を行った。まず、第一段階
の光クロスリンクによる複合体形成を、ビオ
チン基を利用した化学発光法により評価し
た。光産物を SDS-PAGE で分離し、PDVF 膜に
ブロット後アビジン-HRP を用いて化学発光
検出した。この発光量は光照射時間依存的に
増加し、シスプラチン-DNAを競合剤として加
えることで減少したことからプローブの親
和性を確認した。さらに二段階目の光照射を
37℃で行った。その結果、化学発光量は照射
時間依存的に減少し、逆に HMGB バンドの蛍
光量が増加した。以上の結果から、白金錯体
を介して損傷 DNA認識タンパク質である HMGB
が蛍光ラベルされ、リガンド分子である DNA
は同時に切断されることが証明された。 
③ リゾチームとその抗体 
 タンパク質間相互作用系の結合評価を目
的とする。前述のアミン指向性誘導体を用い
てリゾチーム表面に存在するリシン残基に
導入し、光反応性リゾチームプローブ
（DA-LYZ）を作製した。まず相互作用分子と
してリゾチーム抗体を用いて光クロスリン
クを検討した。検出はリゾチーム抗体を用い

た Western Blot で行った。つまり、クロス
リンク産物の他に、反応で用いた抗体の重鎖
と未反応リゾチームが検出される。結果、軽
鎖＋リゾチームの分子量に相当するバンド
に発光を確認した。その量はプローブ量依存
的に増加し（図７レーン２−４）、競合剤とし
て通常のリゾチームを加えると減少した。さ
らに二段階目の光照射を行い、その光産物を
SDS-PAGE で分離し、軽鎖に相当するバンドを
切り抜きゲルから抽出したところ、クマリン
由来と思われる蛍光を確認した。相互作用タ
ンパク質間での蛍光基移植を確認できたの
で、次に B細胞を用いて細胞膜表面に発現し
たリゾチーム抗体へのラベル化を評価した。
光クロスリンクを０℃で行った後では細胞
は無蛍光性であったが、照射波長を変更し
37℃にしたところ、B 細胞のみからクマリン
由来の蛍光の増加が確認された。以上、細胞
膜タンパク質の特異的蛍光ラベルを、細胞レ
ベルで達成した（図８）。 

 
(3) 蛍光ラベルタンパク質の精製とリガン
ド分子結合解析への応用 
 白金損傷 DNA-HMGBの相互作用系を用いて、
蛍光ラベルタンパク質の精製、およびそれを
用いた結合解析を行うことにより、本システ
ムを評価した。光反応性白金錯体を導入した
DNA プローブにはビオチンが導入されている。
光クロスリンクした HMGB タンパク質を、ま
ずビオチン−アビジン系を利用して担体に選
択的に捕捉し、洗浄した。これに 37℃で第二
段階の光照射をすることで蛍光化 HMGB の精
製を担体より切断した（図９）。この溶液中
には、小分子のクマリン誘導体を含むため、
さらにゲルろ過を行ったところ、タンパク質
の溶出画分にクマリン由来の蛍光を確認し
た。別途、白金結合部位近傍に FITC を導入



 

 

した Fluorescein-Pt-DNAプローブを作成し、
FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）による結合
解析を行った（図１０）。Pt-DNAと HMGB の解
離定数に基づいて濃度調整を行い、励起波長
は 320 nm、発光は 240-600 nm で検出した。
塩濃度を変えながら蛍光強度の変化を追跡
し、DNAと HMGBの結合／解離を評価したとこ
ろ、別法で求めた結果に近似する結果を得た。 
 これらの結果より、二段階目の光照射では
HMGBのクマリンラベル化と同時に、精製担体

から選択的に、かつ簡便・温和に切断し溶出
することに成功したと評価できる。今回形成
したクマリン誘導体の蛍光波長および強度
が十分ではなくフルオレセインとの FRET 効
率が低かった。in vivo で蛍光による可視化
や結合解析を行うには蛍光特性の改良が今
後の課題になる。 
 以上、簡便で他に類を見ない、タンパク質
機能ポケットへの光化学的蛍光化技術の基
盤を確立し、その最適化を行い、多様な生体
分子相互作用系で汎用性を実証した。さらに
蛍光ラベル化した標的タンパク質の精製や
それを使った結合解析への可能性を示した。 
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