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タ川質酵素は 生体問とんどすべての生化学反応を司るだけでなく

認識や応答，遺伝や増殖など複雑な生命現象の基盤を担う生体高分子である

タンパク質研究は，これまで標的タンパク質の発見を出発点として，単離精製によっ

て構造と機能の解析が行われてきた ポストゲノム時代を迎えた現代科学では，この

ような精製 ・純化されたタンパケ質の生化学的 －構造生物学的解析に加え，細胞や個

体といったより爽雑な環境におけるタンパク質の分子としてのふるまいに注目が集

まっている 誌験管レベルで明らかになったタンパク質分子の特性は，本来それらが

活動する舞台である細胞や組織内とどこまで同じで，どの程度異なるのだろう？ そ

のためには，対象タンパク質に目印を付けてz その挙動を観察するのが最も直接的で

ある．本章では，遺伝子発現を行うことなく， 細胞，組織，あるいは生物個体などの

爽雑環境下で“内在性の”タンパク質を選択的かつ t「acelessに化学修飾し，それをセン

シング ・イメージンゲすることのできるリガンド指向性化学を概説する 本手法では

幅広い化学プ口 ブが導入できるので，各種分光学プ口 ブや光クロスリン力ーによ

る内在性タンパク質の細胞内での動的構造 －相互作用1nsitu解析や活性制御など，多

様な系ヘ活用されうるであろう
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はじめに

タンパク質 －酵奈は．生体内でほとんどすべての

生化学以応を司るだけでなく 認識や止、答遺伝や

増殖など複雑な生命現象の£flitをjHう！｜休＇＂＇： j分子で

ある タンパク質研究は守これまで1引1＜； タンパク貨

の発見を/I',;1: /:r：として， lji/)jjj~精製によって構造と機

能の解析が行われてきた ポストゲノム｜時代を迎え

た現代科学では このような精製純化されたタン

パク質の生化学的 構造生物学的解析に加え。細胞

や個体といったより爽~ff な環境におけるタンパク質

の分子としてのふるまいに注目が集まっている 試

験包レベルで明らかになったタンパク貨分子の特性

は，本来それらが活動する嫁台である細胞や組織内

とどこまで同じで との科度一呉なるのだろう？ そ

のためには 対象タンパク質に什lて11をつけて．その

挙動を観察するのが最も直接的であるl 実際に

GF'Pなとの蛍光タンパク貨をプローブとして融合

し その細胞内て、の挙動をリアルタイムにイメージ

ング矧察する'fit、は強力であり その威力は Chap

12で詳述される 蚊近では。綱)j包内タンパク立を介

成分子プローフで傑識するために SNAPとよは、

れるタンパク質タグベコ FIAsl-Iペプチ卜‘タグの開発

も進んでいる これらの手1去の右刷性はロを待たな

い しかし。ひとつ忘れではならないのは．これら

は 対象タンパク貨の改変体をキ111!1包内に発引させ．

それを観察しているという，内である すなわち．対

(a）切り離し反応型

届画面画晶画酋岨争

4陪

云ユーブ

象タンパクf［そのものではなく ！その＇jj（；武将”を見

ていることになる

では 中｜｜｜胞｜人lにもともと令在する｜人l在住I：のタンパ

ク質群の機能を insitu解析することはできないの

だろうか そのためには生中llIJI包l人lの判定の内イ±性”

タンパク質を選択的に化学修自Ii ラベル化すること

が必要と考えられる 細胞内のように多種多様な生

体分子が濃縮された磁境下で 特山のタンパク質の

みをmって化学ラベリングすることはかなり困難な
挑戦であり その進歩は決して早くない筆者らは

10年以上の悪戦苦闘のなか？“タンパク質のアフイ

ニティーラベル化 j去を発展させることで。キ1111]包内

在性タンパク質の insitu機能解析に展開可能な新

鋭の化学ラベル化法の開発に成功した 本草では。

リガンド指向性化学とよばれるこの／Tit~論の似珪！と

それをltlL、たバイオセンシングへの1.1:.;m例に!-V;Jして

概説する

固 リガンド指向性化学の開発：：！－1]

タンパク質のアフィニティーラベル化は。タンパ

ク貨とそのリガンド分子間の特当時的な村Ill作川を利

JI！したタンパク質修飾法であり ！”ラペル化剤”とよ

ばれる化合物をJiiし、る ラベル化斉I）は CD標的タ

ンパク買に対して税和性をもっリガンド 〔~） ；導入

したいプロープ。（デ反J,i:.、基．の竺つのモジュール

からなる まず ラベル化斉I）のリガント青｜；位がその
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図91 リガンド指向性化学によるタンパク質ラベル化の二つの戦略
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タンパクロに；：？l~ii\( される これによって近12:効果お

よび、浪納効果が誘起される ついで， jえ泌 ~~t とその

近傍のボ枚目ニアミノl駿との反応が1JU；主され ラベル

化が達成される この三「訟は ( i）爽雑系におい

てでも標的タンパク質選択（j(Jな化学修fiitlが－llf能，

( ii ）そのラベル化部｛立はリカンド結合ポケ y トの

近傍の天然アミノ自主に選択的， （山）変異導入して

いなし、内在性タンパク質に適用できる，などの利点

をもつが， insitu機能解析にと って致命的な欠点

をひとつ指摘しないといけない それは？従来法で

はリガンド分子が共有結合的にタンパク質の活性中

心ポケットをマスクしてしまい ラベル化タンパク

質は本来の機能を失ってしまうことである

われわれのグループはこの欠点を克服するために．

二つの戦略を提唱した（岡9-1) 一つは，ラベル化

とliiJll守にリガンドが切り離される反応基を使う方法

(LDT化学）であり もう 一つはリガンドと！”！蝶基

をつないだリガンド述~：hMft~~ を刷いて プローフを

選択的に導入する戦略（AGD化学）である

園 リガンド指向性卜シル（LDT）化学r

リガンド指向性トシル化学（Ligand-Di1℃cteel 

Tosyl Chemistry.しDT化学）の基本原理を図 92 

α.ap-9轟H抱内在性タンパ7ff[の直接ラベル化とセンシング

子J；す このTit、では。リガン卜づf了と導入したい分

「プローフを求電~r仙のトンルエステル恭を介して

連結したラベル化斉ljをIllし、る LDT化学：の特長は

求牧世換（SN2）反応によるラベル化の｜努にフ コニル

スルホン｜円安がm~離基となるため ラベル化！ぇl，仁、と同

時に。 リガンド分子が切り出Itされることである．こ

れによって，標的タンパク質の活性ポケ y 卜を共有

結合的にマスクすることなく 望みのプローフのみ

を。tracelessに”化学修飾することがJJf能となる

たとえば炭酸脱水酵素（CA）を標的とした場合！

ラベル化剤は CAのI;1~1害斉lj として知られるベンゼン

スルホンアミド誘導体をリガンド分子とし これと

蛍光フ。ローブであるクマリン色素をトシル基で連結

した化合物 1が分子設計できる 1は精製CAを試

験管内で良好にラベル化するだけでなく ，CAを内

在的に発JJlしている赤血球中でのラベル化も可能で

あった ヒ卜赤血球細胞と 1を混合しインキユベー

ションすると，赤血球｜付には多くの積類のタンパク

質や膨大な景のヘモグロビンが混在しているにもか

かわらず CAのみへの高選択がJなラベル化がf確認

された 競合阻害条件下では．ラベル化も非特典反

！，むもi並行しなかった 興味i来いことに プロープ剖；

分にフ y素核(l!'F）をもっラベル化斉lj2を用いて赤

句） r¥--Loノ犠 門寸
＼＝＝／ ｜｜’ー，
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LgミE、Nu
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(b) (c) 

図9-2 LDT化学の基本原理（a），ラベル化剤の例（b），および標的タンパク質
の構造（c)
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図9-3 赤血球内でのCAラベル化と in-cell19F NMR追跡例

l fll球 11~1 CAのラベル化を行うと 内在性CAのラベ

ル化過程を incell 1'1F NMRでリアルタイムモニタ

リングが可能であった（｜胃19-3).さらに”Fプロー

フ，.iJ＇導入された CAでは 阻害斉lj候補化什物の添加
によって濃度依存的に 1りFNMRシグナルの変化が

lt!li!!IJ された このことは LDT 1ヒ学によるラベル

化によ って 内在伯タンパク質が 1''FNMR '.!f;.11ノ可イ

オセンサーへと変換されたことを意味している す

なわち 内在性タンパク質を去りlitとして shipin a 

bottle :IT;1lのバイオセンサー梢築が可能となった（図

9 3) 

LDT化年による CA選択的なラベル化は 生き

たマウス他｜体｜人jでも同様に進れする 8週前j）の実験

mマウスをJHし、たちた店主では 尾青j市長注射により投与
されたラベル化育ljによ って CAのみに選択的なビ

オチンラベリングが保認された これは， 生きた動

物個体における内主l性タンパク蛍の選択的化学ラベ

リングの初めての成功例である また．本手法は

ラベル化斉｜｜のリガンドモジュールを変更することで

さまざまなタンパク質に適用できる たとえば免

疫jJpflJIJ斉1)Flく506のアナログをリカン トーとすると，

白山Ltr系紺Ill包Jurkat1:jJの内在性 FlくBP12のみを11¥'!
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識することが可能であった 薬剤候補のほかに ラ

クトースのような判封鎖 ペプチドャ天然物がリガン

ドモジュールとして片）＼，、られ。それぞれ標的となる

レクチン．リン酸化ペプチド結合タンパク質のラベ

ル化の成功例が報告されてきており 一般性のある

手法となりつつある

固 AGO化学日］

LDT化学のほかに われわれは 内在約タンパ

ク貨に対する新たなラベル化手法として Affinity-

guided DMAP(AGD化学）を考案したその概略凶

をIZI9 4に示す DMAP (dirnethylarninopyrid川e)

は有機化学で汎用されるアシル化反応の触媒であり

AGO化学はこのアシル化反応を利川したタンパク

質ラベル化法である

標的タンパク質のリガンドを連結させた DMAP

は タンパク質によって認識（アフイニティー駆動）

されると、活性中心の近傍に｜主｜定される そこに，

プローブ分子をもっチオエステル（アシルドナー）が

接近すると， DMAPによ ってチオエステル去らがili

ti＝化された中間体形成が起こる このiS性rj-1間体は

リガンドタンパク質問中目立作JHによ ってタンパク
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AGO化学の基本原理（a),AGO触媒の例（b). 
(Cong II）の構造（d)

図9-4

この速度はLDT化学によるラベルイヒと1Vl1え

して非常に速く ．細胞実店主などに適した迅速なもの

同械の多｛旧1fq~！媒 効巣は， S I12(Src 

homology 2) domain. FKBP12を標的としたi劾｛＇；＇

にはより問若に1克れた

慕を検証したと ころ おもに Lys残3削ニラベル化さ

れることがl円らかとなった LDT 化学’（卜lis.Tyr. 

Gluがおもなラベル化ア ミノ円安）と AGD化学では

した

であっ た

yと

貸衣而に｜丹｜プこされているため 近按効果が有効に作

J-¥Jする位間にある：J＜：核七｜アミノ限残本のみが選択的

にアシル化される LDT化学では一段｜併でタンパ

ク針ラベル化が進行するのに対し

ラベル化されるア ミノ向E残

AGD化学はご

しかしAGDiL、でも

リカンド分子カfタンノfク質 ｜てに（｜左前Iされることはな

段｜併反応でのラベル化である

タンパク質の機能J員失は起こ らない

レクチンの一種である CongEを標的タンパク質

リガンド部分にラク トースをもっリカ

いため。

反応機構およびラベルされるアミノ酸残誌が異なる

これらは4－＿いに相補的な手法として標的

とした場介

ンド述＊i'iDMAP(3 

タンパク質に応じて使い分けられるべきであろ う

AGD化学は。 生細胞表層に局紅する細胞II莫結合

タンパク質のラベル化にも右対Jである

細胞に発現させたGタンパク質共役受存休（GPCR)

ファ ミリーの一種であるフラジキニン受谷体（B2R)

ドナーとしてフルオレセイン型チオエステル化介物

6を添加す ると.Cong JIの蛍光化がi並行した

DMAPの数を i個から 2111!1

反応速度は向←卜し7

Dl¥l!APではラベル化反応がほほll時間以内に終了

ことから，アシル5）が用いられる4 

1-!Elく293
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311出と噌やしていく

DMAP 31闘をもっ triと
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図95 生細胞上での膜タンパク質GPCRのケミカルラベリングとリガンド結合イメ ジング

を標的とし，アンタゴニス トを連結した triDMAP 

7およびアシル ドナ－ 6を用いてラベル化したとこ

ろ。細胞Jでも l時間以内にラベル化反応は完了し

た また， B2Rのフラジキニン（アゴニストリ ガン

ド）に対する応答性は ラベル化前後で変化なく

ラベル化によってタンパク質の活性は損なわれてい

ない さらにUIT白し、ことには句このようにしてフル

オレセイン化した B2Rに7 リガンドと DABCYL

消光斉ljを連結した化合物8を添加すると。フルオレ

セインと DABCYL問での蛍光共鳴エネルギー移動
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(Fl uorcsccncc Resonance Energy Transfer 

FRET）により が；光消光が起こる そこに B2Rの

さまざまなリガンドを添加すると，そのリガンドの

132Rへの親手｜！性の強弱に応じてフルオレセインポ’

光が濃度依存的に回復することが明らかとなった

（図 9-5) このように， AGO it. f苧を 用いると，

GPCRのリガンド認識挙動がリアルタイムで，蛍光

観察可能なII英タンパク質バイオセンサーが生訓Ill！包膜

上で簡便に構築できることが実ti!された



圃まとめと今後の展望

リカン｜、j行向伯化＇.＇）＇：・は，ii'H云f発JJIを行うことな

ぐ刺Ill！包組織あるいは！cJ：ー物伽l体なとのろk:i~fffJ;'i坊

｜、 で｜人lでI’Itの”タンパク ＇［＇［ を選択的かつ traceless

に化学修fiiliすることのできるユニークな手法て、ある

近年では化合物ライフラリーの充実により タンパ

ク貨に対する小分子リガンドも著しく t国えており 守

また 本手法ではIJI司広い合成プロープが導入できる

ので 各者fl分光学プローフボや光クロスリンカーによ

る内在性タ ンパク質のキIll胞内での動的構造・相互「｜ニ

rn in situ解析や活性ililJidllなど研究者の｜＝｜的に合
わせた多様な実験系の構築に活肘されるであろう I

ーブi.基礎化学的見地からは！タンパク質表問での

近披効果や多価反1,[:.;i)去の有~）Jtゾ｜に着 H した 句 （水中

での爽雑系）有機化学のiJH長もきわめて重安である

とわれわれは考えている .7 リガンド1FifrrJ'i'l＝化学の

誕生は λ｜体系の内了Iプ｜？｜タンパク質vrfの機能をあ り

のままの状態で解析するという生命科ザ！ijfヲEの新し

α:<lf'9剥胞内在性タンパク質の直接ラベル化とセンシング

い（し、jつばヲ＇t$1iの）スタイルlこ｜古lけた小さなしかし的

'.;i~ な第一歩であり 。 さまざまなiiJI究対象 （ i!;HifU応「IJ

とも）に適JIJさjしていくとJ!JJ作さjLる
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