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研究成果の概要（和文）：オリジナルなリン酸化解析法（フォスタグ技術）を次世代の世界標準のリン酸化プロ
テオーム解析技術にすることを目的として，蛍光エネルギー移動や消光性分子間相互作用を利用した可逆的リン
酸化シグナルの解析システムを開発した。μmol濃度の試料の分析試料容量はμLからmLレベルであり，現行の汎
用蛍光機器を通常の実験環境でリン酸化状態のリアルタイム測定が可能である。本研究で開発したリン酸化化合
物解析法は，今後のリン酸化プロテオーム研究を劇的に促進するものであると確信している。

研究成果の概要（英文）：By utilizing an original analytical method using Phos-tag derivatives, we 
have developed convenient and reliable protocols for real-time analysis of phosphorylation status of
 kinase or phosphatase substrates. Since the analytical volume of μM-level sample is between μL 
and mL, the general fluorometric apparatus can be used in a standard chemical laboratory. We believe
 that our Phos-tag technology will result in great progress in phophophroteomics.

研究分野： 医薬分子機能科学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの遺伝子から生み出される蛋白質は
何十万種にもなる。それらの機能を明らかに
し，複雑な生命現象を制御する蛋白質群の全
体像の解明は，次世代の重要な研究課題であ
る。なかでも，リン酸化された蛋白質の機能
解析は，癌やアルツハイマー病などの原因究
明，治療薬の開発，個別化診断・治療にとっ
て極めて重要である。民間市場調査報告書に
よると，世界の新薬開発プログラムの約 30%
が蛋白質のリン酸化異常に関わるものであ
る。プロテインキナーゼ（蛋白質リン酸化酵
素：ヒトでは 500 種類以上）が触媒となる蛋
白質のリン酸化反応は，時間的および空間的
に変化する動的な生体機能調節機構である。
それゆえに，発現している全ての蛋白質のリ
ン酸化を解析して初めてその全体像が明ら
かになるのであり，複数の研究法から得た多
くの知見から総合的に理解することが重要
である。今後のリン酸化蛋白質の研究には，
従来技術である放射性同位体法（同位体リン
の放射線を使う方法），抗体法（リン酸化蛋
白質を抗体で捕まえる方法），単核金属錯体
法（リン酸化蛋白質を金属配位結合により捕
まえる方法）などの研究ツールに加え，それ
らとは異なる視点で簡便に信頼性の高い情
報が得られる新しい研究技術が求められて
いる。申請者は，亜鉛イオンを必須とする酵
素（亜鉛酵素）がアニオン性の基質を捕捉す
る機能を持っていることに注目して，低分子
亜鉛化合物の機能に関する研究を行ってき
た。その研究成果の１つに「脱リン酸化酵素
の亜鉛二核錯体構造が，基質であるリン酸化
合物を特異的に捕捉するために必須であ
る。」という発見がある。その化学的事実を
基礎として，生理条件下（pH 7，室温）で選
択的かつ迅速にリン酸イオンを捕捉するタ
グ分子（フォスタグ）を開発した。フォスタ
グとリン酸アニオンとの親和性は，カルボン
酸イオンなど他のアニオンの10000倍以上で
ある。国内外において，リン酸化合物と亜鉛
イオンの溶液内相互作用を化学的に追求し，
その成果を実用的なリン酸化プロテオーム
解析技術へ応用する研究は，申請者のグルー
プ以外ではほとんど行なわれていない。これ
までに申請者は，５種類の実用的なフォスタ
グ誘導体：リン酸化分子の質量分析増感剤，
リン酸親和性アガロースゲル，リン酸化分子
の化学発光検出剤，リン酸親和性電気泳動用
アクリルアミド，リン酸親和性磁気ビーズを
開発している。それらはリン酸化物質を分解
することなく濃縮・分離したり，検出したり
できるオリジナルなリン酸化プロテオーム
解析用試薬である。 
 
２．研究の目的 
 ナノモル濃度のリン酸化分子を選択的に
捕捉するオリジナルな消光性リン酸基結合
タグ分子（消光性フォスタグ）を用いたリン
酸化シグナルの定量解析法の開発を目的と

する。その研究手法は，従来のリン酸化分子
の分析法（放射性リン同位体法，抗リン酸化
抗体法，リン酸基親和性単核金属錯体法）と
比較して，より網羅的なリン酸化シグナルの
高精度な定量解析を可能にし，簡便な操作性
や安全性などの利点をもち，癌やアルツハイ
マーなどの治療薬や診断法の開発に役立つ
新しい分析技術である。それらは，消光性官
能基（無蛍光性のダーククエンチャー）を有
するモノ置換フォスタグとリン酸化反応基
質ペプチドを用いた均一液相系の蛍光クエ
ンチング法，および，固相に吸着または共有
結合により固定化したリン酸化基質分子（蛋
白質，ペプチド，糖質，脂質）のリン酸化量
を消光性フォスタグを用いて解析する分析
手法である。現在，複雑な生体試料中のリン
酸化蛋白質の選択的な検出には，抗リン酸化
抗体が汎用されているが，それらはリン酸化
分子を網羅的に捕捉することはできない。ま
た，リン酸化ペプチドなどの低分子を捕捉・
濃縮するリン酸親和性担体はいくつか市販
されているが，いずれも選択性は低く，また
担体からの分離には酸性やアルカリ性の条
件と有機溶媒が必要である。一方，フォスタ
グは，生理 pH の水溶液中でリン酸化分子を
分解することなく，可逆的かつ網羅的に捕捉
する機能を持っている。フォスタグのリン酸
化分子捕捉能は，抗体に匹敵するものである
（結合定数は 108 ℓ/mol 以上：ナノモル濃度
の希薄な条件でもリン酸化分子を捕捉する）。
また，アデノシン-3-リン酸（ATP）は，ミリ
モル濃度のマグネシウムイオンが存在する
と安定な 1:1 錯体を形成するため，生成した
リン酸化基質とフォスタグの結合を阻害し
ない。さらに，本研究で使用する消光性官能
基は無蛍光性であり，蛍光測定のバックグラ
ウンドがないことから大きなシグナル-ノイ
ズ比（高い感度と優れた定量性）が期待でき
る。また，フォスタグは化学的に安定な化合
物であるため，その合成，保管，取扱いは，
抗体や放射性同位体試薬に比べて格段に簡
便である。フォスタグ技術は，従来のリン酸
化解析技術と比べて，上記のような卓越した
新規性・独創性・優位性がある。したがって，
本研究が目的とする消光性フォスタグを使
った新しいリン酸化シグナルの定量解析法
は，リン酸化蛋白質の機能解析を行っている
創薬や病態診断分野の発展に大きく貢献で
きるものである。 
 
３．研究の方法 
 本研究以前に申請者らは消光性フォスタ
グのプロトタイプの合成に成功している（亜
鉛結合型フォスタグのダブシル誘導体）。可
視領域に蛍光を発するリン酸リボフラビン
と，このプロトタイプは，20%エタノール水
溶液中，それぞれ 5μmol 濃度で定量的に 1:1
の複合体を形成し，リボフラビンの蛍光を約
95%も消失させた。しかし，このプロトタイ
プは，純水への溶解性が小さいこと（エタノ



ールなどの有機溶媒が必要：酵素反応に適さ
ない条件）や可視領域の吸収帯の幅が狭いこ
と（すべての蛍光プローブに対応できない）
などの欠点がある。本研究では，ダブシル基
や他のダーククエンチャー（BHQ など）や消
光機能を有する蛍光色素（TAMRA など）を水
溶性の高いスペーサー（ジアミノトリエチレ
ングリコールなど）とアミド結合でつないだ
新規消光性フォスタグを複数合成し，それら
とリン酸化蛍光基質との溶液内相互作用を
詳細に調べるとともに，リン酸化シグナルの
定量解析法としての利用を以下の手順で検
討した。(1)水溶液中で蛍光分析が可能な新
規消光性フォスタグ（ダブシル系，BHQ 系，
TAMRA 系など）を合成した。原料である一級
アミノ基やカルボキシル基を有するフォス
タグ誘導体を合成法し，新規分子の構造確認
を各種機器分析法で行った。(2)蛍光性を有
するリン酸化モデル分子（アミノ酸やペプチ
ドなど）を合成した。それらに対応する非リ
ン酸化体も用意した。(3)新規フォスタグ誘
導体とリン酸化モデル分子の化学的性質（純
度，溶解性，蛍光量子収率，蛍光特性の溶媒
効果，可視吸収特性，酸解離定数，錯体生成
定数など）を検討した。(4)蛍光性リン酸化
モデル分子と新規フォスタグを組み合わせ
た蛍光分析により，複合体形成に伴う消光効
率，リン酸基特異性，検出濃度範囲などにつ
いて調べた。(5)非リン酸化モデル分子やピ
ロリン酸イオンの添加による消光率の変化
量を検討した。(6)キナーゼやフォスファタ
ーゼを用いたリン酸化状態のリアルタイム
蛍光検出の分析条件を最適化し，蛍光性官能
基と消光性プローブの最適な組合わせを決
定した。同様の研究方法でスペーサーなどを
改良した消光性フォスタグを合成した。さら
に，創薬や病態診断分野で注目されているキ
ナーゼやフォスファターゼ基質の蛍光標識
体を用いた様々なリン酸化シグナル解析の
検討を行った。慢性骨髄性白血病と関連のあ
るキナーゼ Abl のリン酸化反応の解析では，
基質として知られているペプチドAbltideを
蛍光標識したものを用意し，リン酸化量の経
時変化を消光率を指標として解析した。この
方法により，キナーゼ阻害剤のシーズ探索が
可能になると考えている。また，マイクロプ
レートやマイクロビーズなどの固相に蛍光
性リン酸化ペプチド基質を固定化した分析
試料を調製することにより，ハイスループッ
トかつ大規模な阻害剤のスクリーニングや
臨床検査システムへの適用を検討した。まず，
マイクロプレート法に適したサンプル量を
用いてリン酸化量の簡便な定量分析法を開
発した。マイクロビーズ法を用いたリン酸化
基質の選択的検出法（蛍光性基質と消光性フ
ォスタグの異なる組み合わせを使用する）を
検討した。さらに，疎水性面メンブレン，マ
レイミド結合型プレート，アビジン-ビオチ
ン系固定化ビーズなどを用いて，複数の蛍光
性基質ペプチドや蛍光性蛋白質を固定化し

た分析試料のリン酸化量の蛍光定量分析に
ついても検討した。 
 
４．研究成果 
 (1)新規水溶性アミノフォスタグ誘導体の
合成法を確立し，それらのリン酸基結合能と
水溶液内の化学平衡論的に検討した。蛍光性
または消光性官能基としては，Dabcyl，TAMRA， 
NBD，FITC，Dansyl，Dabsyl，DNP などである。
有機構造解析（NMR, IR, MS,UV）と水溶液中
の分光蛍光分析を行い，それら新規誘導体の
化学的特性(蛍光波長，量子収率，消光率，
共存イオン効果，溶媒効果など)を明らかに
した。(2)新規蛍光性または消光性フォスタ
グを用いたリアルタイムリン酸化シグナル
の定量解析法を検討した，その結果，水溶性
ダブシル誘導体を用いた実用的なフォスフ
ァターゼの活性測定と酵素阻害剤の極めて
簡便なプロファイリング方を開発した。(3)
キナーゼの解析法への応用を検討し，マイク
ロプレート容量のサンプルで リン酸化量を
定量分析できるプロトコルを作成した。(4)
フォスタグ誘導体を結合したマイクロビー
ズ（トヨパールまたは架橋型アガロース）や
マイクロプレート（マレイミド誘導体，疎水
性誘導体）に蛍光生リン酸化分子（リン酸化
エタノールアミン誘導体またはリボフラビ
ンリン酸）を結合したものをフォスファター
ゼ基質として利用した新しい蛍光分析法を
開発した。(5)光安定性が極めて高く，安価
な汎用蛍光分析機器の利用が可能で，マイク
ロモル濃度でも十分な定量蛍光分析が可能
なTAMRA誘導体を用いた新しいリン酸化シグ
ナルの解析法を見出した。TAMRA 誘導体は，
ピロリン酸やビスリン酸化糖などを架橋配
位子として生理 pH の水溶液中で安定な二量
体を形成する。二量体は TAMRA の蛍光を自己
消光する。したがって，脱リン酸が進行する
と，消光率が減少する。フォスファターゼ反
応その消光率の変化から脱リン酸化反応を
リアルタイムで解析できた。今後，この蛍光
分析法を様々な天然型リン酸化基質を用い
た新しいキナーゼ・フォスファターゼのプロ
ファイリング法として利用することを検討
していく予定である。 
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