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研究成果の概要（和文）：フシコクシン誘導体 ISIR-042 と蛍光タグを生体直交性反応基で連結

した化学プローブにより、リン酸化リガンド依存的な遺伝子組換え型 14-3-3 たんぱく質および

生細胞中の内在性 14-3-3 たんぱく質の His164 特異的蛍光ラベル化を達成した。本研究におい

て、リン酸化リガンドの形状とラベル化効率の関係を詳細に明らかにするとともに、抗がん剤

ISIR-042 の細胞内標的の同定に初めて成功した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：14-3-3 proteins play a critical role in serine/threonine kinase-dependent 

signaling pathways through protein-protein interactions with multiple phosphorylated ligands. A 

ligand-dependent 14-3-3 detection technique would facilitate elucidation of 14-3-3-related 

intracellular signaling networks. Here, we describe phosphopeptide-dependent fluorescent labeling 

of 14-3-3 using cell penetrating probes derived from a diterpene natural product, fusicoccin. In 

vitro evaluations demonstrated that these compounds site-specifically attached a fluorescent tag 

onto the protein surface as a result of ternary complex formation with the 14-3-3 protein and a 

phosphopeptide ligand. The BODIPY-attached probe labeled human endogenous 14-3-3 in cancer 

cells under hyper-phosphorylation conditions, proving that 14-3-3 is a primary target of the 

fusicoccins in mammalian cells. This cell-penetrating labeling agent would be a useful tool to 

explore the mechanism of antitumor activity associated with fusicoccin-related agents. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 14-3-3 たんぱく質は標的たんぱく質中の
リン酸化セリン/トレオニンを含むリン酸化
ペプチド配列を認識して結合する。14-3-3 が
介在するたんぱく質間相互作用は、セリン/

トレオニンキナーゼ依存細胞内信号伝達系
に代表されるように、重要な生理的役割を担
っているが、その多岐に渡る機能の詳細は明
らかではない。14-3-3 たんぱく質間相互作用
を検出する低分子ツールの開発は、細胞内信
号伝達ネットワークの解明に大きく寄与す
ると期待される。 

 

(2) 真菌の代謝物であるジテルペン系天然物
フシコクシン(FC)類は、14-3-3 のリン酸化ペ
プチド結合溝に隣接する疎水性間隙に結合
して、14-3-3 とリン酸化リガンドと安定な 3

者会合体を形成する。かねてから強い植物ホ
ルモン様生理活性が知られていた FC だが、
近年加藤らにより、FC の半合成的構造展開
から見出された誘導体 ISIR-042 が、白血病細
胞に対する分化誘導活性を示すなど、有望な
新規抗がん剤リードとなり得る可能性が報
告された。ISIR-042 に基づくさらなる抗がん
剤開発を推進する上で、その作用機序を解明
することは重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

(1) 分子設計と合成 

ISIR-042 の側鎖側鎖アミノ基への化学修飾に
より、14-3-3 たんぱく質表面へ位置選択的に
蛍光タグを共有結合的に付与する化学プロ
ーブを、14-3-3 の結晶構造を基に理論設計し
合成する。 

 

(2) in vitro 標識化の評価 

遺伝子組み換え型ヒト由来 14-3-3 を用い、合
成したプローブによるリン酸化ペプチドリ
ガンド依存的 14-3-3の蛍光標識化を評価する。
ペプチドリガンドの側鎖の形状が及ぼす影
響も精査する。 

 

(3) 標識化の詳細な検討 

標識化の位置選択性および isoform 選択性、
夾雑系での標識化など、より詳細に検討する。 

 

(4) 細胞膜透過性の評価 

プローブの細胞膜透過性を共焦点蛍光顕微
鏡で検討する。 

 

(5）生細胞中の内在性 14-3-3 の標識化 

がん細胞中の内在性ヒト 14-3-3の蛍光標識化
を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 分子設計と合成 

Phomopsis amygdali 菌の大量培養から得られ
た FC-A を出発原料として ISIR-042 を有機合
成し、側鎖アミノ基へ生体直交型反応基ベン
ゼンスルホン酸エステルをスペーサーとし
て蛍光基 dansylおよびBODIPYを連結したプ
ローブを化学合成する。 

 

（2）in vitro 標識化の評価 

遺伝子組み換え型ヒト 14-3-3たんぱく質を大
腸菌から発現する。14-3-3 にプローブと
PMA2 リン酸化ペプチドを添加してインキュ
ベーションし、反応混合物を SDS-PAGE で分
離し、蛍光イメージングと CBB 染色で可視
化して、14-3-3 蛍光標識化を評価する。リン
酸化ペプチドの i+1 位のアミノ酸残基を 20

種類全てのアミノ酸に置換したペプチドラ
イブラリを用い、アミノ酸側鎖の形状が標識
化に及ぼす影響を検討する。 

 

(3) 標識化の詳細な検討 

His164Ala 変異体を用いて標識化の位置選択
性を確認する。またさらに、14-3-3 発現大腸
菌のライセートを用いて、夾雑系での選択的
標識化を評価する。 

 

(4) 細胞膜透過性の評価 

ヒト肺がん細胞に BODIPY 含有化学プロー
ブを添加して培養し、共焦点蛍光顕微鏡でプ
ローブの細胞内局在化を評価する。 

 

(5）生細胞中の内在性 14-3-3 の標識化 

リン酸化刺激したヒト白血病細を化学プロ
ーブで処理して培養し、洗浄後ライセートを
SDS-PAGE で分離、ゲルを蛍光イメージング
および Western blot で可視化して、内在性ヒ
ト 14-3-3 の蛍光標識化を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 分子設計と合成 

FC-Aから 14段階を経て ISIR-042を有機合成
した。ISIR-042 のアミノ基に反応性トシル含
有スペーサーを介して dansyl もしくは
BODIPY 基を連結したプローブを調製した。
プローブを 14-3-3の His164 に選択的に反応
させるために、14-3-3、FC、およびリン酸化
ペプチド(PMA2)の 3 者会合体 X 線結晶構造
を用いたドッキング解析を行い、スペーサー
長を約７Å に調節した。 

 

(2) in vitro 標識化の評価 

遺伝子組み換え型ヒト 14-3-3 isoformを大
腸菌から発現・精製し、HEPES 緩衝液中、プ
ローブと PMA2 ペプチドを加えて 35 度で 12

時間インキュベーションした。反応混合物を
SDS-PAGE 電気泳動で分離し、ゲルを蛍光イ
メージングおよび CBB 染色で可視化し、



14-3-3 に相当するバンドを分析した。その結
果、プローブとペプチドの両者を 14-3-3に作
用させたときのみ、14-3-3が蛍光標識化され、
ペプチドが欠けると反応は進行しないこと
が分かった。したがって本標識化はリン酸化
ペプチド依存的であり、14-3-3-ペプチド-プロ
ーブの 3 者会合体形成を経るものであること
が明らかとなった。1:1 蛍光ラベル付与体
14-3-3 の生成は、MALDI-TOF 質量分析で確
認した。また、164 位に Asn を持つisoform

には標識化が起こらず、isoform の 164His

との位置選択的な反応であることも示唆さ
れた。 

 i+1 番目のアミノ酸残基の形状が標識化に
与える影響を検討するために、20 種類のアミ
ノ酸を X 位に導入した RSHpSXP ペプチドラ
イブラリを用い、標識効率を比較した。その
結果、Ile, Leu, Val など分岐型疎水性側鎖を持
つアミノ酸含有ペプチドが最も高い標識化
効率を与え、Phe, Trp, Tyr など嵩高い側鎖を
持つ場合は効率が低下した。このことは、プ
ローブとの Van der Waals 相互作用に適した
形状を持つアミノ酸が標識化反応に有利で
あることを示しており、プローブが 3 者会合
体形成の際に隣接するペプチドの形状を厳
密に認識することを示唆している。すなわち、
FC を基盤とする本プローブを用いることで、
リン酸化リガンドの配列選択的な 14-3-3表面
標識化が可能であることが分かった。 

 

(3) 標識化の詳細な検討 

His164 位置選択性は、別途作成した-isoform

の His164Ala 変異体を用いた実験において、
標識化が明らかに抑制された結果により支
持された。 

 14-3-3 -isoform を発現する大腸菌ライセ
ートを用いた標識化を検討したところ、
14-3-3 に高選択的に蛍光基が付与され、本反
応は夾雑系においても高い選択性が保たれ
ることが確認できた。 

 

(4) 細胞膜透過性の評価 

ヒト肺がん細胞A-549をBODIPY含有プロー
ブとともにインキュベーションし、洗浄後、
共焦点蛍光顕微鏡で観察したところ、蛍光プ
ローブは細胞質内に均一に分布し、プローブ
が高い細胞膜透過性を持つことが分かった。 

 

(5) 生細胞中の内在性 14-3-3 の標識化 

最後に、細胞内の内在性 14-3-3 の標識化を検
討した。ここでは分析に十分量のライセート
を得るために、浮遊細胞であるヒト白血病細
胞 U937 を 用 い た 。 ま ず U937 を
IBMX/forscolinで処理して PKAを刺激したの
ち、BODIPY 含有プローブとともに 3 日間イ
ンキュベーションした。細胞を洗浄後、ライ
セートを取得し、SDS-PAGE 電気泳動で分離、

蛍光可視化したのち、Western-blot により
14-3-3 isoform を検出し、両者の画像を比較
した。その結果、14-3-3 の蛍光バンドが PKA

刺激応答的に検出された。このことは、内在
性 14-3-3 とリン酸化リガンドとプローブの 3

者会合体形成を経た標識化が、生細胞中でも
進行し、3 者会合体形成に関わったリガンド
X が、ISIR-042 の抗がん活性の作用機序に深
く関わる可能性を示すものである。本実験結
果から、FC 誘導体のヒト細胞における結合
たんぱく質が 14-3-3 であることを、初めて実
験的に証明することに成功した。 

 以上より、天然物 FC を基盤とすることで、
リン酸化リガンドの形状を厳密に認識する
14-3-3 標識プローブの創製に成功した。本プ
ローブを用いて、ヒトがん細胞中の内在性
14-3-3 の蛍光標識化にも成功し、本天然物の
結合標的が14-3-3であることを証明すること
ができた。 
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