
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(C)

2014～2012

酸化ストレスマーカータンパク質検出用蛍光分子プローブの創製と医療診断への展開

Development of Fluorescent Probes for the Detection of Oxidative Stress Markers and 
Their Application to Medical Diagnostics

６０３２１９０７研究者番号：

鈴木　祥夫（Suzuki, Yoshio）

独立行政法人産業技術総合研究所・健康工学研究部門・主任研究員

研究期間：

２４５６０９６９

平成 年 月 日現在２７   ６   ３

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：これまでに当研究グループで開発したタンパク質分析用蛍光試薬において得られた知見を基
に、アルデヒド修飾タンパク質を検出するための蛍光プローブの設計・合成、性能評価を行った。その結果、アルデヒ
ド修飾タンパク質と特異的に結合する部位と蛍光発色団から構成される蛍光プローブを開発し、アルデヒド修飾タンパ
ク質との反応による蛍光強度の増加を確認した。さらに、アルデヒド修飾タンパク質の有無をゲル電気泳動によって分
離されたタンパク質の蛍光画像から確認することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Design and synthesis of fluorescent probes for the detection of aldehyde-modified 
proteins were carried out based on the knowledge obtained by the development of fluorescent reagents for 
the detection of proteins. As a result, molecular probes for the detection of aldehyde-modified proteins 
constructed by binding site and fluorescent molecules were developed, and fluorescence enhancement was 
observed after reaction between fluorescent probes and aldehyde-modified proteins. Moreover, fluorescent 
gel images after electrophoresis enabled the monitoring of aldehyde-modified proteins.

研究分野：工学

キーワード： バイオセンサー
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１．研究開始当初の背景 

近年の情報機器の急速な発展とともに、撮

像技術及び画像処理技術が目覚ましく進歩

し、細胞・組織の構造や生体分子の機能など

に関わる種々の生命現象可視化イメージン

グすることが可能となってきた。より詳細な

生体機能の可視化解析のために期待される

ものは、高感度画像技術などのハードウェア

の開発もさることながら、新たなる発想に基

づく新規可視化プローブ分子の設計、および

測定法の確立が必要となってくる。 

 

２．研究の目的 

申請者は、特定の化学物質や化学環境に対

応したセンシング機能を有する新規機能性

材料の設計・合成とそれらを利用した高性能

ケミカルセンサーまたはバイオケミカルセ

ンサーの創製に関する研究を推進している。 

本研究では、これまでに得られた知見を基

に、次のターゲットとしてアルデヒド修飾タ

ンパク質を特異的に認識し、可視化イメージ

ングを行うことが出来る新規蛍光分子プロ

ーブの設計・合成およびその性能評価を行う。

さらに開発した試薬の応用として、酸化スト

レスと疾病との因果関係の解明し、生活習慣

病の早期診断技術の確立の可能性について

検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)蛍光プローブの設計・合成 

 これまでの経緯からアルデヒド基に対す

る有効な結合部位は明らかとなっている。具

体的には、チアゾリノン基とヒドラゾン基を

併せ持つ認識部位を採用する。上記認識部位

に導入する蛍光発色団を選定する上で考慮

することは、①標的物質（アルデヒド修飾タ

ンパク質）との反応前後において蛍光強度が

大きく変化すること、②可視光での励起が可

能であること、③蛍光プローブ自体から発せ

られるバックグラウンド蛍光が抑えられて

いること、が挙げられる。上記 3つの問題点

は、タンパク質検出用蛍光分析試薬の利点

（①タンパク質との反応によって無蛍光の

状態から強い蛍光を発する、②可視光による

励起が可能である）を採用することによって

解決した。 

 

(2)蛍光プローブの性能評価 

まず緩衝液中で、リジンまたはアルギニン

の酸化体（グルタミルセミアルデヒドまたは

α‐アミノアジピルセミアルデヒド）を分子

プローブと混合し、吸収スペクトルと蛍光ス

ペクトルを測定することによって、反応が進

行していること、および蛍光発光が生じるこ

とを確認した。次に、タンパク質サンプルと

して酸化処理したウシ血清アルブミン

（BSA）についても同様に、分子プローブと

の反応特性について詳細に検討した。 

次に、分子プローブとアルデヒド修飾タン

パク質の反応が、タンパク質以外の妨害物質

に、どの程度影響を受けるかを確認した。妨

害物質として、無機塩、還元剤、界面活性剤、

核酸、糖、有機溶媒を用いる。これらの妨害

物質を、分子認識材料とカルボニルタンパク

質の反応溶液中に過剰量添加し、蛍光強度が

どの程度変化するかを確認した。 

さらに、本法の優位性を確認するために

ELISA法との比較検討等を実施した。 

 

４．研究成果 

本年度は、アルデヒド修飾タンパク質を特異

的に検出するための蛍光分子プローブ設

計・合成および性能評価を中心に行った。そ

れぞれの蛍光分子プローブの蛍光発色団は、

これまでに開発したタンパク質検出用試薬

を改良し、標的物質との疎水性相互作用によ

る複合体形成および分子内の ICT状態の変化

によって強い蛍光発光を誘起する部位とし

て 4-(ジシアノメチレン)-2-メチル-4H-ピラン

を有する化学物質および誘導体とした。さら 



 

図 1 アルデヒド修飾タンパク質添加前後に

おける試薬の蛍光スペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 650nmにおける蛍光強度とアルデヒド

修飾タンパク質濃度との関係 

 

に、アルデヒド修飾タンパク質への特異性を

高めるために、チアゾリノン基とヒドラゾン

基を導入した。合成した化合物の確認は、
1H-NMR、質量分析を用いて行った。これら

の蛍光分子プローブが、それぞれ目的とする

タンパク質を特異的に認識するかどうかを、

蛍光光度法を用いて確認した。その結果、ア

ルデヒド修飾タンパク質添加前は、蛍光分子

プローブからは微弱な蛍光が観察されたが、

室温下、アルデヒド修飾タンパク質を添加す

ると、目的のタンパク質と相互作用した時の

み、瞬時に蛍光強度の増加が確認された。検

量線については、アルデヒド修飾タンパク質

濃度と蛍光プローブの蛍光強度との間には

良好な直線関係が成立した。蛍光分子プロー

ブと目的とするタンパク質の解離定数を算

出したところ、10-9 Mオーダーの値が算出さ

れた。また、妨害物質の影響について検討し

たところ、無機塩、還元剤、有機溶媒などは、

蛍光プローブとアルデヒド修飾タンパク質

との反応に影響を与えないことが分かった。 

 また、本法の優位性を確認するために

ELISA法との比較検討を行ったところ、測定

感度は同等でありながら測定に要する時間

を約 6分の 1に短縮することが出来た。さら

に、アルデヒド修飾タンパク質の有無をゲル

電気泳動によって分離されたタンパク質の

蛍光画像から確認することが出来た。 
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