
タンパク質の人工機能化の基礎と

センサーへの応用
タンパク質は，多彩な機能を持つ生体分子である。このタンパク質本来の機能を活かし

つつ人工的に機能を付与することで，機々な生体分子や生命現象を検出可能なバイオセン

サーを開発することができる。本稿では，タンパク質の人工機能化とバイオセンサーの開

発に関する最近の研究例を解説する。また．近年我々が開発した，利1111包内でタンパク質を

機能化可能なリガンド指向型トシル化学も合わせて紹介する。

内之宮祥平，浜 地 十各

1 タンハク貨の人上機能にの意事c'..；の戸i

タンパク質は生体内において，物質変換・認識・運

搬・情報伝達などを行う多機能な生体分子である。古く

から科学者は，タンパク質の多機能性を利用し，また人

工的に機能改変することで生命現象の解明を試みてき

た。タンパク質の人工機能化の最たる例は，その工学的

応用やバイオセンサー化であろう。タンパク質には，特

定の生体分子と特異的に相互作用するものが知られてい

る。そこでタンパク質に 生体分子との相互作用を光・

電子・誘電率その他の物理信号に変換する分子を修飾す

ることができれば，生体分子を特異的に検出可能なバイ

オセンサーを構築することができる。

タンパク質を人工的に機能化する手法としては，大き

く分けて二通りある。一つは 分子生物学的手法の活用

であり，緑色蛍光タンパク質（greenfluorescent pro-

tein, GFP）に代表される蛍光タンパク質 (fluorescent

protein, FP）を対象タンパク質に融合した蛍光バイオ

センサーは，その代表例である。もう一つは，化学的方

法論をも活用して，合成小分子フ。ローブをタンパク質に

修飾する手法である。

蛍光タンパク質を用いる手法では，対象タンパク質と

蛍光タンパク質を遺伝子レベルで融合し，発現させる。

この手法には，遺伝子導入さえ可能であれば，非侵襲的

という利点がある。そのため 細胞や生体試料を損傷す

ることなくタンパク質を機能化することが可能であり，

生細胞実験に適している。

一方， 合成小分子フ。ローブを用いる手法では，様々な

プローブを目的のタンパク質のアミ ノ酸と反応させるこ

とで．タンパク質を機能化する。この手法の大きな利点

は，プロープを自由に選択できるため蛍光のみならず．

電気化学法やMRI,PETなど，検出モー ドの！隔が広が

るという，長である。
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これらの機能化法により様々なバイオセンサーが開発

され，多くの基礎 ・応用研究に使われてきた。本稿で

は，これらタンパク質の人工機能化とセンサーへの応用

に関して概説する。

2 蛍允タンハク自による機虻イLJ豆Jtセン
サーの倍長

2・1 蛍光タンパク質による機能化

蛍光タンパク質融合法は 生体機能の解明に最も貢献

したタンパク質機能化法の一つである。GFPは27kDa

のタンパク質であり， 1962年に Shimomuraらによっ

てオワンクラゲから単離されたl）。また， 1992年に

Pr ash巴rらによってGFP遺伝子が同定され，GFPを目

的タンパク質に遺伝子レベルで融合させることが可能と

なった2）。さらに，Tsienらによって，光安定性や蛍光

強度が改善され，より長波長光による励起が可能となっ

たenhancedGFP (EGFP）が開発されたお。これら一

連の研究により，タンパク質の細胞内での挙動を解析す

るツールとしてのGFPが確立された。現在では440

nmから 648nmの範囲における様々な波長の蛍光タン

パク質が開発されており4) 蛍光共鳴エネルギー移動

(fluorescence resonance energy transfer, FRET）によ

る解析やマルチカラーイメージングなども可能となって

いる。

蛍光タンパク質による機能化では，まず対象タンパク

質遺伝子がコードされたプラスミ ドに，蛍光タンパク質

遺伝子を挿入する。その後 プラスミドを細胞にトラン

スフェクションすることで 蛍光タンパク質を融合した

状態で対象タンパク質を細胞内に発現させることができ

る ｛図 1(a）｝。このようにして 興味の対象であるタン

パク質の細胞内での局在 ・挙動を蛍光で、直接観測するこ

とができるようになった。また．単に局在観測だけでは

なく，バイオセンサー構築ツールとしても蛍光タンパク

質は広く用いられている。
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図1 蛍光タンパク質による機能化とセンサー開発

2・2 FRETを利用したバイオセンサー

FRETとは， ドナーとなる蛍光分子の励起エネル

ギーが，アクセプターとなる蛍光分子に移動する現象の

ことである。 FRET効率は ドナー・ アクセプタ一間の

距離に依存する。そのため，タンパク質とリガンドの結

合に伴うタンパク質のコンフォメーション変化を，

FRET効率の変化として読み出すことができる。また，

FRETではドナーとアクセフターの蛍光強度のレシオ

値を算出するため，定量性に優れているという特徴を持

つ。 FRETぺアとしては シアン蛍光タンパク質

(cyan fluorescent protein, CFP）と黄色蛍光タンパク質

(yellow fluorescent protein, YFP）が最も広く用いられ

ており，これらをリガンド結合能のあるタンパク質の末

端に融合させる。 FRETを利用したバイオセンサーは

分子内FRETと分子間FRETを利用したものが開発さ

れている。

分子内FRETを利用したバイオセンサーでは，検出

したい分子と特異的に結合するタンパク質に， FRET

ペアとなり得る2種類の蛍光タンパク質を融合する

｛図1(b）｝。先駆的な研究として，Tsienらが開発した

カルシウムバイオセンサーであるカメレオンがある5）。

カルモジュリン（CaM）はカルシウム結合タンパク質

の一つで，カルシウム存在下でMl3ペプチドと相互作

用することが知られている。そこで彼らは，カルモジュ

リンと Ml3ペプチ ドを直列につないだ複合体（CaM
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民1[13）の両末端にCFPとYFPを融合した。すなわち，

カルシウム存在下， CaM-Ml3のコンフォメーション

変化が誘起され，それがCFPYFP 問の相対距離の変

化，すなわちFRET効率の変化へとつながり，カルシ

ウムの濃度変化を蛍光レシオ値の変化として読み出すと

いう戦略である。実際，彼らは，カメ レオンをHeLa細

胞内に発現させ，様々な刺激によるカルシウム濃度変化

をリアルタイムにイメージングし解析することに成功し

た。

リガンド結合に伴うタンパク質のコンフォメーション

変化を分子内FRETとして読み出す戦略は非常に有効

であり，同様の戦略で多くのバイオセンサーが開発され

ている。最近ではNojiらはアデノシン三リン酸（ATP)

検出用センサーを開発し， ATPが合成されているミ ト

コンドリア内のATP濃度は 細胞質における ATP濃

度より低いことを見いだ、しため。

一方，分子内FRETだけでなく，分子問FRETを利

用したバイオセンサーも開発されている。このタイプの

バイオセンサーは，異なる2種類のタンパク質にそれ

ぞれFRETドナー，FRETアクセプターとなり得る蛍

光タンパク質を導入する ｛図1(c) l。例えば，Pozzan

らはタンパク質キナーゼA (PKA）を用いてcAMPセ

ンサーを開発した7）。PKAは触媒部位と調整部位から

なり， cAMPが結合すると触媒部位が解離する。そこ

で彼らは，触媒音ll位と調設部位にそれぞれYFPとCFP
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を導入した。そして 触媒部位の解離に伴うYFPと

CFP問のFRET効率の変化を利用して．細胞内の

cAMP 濃度の変化を観測することに成功した。

また，分子間FRETは，タンパク質問相互作用の解

析にも活用されている。例えば.W asylewskaらはドー

パミンDi受容体 とDz受容休に，それぞれCFPと

YFPを導入した。そして， 両者が相互作用しCFPと

YFP聞のFRET効率が増加するととを利用して，D1, 

Dz受容体のヘテロダイマー化を解析することに成功し

た8）。

2・3 FRET以外のバイオセンサー

二つの蛍光タンパク質を用いずに，一つの蛍光タンパ

ク質だけでバイオセンサーを構築することも可能であ

る。代表的なものとして，circularlypermuted Fluor巴s-

cent Pr叫 ein(cpFP）やsplitGFPを用いたセンサーが

挙げられる。

cpFPとは，本来のN末端と C末端とをペプチ ドリ

ンカーで結合し，蛍光団付近に新たにN末端とC末端

をシフトした蛍光タンパク質である。cpFPをもとにし

たバイオセンサーは， cpFPのN末端と C末端に別の

タンパク質ドメインを挿入することで作成される。リガ

ンドとの相互作用に伴う挿入タンパク質ドメインのコン

ブォメーション変化によって， cpFPの蛍光変化が誘起

されるという戦略である｛図 1( d) ｝。例えば，

LukyanovらはH202を選択的に検出可能なセンサーを

開発した9）。大腸菌のOxyRの調整ドメイン（OxyR-

RD）はH202に酸化されることで，コンフォメーショ

ンが大きく変化する。そこで．彼らはOxyR-RDを

cpYFPに挿入することで，細胞内のH202を検出する

ことに成功した。また，同様の戦略でYellenらは細胞

内のATPとADPのレシオ値を測定可能なセンサーを

開発した10）。

次に，splitGFPを用いたセンサーを紹介する。 GFP

は157残基目と 158残基目でN末端断片と C末端断片

に二つに分割すると，蛍光を発しなくなる（split

GFP）。しかし， 両断片が近接すると GFPが再構成さ

れ，再び蛍光を発する11）。そこで，N末端断片をタン

パク質Aに，C末端断片をタンパク質Bにそれぞれ連

結し，AとBの相互作用に伴い両断片が近接すること

で，GFPを再構成させる。これによってAとBとの相

互作用や，相互作用を誘起する生体物質を蛍光ターンオ

ンとして検出できるセンサーが開発できる ｛図1(e）｝。

例えば， GhoshらはsplitGFPをDNA結合タンパク質

と連結させることで，特定のDNA配列の検出に成功し

た12）。また，OzawaらはsplitGFPとインテインとを

組み合わせたセンサーを開発した。これは，二つに｜折片

化したインテインとGFPを 対象のタンパク質A,B

にそれぞれ連結する。そして AとBが相互作用する
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とスプライシンクーが起こり．完全なGFPが再生する。

彼らはこのセンサーを用いて カルモジュリンと M13

ペプチ ドとの相互作用を検出することに成功した13）。

また，彼らはこのシステムを用いて，ミトコンドリア局

在タンパク質の解析14）や，ミトコンドリア mRNAの検

出15）にも成功した。

蛍光タンパク質を利用したバイオセンサーは，設計原

理と構築手法がかなり確立してきており，今後も更なる

発展が期待される。

;{ 合成小すj? I口 パ cζ タ〉ハ勺長（／）機

能化

3・1 タンパク質表面アミノ酸への合成小分子プロー

ブのラベル化

蛍光タンパク質によるタンパク質の人工機能化とセン

サーの構築は，生体機能の解明に大きく貢即してきた。

しかし．同時にその限界も指摘されている。まず，蛍光

タンパク質自身が27kDaと大きいため，対象タンパク

質の機能を阻害する可能性がある。また，検出モードが

蛍光法に限られる。そのため，これらの問題点を克服す

るために，合成小分子プローブによるタンパク質機能化

の研究が盛んに行われている。

この手法では，プロープを対象タンパク質表面のアミ

ノ酸へ化学あるいは分子生物学的手法で修飾（ラベル化）

する。この場合，ラベル化するプローブを変更すること

で検出モードを選択できるという利点がある。そのた

め，蛍光のみならず電気化学法やMRI,PETなどによ

る検出も可能となる。また サイズ、が小さいため対象タ

ンパク質への機能阻害が軽減できる。しかし，タンパク

質が変性しない水中 ・穏和な条件下でのラベル化が必須

であり，利用可能なラベル化手法が限られている。

一般に，タンパク質表面の求核性アミノ酸を利用した
はんよう

ラベル化が古くから汎用されてきた。代表例として，反

応性の高いチオール基を側鎖に有するシステインと，マ

レイミドやハロゲン化アルキルなどとの反応が知られて

いる｛チオールケミストリー，図2(a）｝。また， 1級ア

ミンを側鎖に持つリジンと NHS活性エステルとの反応

も広く用いられてきた｛図 2(b）｝。

しかし，これらの反応では，タンパク質表面に部位特

異的にプロープをラベル化することは難しい。なぜな

ら，一般のタンパク質表面には反応可能な求核性アミノ
すべ

酸が複数存在し，それら全てと反応する可能性があるか

らである。バイオセンサーを構築するためには，修飾部

位と修飾個数を厳密にコン トロールした部位特異的な修

飾法の開発が望まれる。

3・2 部位特異的変異；去を利用した修飾とセンサ へ

の応用

タ ンパク質の部位特異的ラベル化法の一つに，音I~位特
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図2 タンパク質表面の求核性アミノ酸を利用したラベル化

異的変異法に基づいた手法がある。部位特異的変異法と

は，タンパク質の特定のアミノ酸を，遺伝子工学的に他

のアミノ酸に置換する手法である。この手法の利点は，

変異部位を自由に選択できることである。そのため，タ

ンパク質の立体構造やリガンド結合部位の情報をもと

に，合理的なバイオセンサーの設計が可能となる。この

手法は，システインとの反応であるチオールケミスト

リーを利用する手法と，非天然アミノ酸導入に基づく手

法に大別される。

3・2・1 チオールケミストリーを利用したセンサー開

発

システインは，他のアミノ酸側鎖より反応性の高いチ

オール基を有するため，反応条件を選択することでシス

テインのみをラベル化することが可能となる。そのた

め，タンパク質が本来有しているシステインをあらかじ

め別のアミノ酸に置換すれば，部位特異的変異によって

新たに導入したシステインのみをラベル化可能となる

｛図3(a）｝。

例えば， Moriiらはイノシトール三リン酸（lP3）と

選択的に結合する PHドメインを基体とした，IP3セン

サーの構築に成功した16）。 彼らはPHドメインと IP3複

合体の結晶構造をもとに， PHドメインのIP3結合部位

近傍にシステインを導入した。そして，このシステイン

に環境応答性色素をラベル化することで，バイオセン

サーを作製した。このセンサーに IP3を加えると，IP3

結合部位近傍のミクロ環境の変化により蛍光色素の蛍光

が変化し， IP3感受性の蛍光センサーが得られたことに

なる。さらにMoriiらは同様の手法を用いて，イノシ

トール四リン酸（IP4）選択的なバイオセンサーを開発

した。そして，このバイオセンサーは細胞内のIP4濃度

変化をイメージング ・測定することが可能であったl7)。

Ghadiriらは， 相補鎖DNA検出用の半合成アロステ

リック酵素を開発した （図3(b)}18）。彼らは，プロテ

アーゼに部位特異的変異を利用して，システインを導入

した。次に，このシステインに， プロテアーゼ阻害剤を

結合させた一本鎖DNAをラベル化し，阻害斉lj DNA 
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プロテアーゼ連結体（inhibitorDNA enzyme : IDE) 

を開発した。このIDEは 相補鎖DNAが存在しない

場合は，分子内に存在する阻害剤によりプロテアーゼ活

性が抑制される。しかし，相補鎖DNAが存在すると，

IDE中の DNAと三本鎖DNA形成することで聞害剤が

活性ポケットから解離し，プロテアーゼ活性が回復す

る。このIDEと，切断によって蛍光を発するペプチド

基質を利用して， 相補鎖DNAを蛍光によって検出す

る，という戦略である。この戦Iii告では，酵素のターン

オーバによりシグナルが増幅されるという利点があり，

lOpMという低濃度のDNAの検出に成功した。

さらに， 1分子測定可能なバイオセンサーの開発も報

告されている。1分子測定では，寿命の短い中間体も測

定できるなどの利点がある。 Bayleyらは1分子測定可

能なバイオセンサーを開発するために，膜タンパク質

と，タンパク質1分子レベルの電気伝導度の変化を測

定することができるパッチクランプ法に着目した。すな

わち，膜タンパク質をバイオセンサー化しパッチクラン

プ法で測定することで，l分子測定が可能になるという

戦略である｛図3(c）｝。彼らは膜タンパク質の一種であ

るα一hemolysin（αHL）を利用した。 αHLはαHLモノ

マーの7量体であり，その中心にポア（穴）を持つ。

彼らは7量体の一つに部位特異的変異によりシステイ

ンを導入し，これにプローブをラベル化した。そして，

プローブと標的化合物の相互作用に伴う αHLの電気伝

導度の変化を，パッチクランプ法を用いて観測した。例

えば，プローブとして一本鎖DNAを導入し，標的とな

る相補鎖DNAとの二本鎖DNA形成の速度定数を算出

することに成功した19）。また ビオチンプローブを導

入することで，ビオチンとアビジンとの相互作用の結

合 ・解離速度を算出した20）。分子聞の相互作用のみな

らず，システインとチオール種とのジスルフィド形成反

応を，l分子レベルで解析することも可能であった21)。

このように，部位特異的変異により，結晶構造をもと

にして合理的なセンサーを開発することができる。チ

オールケミス トリー以外にも．非天然アミノ酸をタンパ

ク質に導入する方法も開発されている。
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(a) 

ラベル化したい部位

もともと存在するシステイン

(b) 活性 OFF

相補鎖 DNA
？？？？γTT1門寸TrT市門’

膜タンパク質のバイオセンサー化 パッチクランフ7去によるl分子測定

(a）チオールケミストリーを利用した部位特異的ラベル化.(b) Ghadiriらによるシグナル培幅型バイオセンサー.(c) Bayley 
らによる 1分子測定型バイオセンサー。

図3 部位特異的変異；去によるラベル化とセンサー開発

非天然アミノ酸の導入 非天然アミノ酸への
部位特異的ラベル化

）
 
］
 
（
 

キ寸の
X久~XYZ~〆 3

rn悶¥IA
非天然アミノ酸の
部位特異的導入

図4 非天然アミノ酸による部位特異的ラベル化

3・2・2 非天然アミノ酸によるタンパク質の機能化と

センサー開発

非天然アミノ酸とは遺伝子にコードされていないアミ

ノ酸のことであり，ケトン基やアルキンなどの官能基を

有するものも合成されている。これらは，シッフ塩基形

成やヒユースゲン環化反応などの生体直交性（bioor-

thogonality）を有する反応によってタンパク質をラベル

化可能であり，他のアミノ酸との副反応を抑えることが

できる｛図 4(a）｝。また，蛍光色素自体を有する非天然

アミノ酸も開発されており， 一段階でタンパク質の部位

特異的に蛍光色素を導入することもできる。

非天然アミノ酸をタンパク質へ導入する手法として，

拡張コドン法が広く用いられている ｛図 4(c）｝。拡張コ

ドン法とは， mRNA上で通常の tRNAが読み取らない

コドンを，非天然アミ ノ酸を導入した tRNAで読み取

らせるという手法である。これによって，リボソームで

タンパク質が合成される際に，非天然アミノ酸を部位特

異的にタンパク質骨格に導入可能となる。

Schultzらは，終止コドンの一つであるアンバーコド
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ン（UAG）を，非天然アミノ酸を有する tRNAに読み

取らせ，大腸菌内で発現させる手法を開発した22）。こ

の手法により，彼らはケトン基23）やアルキン24）を有す

る非天然アミノ酸をタンパク質に導入し，それぞれヒド

ラジドやアジド基との特異的な反応を利用して蛍光色素

を部位特異的に導入することに成功した。最近彼らは，

環境応答性蛍光色素である Prodanを持つ非天然アミノ

酸（Anap）を部位特異的に導入したバイオセンサーの

開発を行った25）。 すなわち グルタミン酸結合タンパ

ク質（QBP）とグルタミン酸複合体の結品構造をもと

に， QBPのグルタミン酸結合部位近傍にAnapが導入

された。このバイオセンサーはQBPとグルタミン酸の

結合を， Anap周辺のミクロ環境変化に伴う Prodanの

蛍光変化として検出可能であった。

別の非天然アミ ノ酸導入法として， Sisicloらは4塩基

コドンf去を開発した26）。 これは， 天然に存在しない4

塩基コドンを認識する tRNAを用いて，非天然アミノ

酸を部位特異的にタンパク質に導入する手法である。 彼

らは4塩基コ ドン法により ナフタレンやフエ ロセン
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選択的反応部位
' プローブ

ゆ~）t!!i-::~ ~三~~
リガンドが残る α リガン ドが残らない
→失活している →活性回復

既存のアフィニティーラベル化法 リガンド切断 ・プロープ導入

を有する:JI＇天然アミノ酸の導入に成功した 。また．

Hohsakaらは.4塩基コドン？去を用いて蛍光色素

BODIPYを有する非天然アミノ酸をタンパク質に複数

個導入し， リガンド結合に伴うタンパク質のコンフォ

メーション変化をFRETにより読み出すことに成功し

た27）。

部位特異的変異法は，部位特異的なタンパク質修飾と

合理的なバイオセンサーの設計を可能とした（憂れた手法

である。しかし，この手法では遺伝子操作を必要とする

ため， 生体に元々存在する内在性タンパク質をラベル化

することは困難である。最近この問題を解決すべく，内

在性タンパク質を標的としたラベル化法の開発も進めら

れている。

3・3 リガンド指向型ラベル化j去によるタンパク質の

機能化

内在性のタンパク質をラベル化する手法として，古く

からアフィニティーラベル化法が知られている｛図5

(a）｝。これはラベル化したいプロープに，標的タンパク

(a) 

位

倒

．

応

叫

位

司

反

γ

附
一h

，ド

切

ィ

u此

質と親和性のあるリガン ドと，タンパク質と反応し符る

反応基を連結する（ラベル化剤）。そして， リガンドと

タンパク質との相互作用によって，反応基がタンパク質

と近接し反応を誘起することで，タンパク質のリガンド

結合部位近傍にプローブがラベル化される。しかし，こ

の手法ではタンパク質の基質結合部位がリガンドによっ

て共有結合を介してマスクされたままであるため，タン

パク質は活性を失ってしまう。そこで筆者らは，プロー

ブがタンパク質にラベル化された後，リガン ドが切り離

される新しいラベル化法を模索した。

その第1弾として筆者らは，光アフィニティーラベ

ル化後修飾 （post-photoaffinitylabeling modification, 

P-PALM）を考案した｛図 5(b) )28) 29）。 P PALMでは，

ラベル化剤のリガンドと反応基をジスルフィド結合で連

結させている。そのため，ラベル化後に還元処理するこ

とで，リガンドを切断できる。同時にラベル化部位には

チオール基が生じるため チオールケミス トリーを利用

して蛍光色素などのプローブをラベル化することができ

る。ラベル化剤の反応部位としては，光アフィニティー

l 、 n』s ,. 
ゅ~＞~虫.CF~主主竺ザ
(c） ミ

～「；ベ？立 仙ノ 。工 ' 九
匂覇惨？主一 匂番諺一 、・・u笠土→亀過静

求核攻撃 ヒドラゾン／オキシム交換

比一③
一

比一
智
子
一

ω

ゆ

(e) 蛍光色素

仁｝ ω 消光剤

匂.l→
消光

蛍光回復 、F

(a) 既存のアフィニティーラベル化法とリガンド指向型ラベル化I去 (b) 光アフィニティー後修
飾法 （P-PALM). (c）アフィニティー後修飾法（P-ALM). (cl）リガンド指向引卜シル化学（LDT
化学），(e）消光型 LDT化学（Q-LDT化学）。

図5 リガンド指向型ラベル化法
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ラベルが可能なジアジリン基が良い結果を与えた。例え

ば， P-PALMを利用して，糖結合タンパク質の一種で

あるコンカナパリンA (ConA）の糖結合部位近傍に環

境応答性蛍光色素をラベル化すると，糖と ConAとの

結合を蛍光変化として読み出すことが可能となった。さ

らに，このバイオセンサーを用いて．細胞表層における

糖鎖修飾されたタンパク質の蛍光イメージングや，細胞

内のグルコース濃度変化を観察することに成功した。

しかし， P-PALMは多段階反応であり，ラベル化に

光照射が必要であるため生細胞への適用は困難が予想さ

れる。そこで第2弾として P-PALMを改良したア

フィニティーラベル化後修飾（postaffinity labeling 

modofication, P-ALM）を開発した｛図 5(c) )3°J。ここ

では，ラベル化剤のリガンド部位と反応部位をシッフ塩

基で連結した。このシッフ塩基結合はヒドラゾン／オキ

シム交換を利用することで リガンドを切断すると同時

に一段階でプローブを導入することができる。また，反

応部位にはエポキシドを選択し，タンパク質表面の求核

性アミノ酸からエポキシドへの求核，開環反応が起こ

り，プローブをリガンド結合部位近傍にラベル化するこ

とを期待した。実際に P-ALMに基づき，ヒト炭酸脱

水酵素 （hCA）のバイオセンサー化に成功し， hCAの

阻害剤蛍光アッセイに成功した。

P PALMやP-ALMといったラベル化法では，チ

オールケミストリーやシッフ塩基交換反応といった反応

を利用するため，チオール基やアルデヒド基が存在する

生細胞内で用いることは難しい。そこで筆者らは第3

弾として，ラベル化とリガンド切断が同時に起こる， リ

ガンド指向型トシル化学 {ligand-directedtosyl (LDT) 

化学｝を開発した｛図 5(d)} 3D。

LDT化学では，タンパク質からの求核置換反応（SN

2反応） を利用する。そのために，リガンドとプローブ

とをフェニルスルホン酸エステル基（トシル基） で連結

したラベル化剤を開発した。トシル基は有機化学反応に

おいて良好な脱灘基として知られている。すなわち，ラ

ベル化の際に対象タンパク質から求核攻撃を受けるのと

同時にリガンド部位が脱離し， プローブのみがリカ守ンド

認識部位近傍にラベル化されるという戦略である。この

戦略の有用性を実証するために，筆者らはまず精製した

hCAのリガンド結合部位近傍に，部位特異的なラベル

化を達成した。このラベル化は， hCAを発現している

赤血球中でもhCA選択的に進行した。さらに， 驚いた

ことにマウス個体においても，その赤血球内のhCAを

選択的にラベル化することが可能であった。この LDT

化学は， リガンドを変更すれば他のタンパク質にも適応

可能であり，また蛍光色素や，MRIプローブである

t9FMRIプロープ，アフィニティープロープであるビオ

チンなど．様々 なプロープもラベル化可能である。実際，

LDT化学を用いて l市MRIプローブを hCAにラベル化
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し赤血球中での阻害剤アッセイを t9FNMRで行う 19F

型バイオセンサーの構築を生細胞中で実現した。

この LDT化学は，消光型LDT化学｛quench巴d

ligand directed tosyl (Q-LDT）化学｝へと発展し

ラベル化後に蛍光が回復する Turn-On型のバイオセン

サーの合理的設計が可能となりつつある｛図 5(e))32J。

この手法では，蛍光色素の他に消光剤を，ラベル化剤の

リガンド近傍に導入した。ラベル化後は，消光剤とリガ

ンドがタンパク質のリガンド結合部位に非共有結合的に

残っているため，ラベル化された蛍光色素は消光され

る。これに， リガンド候補化合物を加えると残っていた

消光剤がリガンドと共に追い出され，蛍光が回復する

(Turn-On）。この Q-LDT化学を用いて， リン酸化ペ

プチドを認識する SH2ドメイ ンが蛍光バイオセンサー

化された。このような内在性のタンパク質をターゲッ ト

としたラベル化およびセンサー化手法はこれまでに例が

なく， LDT化学により細胞本来の環境でのセンシング

が可能となると期待できる。

I 〉わり l

生体内には，構造も機能も一様ではない多くのタンパ

ク質が存在する。さらに，機能解析法自体も多様であ

り，目的・状況に応じて様々な解析が求められる。これ

らの要求を満たすため，本稿で紹介したように様々なタ

ンパク質機能化法が必要であり特色のあるバイオセン

サーが開発されている。これらのバイオセンサーは，よ

り詳細な生体機能の解析を可能とするだけではなく， 生

理活性物質の検出などを通じて創薬や医療などの分野で

も応用されることが予想される。タンパク質の人工機能

化とセンサーへの応用が，ケミカルバイオロジーの発展

と幅広い分野に貢献することを期待する。
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