
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：32660 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2010～2012   

課題番号：22710229 

研究課題名（和文） フッ素を利用した光親和性プローブの開発と応用 

                     

研究課題名（英文） Development and application of fluorine-based photoaffinity probe

 

研究代表者  

紙透 伸治（KAMISUKI SHINJI） 

東京理科大学・理工学部・助教 

 研究者番号：30553846 

研究成果の概要（和文）： 
本研究ではインドールの 4 位をフッ素で置換した 4－フルオロインドールを用いた光親和性

標識の手法を開発した。ビオチン化 4－フルオロトリプトファンと Neutravidin を用いたモデ
ル実験により、本手法により光親和性標識されたタンパク質の検出が可能であることが明らか
になった。本研究はペプチドリガンドの受容体決定などに応用されることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we have demonstrated development of novel photoaffinity labeling, in 
which 4-fluoroindole was utilized as a photoreactive group. Model study revealed that 
Neutravidin photolabeled with biotinylated 4-fluorotryptophan could be detected. This 
method is expected to be applied for identification of receptor proteins for peptide 
ligand.  
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１．研究開始当初の背景 

光親和性標識は、生理活性物質（リガンド）

が直接作用している標的分子の同定やその

結合部位を決定する手法として数多く用い

られてきた。この手法ではリガンドに光反応

基を導入した光親和性プローブを作製する。

光反応基は紫外線を照射することにより、カ

ルベン等の活性種を生じる。これらの活性種

は非常に反応性が高く、隣接する分子に共有

結合することができる。このためリガンドが

相互作用する標的分子を標識することが可

能である。 

光反応基としてはアリールアジド、ジアジ

リン、ベンゾフェノンなどが挙げられるがこ

れらは比較的大きい。このような大きな官能

基はリガンドと標的分子の相互作用を妨げ

る可能性があり、実際リガンドの生理活性が

下がるケースが多く見受けられる。また、光



反応基自体が様々な分子と相互作用する可

能性があり、リガンドの真の標的分子と区別

することが困難なケースもある。 

 

２．研究の目的 
インドールはペプチドやタンパク質を構

成するアミノ酸であるトリプトファンに含

まれ、多くの生理活性物質に含まれる構造で

ある。インドールの 4 位をフッ素化した 4-

フルオロインドールは、光を照射することに

より隣接する分子と共有結合を形成させる

ことができる（J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 

8060）。そこで本研究では、生理活性物質の

標的分子を同定するための手法として、4-フ

ルオロインドールを用いた新規光親和性プ

ローブの開発を目的とする。フッ素は小さい

元素であるため、「native」な光親和性プロ

ーブを作成することが可能であると期待さ

れる。 

インドール骨格はアミノ酸であるトリプ

トファンにも存在する。このため、トリプト

ファン残基を４－フルオロトリプトファン

で置換することにより、この手法は生体内に

存在するペプチドリガンドの受容体同定に

応用することが可能である。ペプチドリガン

ドは主に Gタンパク質共役型受容体（GPCR）

などの細胞膜上に存在するタンパク質に作

用する。生体内に多数存在するペプチドリガ

ンドの中には受容体が明らかにされていな

い「オーファンリガンド」も数多く存在する。

また、多くのリガンドは受容体が複数存在す

るため、既に受容体が同定されていても他に

受容体が存在する可能性もある。ペプチドリ

ガンド内のトリプトファンをフルオロトリ

プトファンに置換した光親和性プローブを

用いて、その受容体の同定を行うことが可能

である。ペプチドリガンドの受容体は細胞膜

上に存在する膜タンパク質であると予想さ

れる。光親和性標識法は膜タンパク質を可溶

化せずに、立体構造を維持したままリガンド

と結合させることができる。このため光親和

性標識は、リガンドと膜タンパク質の結合を

調べる上で有効な手法である。 

 

３．研究の方法 
 まず、インドールの4位にフッ素が導入され

た４－フルオロトリプトファンをメタノール

中で紫外線照射し、実際に光反応が進行する

かをNMRなどにより解析した。ここでは実際

の光親和性標識を想定し、タンパク質に影響

を与えないような比較的弱い光源を用いた。

しかしながら、種々の光源を用いて光反応を

行ったが、反応物は確認されなかった。この

ため、４－フルオロトリプトファンのカルベ

ンの生成効率は低くNMRなどでは検出でき

ないことが示唆された。 

そこで、４－フルオロトリプトファンに蛍

光基などを導入した化合物を合成し、実際に

タンパク質を光親和性標識し、標識タンパク

質をより高感度な蛍光や化学発光などで検

出できるかどうかを調べることにした。この

実験に先立ち、ポジティブコントロールとし

て、光反応基として知られるテトラフルオロ

フェニルアジドに蛍光基である BODIPY を

導入した化合物を合成した。この化合物と牛

血清アルブミンなどのタンパク質と混合さ

せることで（非特異的に）結合させ、紫外線

を照射し、標識タンパク質を SDS-PAGE によ

り解析した。その結果、標識タンパク質が蛍

光で検出できることを確認した。標識（カル

ベン生成）効率が低くても、感度が高い蛍光

やあるいは化学発光などを用いることで標

識タンパク質を十分検出できると予想され

た。 

次に、４－フルオロトリプトファンをビオ

チン化し、この化合物で光親和性標識した

Neutravidin を avidin-HRP により高感度な化

学発光で検出することを試みた（図 1）。 

 

４．研究成果 

 まず、４－フルオロトリプトファンにビオ

チンを導入した化合物を合成した（図 2）。 

 

ビオチン

紫外線

4-fluorotryptophan

ビオチンと共有結合したNeutrAvidin
→avidin-HRPにより検出することができる

NeutrAvidin

図 1 ビオチン化 4-フルオロトリプトファンを

用いたモデル実験 

図 2 ビオチン化 4-フルオロトリプトファン 



この化合物を Neutravidin タンパク質と相

互作用させ、紫外線を照射することにより、

光親和性標識を行った。この際、光源として

は UV トランスイルミネーター（VILBER 

LOURMAT）を用いて、312 nm の紫外線を照

射した。 

得られたビオチン化アビジンを SDS－

PAGE で分離し、アビジン-HRP を用いたウェ

スタンブロット（アビジンブロット）により

検出した。その結果、ビオチン化４－フルオ

ロトリプトファンが（共有）結合したアビジ

ンと考えられるバンドが検出された。一方、

紫外線を照射しない場合、このバンドは検出

されなかった（図 3）。このことは、４－フ

ルオロトリプトファンを用いた光親和性標

識の検出が可能であることを意味している。 

 

さらに、紫外線の照射方法（光源からの距

離、時間など）の検討を行い、再現性良く光

親和性標識が可能な条件を見出した。 

一般的な光反応基であるアリールアジド

やジアジリンなどをもつ光親和性プローブ

を用いて光親和性標識を行うと、非特異的な

結合がしばしば見られる。そこで、４－フル

オロトリプトファンのビオチン誘導体を用

いた光親和性標識が、ビオチン―アビジンの

相互作用を介したものであるかを調べるた

めに競合実験を行った。過剰なビオチンとイ

ンキュベートした Neutravidin に対し、上記の

光親和性標識実験を行った。その結果、ビオ

チン存在下では、４－フルオロトリプトファ

ンのビオチン誘導体で標識されたバンドは

検出されなかった（図 4）。このことは、４

－フルオロトリプトファンを用いた光親和

性標識により、特異的に結合するタンパク質

を検出することが可能であることを示して

いる。 

 

NeutrAvidin

avidin-HRPによる検出

biotin - - - +
probe - + + +
UV - - + +

図 4 ビオチンとの競合実験 

 

本研究により、４－フルオロトリプトファ

ンを用いた光親和性標識が可能であること

が明らかになった。本手法は、トリプトファ

ン残基をもつペプチドリガンドの受容体決

定などに応用されることが期待される。 
 
 probe - + +

UV - - +

NeutrAvidin

avidin-HRPによる検出
 

図 3 ビオチン化 4-フルオロトリプトファン 

（Probe）による光親和性標識 
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