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研究成果の概要（和文）：我々が開発したテルビウム（Ⅲ）複核錯体を用いて、タンパク質チロシンリン酸化酵素（PT
K）およびタンパク質チロシン脱リン酸化酵素(PTP)による、オリゴペプチド中のチロシン残基のリン酸化/脱リン酸化
状態をリアルタイムで検出することに成功した。また、この錯体は、PTKとPTPが共存するような複雑な系にも有効であ
った。さらに、PTKおよびPTPの阻害剤のスクリーニングにも応用することが可能であることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We developed a binuclear Terbium(III) complexe which selectively responded to phos
photyrosine (pTyr) and emitted luminescence. With the use of the complex, phosphorylation of tyrosine and 
dephosphorylation of phosphotyrosine in peptides by protein tyrosine kinase(PTK) and by protein tyrosine p
hosphatase(PTP), respectively, were monitored in real-time. Furthermore, highly complicated systems, where
 a PTK and a PTP coexisted together, were analyzed by the present system. A straightforward and visual met
hod to assess inhibitors on these enzymes was also developed.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質のリン酸化は細胞機能の重要
な調節機構であり、タンパク質リン酸化酵素
（キナーゼ）の変異などにより様々な病態が
引き起こされることが知られている。キナー
ゼは、アミノ酸残基の中で、主にセリン、ト
レオニン、チロシンをリン酸化する。また、
リン酸化される残基の 99%以上はセリン／
トレオニンで、チロシンのリン酸化は 0.1%
以下と極めて少量である。しかし、チロシン
のリン酸化はシグナル伝達において重要な
位置を占めており、タンパク質チロシンキナ
ーゼ（PTK）の異常はガンなどに関わること
が多く、特に注目されている。 
 タンパク質のリン酸化検出法は、質量分析
装置を用いた手法が確立されつつあるが、装
置が高価であるため、現状では蛍光標識抗体
（あるいはリン酸基に特異的に結合する蛍
光性試薬）などを用いる手法が一般的である。
しかし、抗体はその安定性やコストに問題を
抱えている。一方、リン酸基部分を認識する
蛍光試薬では、リン酸化部位が未知のタンパ
ク質に対して、セリン／トレオニン残基とチ
ロシン残基のいずれがリン酸化されている
かを容易に判断することは困難である。この
ように、現状のリン酸化検出法は、多くの改
善すべき点があり、より簡便かつ精度の高い
検出法の開発が強く望まれていた。 
 
(2) 申請者らは、ある種のテルビウム（Ⅲ）
錯体が、セリン、トレオニン、チロシンおよ
びそれらのリン酸化アミノ酸の中で、リン酸
化チロシンのみに応答して発光が増大する
ことを見出した。さらに本系を用いて、Src
キナーゼの基質となるオリゴペプチド中の
チロシン残基のリン酸化反応をリアルタイ
ムに検出することにも成功していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、希土類錯体の特徴を活用して、
「セリン／スレオニン残基のリン酸化」と
「チロシン残基のリン酸化」とを区別し、チ
ロシン残基がリン酸化されている場合にの
みリアルタイムに応答するシステムを開発
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 テルビウム（Ⅲ）からの発光の特徴の一つ
である、「強い発光には近傍にアンテナとな
る分子が必要である」という点を活用するこ
とで、我々の開発したテルビウム（Ⅲ）錯体
は、リン酸化されたチロシンにのみに応答す
る（図 1）。すなわち、リン酸化されていない
チロシン残基の場合は、フェノール性の OH
基とテルビウム（Ⅲ）錯体との相互作用が弱

いため発光が見られず（図 1b）、また、リン
酸化されているセリン/トレオニン残基の場
合には、リン酸基とテルビウム（Ⅲ）錯体と
の相互作用自体は生じるが、アンテナとなる
ベンゼン環が近傍に存在しないため発光が
見られない（図 1c）。「リン酸基」と「ベンゼ
ン環」の両方が近傍に存在する時のみテルビ
ウム（Ⅲ）錯体からの強い発光が観測される
わけである（図 1a）。本研究では、様々なオ
リゴペプチド中のチロシン残基に対して（特
にチロシン残基の周囲の電荷に着目）、PTK
を添加してその発光応答を観測する。また、
リン酸化チロシン残基のタンパク質脱リン
酸化酵素（PTP）による脱リン酸化反応につ
いても同様の検討を行う。さらに、PTKの阻
害剤が、抗がん剤などの医薬品として有望で
あることから、本錯体を用いて、これらの阻
害剤をスクリーニングすることが可能かど
うかについても検討を行う。こうして、我々
の開発したテルビウム（Ⅲ）錯体の有用性を
明らかにする。 
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図 1 テルビウム（Ⅲ）錯体によるリン酸化チ
ロシン検出の模式図。 
 
４．研究成果 
(1) テルビウム（Ⅲ）複核錯体（Tb2-L1）に
よる、ペプチド中のチロシン残基のリン酸化
並びに脱リン酸のリアルタイム検出 
 種々の単核および複核のテルビウム（Ⅲ）
錯体を合成し、リン酸化チロシンに対しての
発光応答を観測した。その結果、テルビウム
（Ⅲ）複核錯体（Tb2-L1）（図 2）の応答がも
っとも優れていることが明らかになった。 
 そこで、Tb2-L1存在下、v-Src の基質とし
て報告されているペプチド P1 (Ac-Glu-Glu-  



 
図 2 Tb2-L1の構造 

 

 
図3 SrcによるP1ペプチド中のチロシン残
基のリン酸化反応に対する Tb2-L1 の発光応
答。λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
 
Glu-Ile-Tyr-Glu-Glu-Asp-CONH2)に対して、 
Src によるチロシン残基のリン酸化を行った
（図 3）。PTK である Src を添加すると、錯
体からの発光強度が時間の経過とともに増
大した。また、加える Src の濃度に応じて、
発光の増大速度が変化した。他の PTK（Fyn
および EGFR）の場合も Srcと同様に、発光
強度の増大が確認された。 
 次に、チロシン残基をリン酸化した P1 ペ
プチド（P1-pY）を化学的に合成し、これを
基質として PTP である Shp-1 による脱リン
酸化反応を行った。図 4に示すように、Shp-1
の添加により、発光強度の減少が確認された。
また、他の PTP（PTP1B）に対しても Tb2-L1

からの発光は同様の応答を示した。 
 さらに、正電荷を有する P2 ペプチド
(Ac-Ser-Ala-Ala-Pro-Tyr-Leu-Lys-Thr-Lys-
CONH2)、および、そのチロシン残基をリン
酸化したペプチドの発光への影響を測定し
た（図 5）。チロシン残基のリン酸化により発
光強度の増大は観測されたもの、その変化は
P1ペプチドと比較して小さなものであった。 

 

 
図 4 チロシン残基がリン酸化された P1 ペ
プチドのShp-1による脱リン酸化反応に対す
る Tb2-L1の発光応答。 
λex =262.5 nm、λem =545 nm。 

 

     
図 5 P1ペプチドおよび P2ペプチドとそれ
らのチロシン残基がリン酸化されたペプチ
ドの存在下での Tb2-L1からの発光。 
λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
 
 以上のことから、Tb2-L1は、チロシン残基
の周囲のアミノ酸残基が正電荷を持たない
ペプチドの場合には、そのリン酸化の状態を
発光強度によりリアルタイムに観測するこ
とが可能であることが明らかになった。 
 
 (2) テルビウム（Ⅲ）複核錯体（Tb2-L1）の
ペプチドへのコンジュケーションと、オリゴ
ペプチド中のチロシン残基のリン酸化反応
のリアルタイム観測 
 チロシン残基周辺に正電荷を有する基質
ペプチドに対して、Tb2-L1の発光応答が低か
ったのは、錯体自身の正電荷とチロシン残基
周辺の正電荷との静電的な反発によるもの
と推定される。そこで、基質ペプチドと
Tb2-L1 を共有結合によりコンジュゲート化
することで、高い発光応答が得られることを
期待して、以下の検討を行った。 
 複核錯体 Tb2-L1の二つの Tb(III)の間を結
合するリンカー部分にアルキンを導入した
Tb2-L1yne、および、システイン残基との反
応部位を有するアジド化合物 ALを合成した
（図 6）。PTKである Ablの基質ペプチドの
N末側にシステインを含む 3残基を付加した
cggAペプチド（Ac-Cys-Gly-Gly-Glu-Ala-Ile- 
Tyr-Ala-Ala-Pro-Phe-Ala-Lys-Lys-Lys- 
CONH2）をリン酸化基質として用いた。ま
ず、cggA と AL を反応させ、ペプチドの N
末側にアジド基を導入し、さらにこれと
Tb2-L1yneを反応させることで、複核錯体－
ペプチドコンジュゲートを得た。 
 複核錯体－ペプチドコンジュゲートに対
して、Ablおよび Srcを加えたところ、いず
れも発光強度が増大した。また、発光強度変
化は、コンジュゲート化していない錯体と比
べて大きく、リン酸化の前後で約 10 倍もの
変化となった。さらに酵素によるリン酸化反
応をミカエリス・メンテン型として解析する
ことも可能であった。 
 
 

■： リン酸化されていないペプチド

■： リン酸化されたペプチド



 以上の結果から、正電荷を有する基質ペプ
チド中のチロシン残基リン酸化反応をテル
ビウム（Ⅲ）錯体を用いてリアルタイム観測
するためには、錯体を基質ペプチドとコンジ
ュゲート化することが有効であることが明
らかになった。 

 

図 6 Tb2-L1yneおよび ALの構造。 
 
 
(3) テルビウム（Ⅲ）複核錯体（Tb2-L1）を
用いた酵素反応阻害剤のスクリーニング 
 （1）に記載のように、Tb2-L1 を用いると
ペプチド中のリン酸化状態を錯体の発光強
度からリアルタイムに観測することが出来
ることが明らかになった。したがって、酵素
濃度および基質濃度が一定の条件で、化合物
添加による発光強度の増加（あるいは減少）
速度の変化を観測することにより、当該化合
物の酵素反応に対する阻害効果を見積もる
ことが出来ると予想される。また、希土類か
らの発光は、その発光寿命が生体分子や一般
的な有機化合物と比べて長い事が知られて
いるため、蛍光を発するような化合（阻害物
質）存在下でも高感度での検出が可能である。 
 Src、Fyn、EGFRの 3種類の PTK、既知
の阻害剤 4種（図 8）の組み合わせに対して、
Tb2-L1 を用いて阻害効果を定量的に見積も
ることを試みた。結果の一例として、EGFR
に対して、阻害剤 Gefitinib の濃度を変化さ
せた場合の Tb2-L1 からの発光強度の時間変
化をプロットしたグラフを示す（図 9）。
Gefitinib濃度が 25 nMで発光強度の増加速
度が約半分となた。このことは、酵素活性が 
 
 

 

図 8 実験に用いた PTK阻害剤。 

 
図 9 EGFRに対する Gefitinibの添加に伴う
Tb2-L1からの発光強度の減少 
λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
 
 
Gefitinib により効率的に阻害されているこ
とを示している。Srcおよび Fyn対しても同
様の実験を行ったところ、EGFRで発光強度
の増加速度が半減した Gefitinib濃度 25 nM
では、ほとんど発光強度の増加速度が減少し
なかった。Gefitinib は EGFR を標的にした
阻害剤として報告されており、Tb2-L1を用い
た阻害剤の評価は過去の知見と良く合致す
ることが明らかになった。 
 さらに、他の阻害剤についても、Tb2-L1か
らの発光の阻害剤濃度依存性を測定し、発光
強度の変化速度を各阻害剤の濃度に対して
プロットした（図 10）。 

        

図 10 Src、Fyn、EGFRの Tryリン酸化反応
に対する Dasatinib、Gefitinib、Imatinib、
Staurosporine の阻害効果。ただし、反応速
度は Tb2-L1 からの発光強度から算出。λex 
=262.5 nm、λem =545 nm。 
 

■： Dasatinib

■： Gefitinib

■： Imatinib

■： Staurosporine



表 1 Tb2-L1からの発光から見積もった各阻
害剤の各 PTKに対する IC50の値 
IC50 (nM) Dasatinib Gefitinib Imatinib Staurosporine 

Src 12 ± 0.96 >5000 a - b 310 ± 28 

Fyn 26 ± 2.2 >2000 a >10000 a 260 ± 19 

EGFR 1400 ± 110 22 ± 2.4 - b 2300 ± 820 

 
Gefitinib の EGFR に対する曲線と同様に、
それぞれの阻害剤が標的としている酵素に
関しては、明確なシグモイド曲線が得られ、
それをフッティングすることで IC50 算出し
た（表 1）。得られた IC50の値は、これまで
に他の実験系で得られている値と極めて良
く相関した。すなわち本錯体を用いることに
より、阻害剤の活性を定量的に見積もること
が可能であることが明らかになった。 
 次に、2種類の PTP（Shp-1および PTP1B）
に関して、図 11 に示す 2 種類の阻害剤をそ
れぞれ添加して、Tb2-L1からの発光を測定し
た。その結果、PTKの場合と同様に、阻害剤
の添加に伴い、発光強度の減少速度の減少が
観測された（Shp-1 と Na3VO4の系を図 12
に示す）。 

 

図 11 本研究で用いた PTP阻害剤。 
 

 

図12 Shp-1に対するNa3VO4の添加に伴う
Tb2-L1からの発光強度の減少。 
λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
 
 さらに、他の組み合わせについても、発光
強度の阻害剤濃度依存性を測定し、発光強度
の変化速度を各阻害剤の濃度に対してプロ
ットした（図 13）。得られたシグモイド曲線
から、IC50を算出することが可能であった（表
2）。以上より、PTP に対しても、PTK の場
合と全く同様の手法で、定量的な解析が可能
であることが明らかになった。 

        
図 13 Shp-1および PTP1Bの Try脱リン酸
化反応に対するNa3VO4およびPI-Iの阻害効
果。ただし、反応速度は Tb2-L1からの発光強
度から算出。λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
 
 
表 2 Tb2-L1からの発光から見積もった各阻
害剤の各 PTPに対する IC50の値 

IC50 (μM) Na3VO4 PI-I 

PTP1B 2.3 ± 0.16 21 ± 0.77 

Shp-1 0.14 ± 0.012 10 ± 0.57 

 
 
(4) テルビウム（Ⅲ）複核錯体（Tb2-L1）を
用いた、PTKおよび PTPによる一連の酵素
反応のリアルタイム観測 
 (1)および(3)で、PTKおよび PTPによって
引き起こされるそれぞれの反応に関して、
Tb2-L1からの発光により、チロシン残基のリ
ン酸化状態がリアルタイムで観測可能であ
ることが明らかになった。しかし、実際の細
胞においては、両酵素が共存し、チロシン残
基のリン酸化状態を可逆的に制御すること
で、細胞機能を厳密に制御している。そこで、
図 14 に示すように、Src ならびに Shp-1 を
連続して P1 ペプチドに作用させ、Tb2-L1か
らの発光を観測した。Srcを添加すると、P1
ペプチドがリン酸化されるため、発光強度の
増大が観察された。一定の時間が経過した後、
さらに Shp-1を添加すると、発光強度が減少
に転じた。これは、PTPによるチロシン残基
の脱リン酸化反応が、リン酸化反応を上回っ
て進行している状況を反映している。さらに、
ここへ PTP阻害剤（Na3VO4）および Srcを
添加すると、脱リン酸化反応が阻害されてリ
ン酸化反応が再び優勢となり、発光強度の増
大が観測された。この一連のチロシン残基の
リン酸化－脱リン酸化－リン酸化反応に対
して、Tb2-L1 は最初に一度添加すればよく、
あとは発光強度を経時的に測定するだけと
いう非常に簡便な手法である。 
 

■： Na3VO4

■： PI-I



 本研究により、Tb2-L1がペプチド中のチロ
シン残基のリン酸化状態を観測するための
非常に良いプローブとなることが実証でき
た。 
 

 
図 14  Src および Shp-1 による P1 ペプチ
ド中のリン酸化チロシン残基のリン酸化な
らびに脱リン酸化反応に対する Tb2-L1 の発
光応答。λex =262.5 nm、λem =545 nm。 
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