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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、種々の生命現象の鍵を握る代表的な生体高分子であるタンパク質を、試験
管内だけでなくin cellやin vivoなど、より生体そのままの環境でも特異的かつ任意に修飾・変換（ラベル化）できる
新規な化学的方法論の構築である。これまで我々が開発したトシル基を用いたLDT化学の他に、今回新しいリガンド指
向性化学として膜蛋白質に広く応用できるアルコキシアシルイミダゾール(LDAI)化学、およびオルト置換芳香族安息香
酸エステルを反応性の官能基として細胞内タンパク質のかなり迅速なアシル化反応を可能とするLDBB化学の開発に成功
した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research project is development of novel chemistry-based 
methods for selective labeling of endogenous (natural) proteins not only in purified test tube, but also 
under crude live cell conditions. During the research, I succeeded in developing two of new 
ligand-directed chemistry, distinct from the previously established ligand-directed tosyl chemistry. The 
first is based on acyl-imidazole functional group (LDAI) which can be widely applied to membrane-bound 
proteins in live cells, and the second one exploits ortho-dibromophenyl-aryl ester as a cleavable 
functional group (termed as LDBB) that enables rapid labeling inside live cells.
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１．研究開始当初の背景 

 ポストゲノム時代のサイエンス全体におい

て、タンパク質研究の重要性が増している。

とりわけ、その真の姿を理解するために、精

製タンパク質の機能・構造解析を行う従来型

の生化学的手法から、そのタンパク質が本来

存在する細胞や組織／個体その場での解析へ

と研究の焦点が移ってきており、そのための

新規な方法論開発が世界中で活発に進められ

ている。その中で、これまで開発された手法

は、もっぱら遺伝子操作による融合タンパク

質技術に依存しており、化学的手法の貧困さ

が問題となっている。例えば、タンパク質可

視化法として普及した蛍光蛋白質(GFP)の融

合技術では、プローブとなる蛍光蛋白質の大

きさが観察したい現象を阻害／アーティファ

クトへと導くことが大きな問題点として指摘

される。このような状況下、欧米では化学的

手法の拡張を意図して、Tsienらがテトラシス

テインループを用いた特異的化学修飾に関す

る先駆的成果を報告し、その後ヒスチジンタ

グが利用できることが報告された。また、非

天然アミン酸を手がかりとしたタンパク質の

化学修飾法として、アジド化学、アセチレン

化学が、近年アメリカを中心に開発された。

しかしこれらは、あらかじめ非天然官能基を

遺伝子レベルで細工してタンパク質に導入し

ておく必要があり、内在性タンパク質そのま

まの細胞系でのラベル化・解析に成功した例

は、我々のリガンド指向性トシル化学以外に

は報告されていなかった。 

 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、種々の生命現象の鍵を握

る代表的な生体高分子であるタンパク質を、

試験管内だけでなくin cellやin vivoなどよ

り生体そのままの環境でも特異的かつ任意に

修飾・変換（ラベル化）できる新規な化学的

方法論の構築、さらに進んで、それを基軸と

した生細胞という夾雑系での精密有機・生命

化学という新しい研究領域の開拓に資するこ

とである。具体的には(1)認識と反応のカップ

リングによって水中／温和な条件で進行する

有機反応の探索、(2)精製タンパク質を反応基

質とした試験管レベルでのラベル化反応の評

価と定量的で精密な構造・機能解析、ついで

(3)これらを生きた細胞系での標的タンパク

質選択的反応へと展開する。さらに、(4)ここ

で開発した化学ラベリングを基盤としたタン

パク質の細胞・生体系での構造・機能解析ひ

いては人工機能化を行い、単離精製したタン

パク質と細胞内タンパク質の構造・機能に関

する実験データ獲得し、直接比較できる実験

系の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 

 リガンド指向性トシル化学やアシルイミダ

ゾール化学を活用したラベル化剤の有機合成

は通常の方法で行った。この際、最終化合物

の安定性は水中での加水分解速度測定で評価

した。これらを用いたタンパク質の、試験管

内だけでなくin cellやin vivoなど、より生

体そのままの環境でのラベル化の評価には、

精製系では電気泳動や質量分析器を、また細

胞系では主として電気泳動およびウエスタン

ブロッティングを用いて、その反応速度、タ

ンパク質選択性、修飾されるアミノ酸の種類

などを精密に分析した。またイメージングや

タンパク質寿命測定では、共焦点顕微鏡観察

やウエスタンブロッティングでの経時変化追

跡を行い、定量的に評価した。これらの結果

を基に、近接効果による反応加速はどこまで

可能か、細胞内ではどのくらい少量のタンパ

ク質までラベル化可能か、試験管と細胞系で

ラベル化効率はどの程度異なるか、などにつ

いて可能な限りの定量比較を実施した。 

 
４．研究成果 

(１) これまで我々が独自に開発してきたト

シル基を用いるリガンド指向性トシル化学に

よって、細胞内FKBP12に光架橋可能な官能基

を導入し、そのまま生細胞内で、蛋白質／蛋



白質相互作用を解析する事ができること、ま

た、この相互作用をGFP法との同時適用によっ

てイメージングできることを実証した。 

 

(２) 新たにリガンド指向性アルコキシアシ

ルイミダゾール(LDAI)化学の開発に成功し、

この化学が、生細胞表層の葉酸受容体だけで

なく、様々な細胞シグナルの機転となる事が

知られている７回膜貫通型膜蛋白質である

GPCRやイオンゲート型グルタミン酸受容体の

1種のラベル化にも適用できる事を新たに見

出した。またLDAI化学によって蛍光ラベル化

した葉酸受容体に関しては、そのリガンド結

合の速度論的解析が生細胞でそのまま可能と

なる事を明らかにした。これは、生細胞系で

のケミカルラベルが、単にイメージングだけ

でなくより内在性タンパク質のリガンド結合

特性といった機能解析など色々な方向への応

用の可能性を示した重要な成果と考えている。 

 

(３) LDT, LDAI化学とは異なるリガンド指向

性ラベル化の化学として、オルト置換芳香族

安息香酸エステルが反応性の官能基として細

胞内タンパク質のかなり迅速なアシル化反応

を可能とすることを新しく見出した（LDBB化

学）。特にラベル化の選択性が高かったのは、

オルトジブロモフェニルエステルであり、イ

メージングプローブとなる蛍光団（フルオレ

セインやクマリン誘導体）の芳香族部分を直

接ジブロモフェニルエステル化するによって、

細胞内に過剰発現した細菌由来のジヒドロ葉

酸還元酵素のラベル化が３０分程度で高収率

に進行した。またリガンドを炭酸脱水酵素

（CA）のリガンドとしたLDBB化学型ラベル化

剤を合成しラベル化を行うと細胞内在性のCA

の選択的なラベル化だけでなく、蛍光イメー

ジングも容易に実現することが出来た。内在

性タンパク質の新しいラベル化手法として期

待できる。 
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