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蛍光標識生物活性物質

一ﾗｲﾌｻｲｴﾝｽ研究への新展開一

平塚寿章

生物謝生物質の本来の生物濁生を損なわないようにして,有用な蛍光団で標識した分子

が蛍光標麗生物濁生物質(FLBC)である｡ＦLBCを使うと,生体系を生かしたままで

も生体反応を追2$できるので,天然の生物謝生物質を使った場合には得られないような多

種多繍の情報が得られる。これまでは見ることのできなかった生体のﾘｱﾙﾀｲﾑの挙動

を,高感度で見ることも可能である｡ＦLBCを使うと何かわかるのか,最近CD展開につい

て解税する。

、暉雨田ｑ【蛍光標識】【生物活性物質】【生体イメージング】

はじめに酵素に結合する基質や楠酵素，蛋白質に結

合する各種調節因子，そしてレセプターに結合するホ

ルモン，神経伝達物質，薬物，毒素，ペブチドなど，生

体内では蛋白質とこれより低分子の化合物の相互作用

が重要な生体反応を起こす引き金となる場合が多い。こ

の相互作用は無秩序なものではなく，一定の強さをも

つ特異性のある相互作用で，“結合,,と定義される。結

合する低分子化合物をリガンドと言うならば，リガン

ドの結合により蛋白質が受ける物理的刺激はより高次

の生体系へと伝達され，生物の生命活動にも大きくか

かわってくる。

そこでライフサイエンス分野の研究者たちからは次

のような要望がだされる。あるリガンドと特異的に結

合する蛋白質を細胞内で見つけたり，そのリガンドが

結合したときに蛋白質が受ける変化を検出することは

できないだろうか。さらに，細胞や生体系が生きてい

る状態で，リガンドと蛋白質の結合をリアルタイムで

"見る”ことができないだろうか。蛍光棟識生物活性物

質（Huorescence-1abeledbio-activecompounds；

ＦLBC）が使えるとこれが可能になる。

ＦLBCとは笠者の造語であるが，生物活性物質であ

る蛋白質やリガンドがもつ本来の生物活性を損なわな

いようにして，その一部に有用な燐光間を化学結合さ

せた化合物であると定義してよい。感度の高い化学分

析などを目的とした蛍光性誘導体は，それがどんなに

強い蛍光を発しても，蛍光標識により本来の生物活性

が失われたり変えられたりしたものはもはやＦＬＢＣで

はない。理想的なＦＬＢＣというのは，その母体化合物

である非蛍光標識の蛋白質やリガンドとともに生体系

に入れられたときに，生体反応では容易には両者が区

別されないほど巧妙に生体系をだませる蛍光標識化合

物のことである。

本稿では，さまざまな生物活性物質を母体化合物と

してデザインされたＦＬＢＣをうまく利用すると，ライ

フサイエンスの研究を進めるうえでどのような悩報が

得られるのか，最近の話題を中心にして考察してみた

い。
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される。

第二の方法は，盃白質に蛍光楓識するものである。こ

の場合も，ＩＩａとIIbの２とおりがある。ＩＩａに関して

は，リガンドに標識する場合（Ｉａ）よりは，分子通が

大きい分だけ元の生物活性を損なうおそれがはるかに

少ない。しかしIIbに関しては，Ｉｂと同じ困難さがあ

る。どちらの方法を使うにせよ，これらのＦＬＢＣを使

うとこの蛋白質と結合するリガンドまたは蚤白質を同

定したりその結合様式などを知ることができる。

ＩとⅢのどちらの方法を使うにしても，標識される

部位に反応基がなければならない。蛋白質の場合は，－

ｓＨ，－ＮＨ２，－COOH，－０Ｈ基などを利用するのが普

通である。リガンドに楓瓢する場合もこれらの基や-ＮＨ

(R）基があれば利用できるが，ない場合には新たに導

入することになる。どんな場合でも，生物活性の発現

に関与している反応基は利用できない。

２．蛍光団の週ぴ方

次に楓認に使う蛍光団を選ばなければならない。新

規蛍光団の開発を目的としないのなら，標識される部

位の反応基にあわせて，市販されている蛍光標識試薬

のなかから選択するのがよいだろう。利用する蛍光団

の望ましい性質としては次の項目があげられる。

（１）光安定性や化学安定性が高いこと。

（２）励起波長が360ｍｍより長波長側にあること。

（３）蛍光波長が410,ｍより長波長０mにあること。

（４）分子吸光係数が大きく蛍光も強いこと。

（５）分子サイズがあまり大きくないこと。

さらに補足すると，（２）については，得られたＦＬＢＣ

を蛍光顕微鏡などを使った実験に用いる場合，短波長

の光を長時間サンプルに照射すると生体系を損傷して

しまうおそれがある。また，300,ｍより短波長の光で

励起すると，蛋白質中のＴｒｐ残基も励起され，ＦLBC

の蛍光スペクトルの解釈が複雑になってくる。（３）に

ついては．蛍光顕微鏡やＵＶランプによる照射で観察

する場合，これより短波長の蛍光ではＦＬＢＣとパック

グラウンドの区別が困難になり，人間の眼を疲れさせ

る。しかし長波長の蛍光がよいといっても，その波長

が600,ｍにもなると，これを受ける蛍光分光光度計の

ホトマルの感度が急激に落ちてしまうことも考慮しな

ければならない。（４）については，より高い検出感庇

を得るためである。

図ＩＦLBCのデザインと蛍光揮駐生

Ｐ：蛋白質．Ｌ：リガンド．⑰：蛍究同･凹と凸はそれぞれの結

合８８位を夜わす．

ＬＦＬＢＯのデザインと鬮製

1．蛍光揮嵐の方法

蚤白質とリガンドの結合に関する情報を，ＦLBCに

つけられている蛍光団の蛍光を手がかりとして検出す

るための槻瓢方法は，次の２つに大別される(図1)。第

一の方法では，リガンドの生物活性発現に関与してい

る部位から遠く離れたところに蛍光団を化学結合させ

る（Ｉａ)。しかしこの方法では，蛋白質のリガンド結合

部位で起きる榊造変化を追跡するためには，蛍光団が

遠くに離れているので感度が低い。そこで，蛍光団を

盃白質との結合部位の近くにもってくる（Ｉｂ)。この方

法はり蛍光団がリガンドの生物活性を阻害するおそれ

が大きいので，Ｉａの方法に比べ，生物活性を損なわな

いようにデザインするのが難しい。しかし，うまくで

きると非常に有用なＦＬＢＣとなる。ＩａとＩｂのどちら

の方法を使っても，問題とするリガンドに結合する蛋

白質は，結合しているＦＬＢＣの蛍光を目印にして同定
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０ 一般に小さなサイズの蛍光団で，強い蛍光を発する

ものはほとんどないといってよいが，ＩｂやIIbの方法

を使ってＦＬＢＣを得る場合，とりわけ考慮しなければ

ならない点は（５）であろう。アデノシンデアミナー

ゼを使った実験では，アデノシンの糖部分にナフタレ

ン環を含む蛍光団を結合させた誘導体はもはやこの酵

素の基質とはならないが，ベンゼン環.1個ならば基質

として使えるj)。これからも明らかなように，大きな蛍

光団を標識すると生体反応におけるパーターペーショ

ンの原因となり，生物活性の失われた誘導体となるお

それがある。100極以上もの蛍光団を検索した筆者の経

験によると，小さな蛍光団を標識したＦＬＢＣのほうが

より多くの生体系で使用可能である。アントラニロイ

ル基(Ant基)やハノーメチルアントラニロイル基(Ｍant

基)はベンゼン環１個を骨格にもつ蛍光団であるが，例

外的に強い蛍光を発する2~7)(図2)。これらを標識した

ヌクレオチドは，さまざまな生体反応系でほとんど元

のヌクレオチドと同じように受け入れられる。
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3．蛍光団のタイプ

利用される蛍光団の蛍光特性を考えてみると，蛍光

団の蛍光スペクトルのタイプは次のどれかにあてはま

る。

（１）蛍光強度が比較的大で，その蛍光特性が外的

因子により影響されないもの。

（２）蛍光特性が外的因子により影響されるもの。こ

れはさらに次の３つに区別される。①蛍光強度が大き

く変化するもの。②蛍光波長(色調)が変化するもの。

③蛍光強度と蛍光波長がともに変化するもの。

さらに蛍光団について，目的別に考えてみる。Ｉａや

IIaの方法によってデザインされるＦＬＢＣには，（１）

のタイプの蛍光団が適している。このタイプの蛍光団

は，ＦLBCが生体系でどんな相手に結合しても，どん

な環境に運ばれても，ほぼ一定の強い蛍光を発し続け

てその所在を知らせてくれる。さまざまなＦLBCを使

った実験例を調べてみると，プルオレセインやテトラ

〆チルローダミンを利用した場合，このような目的の

研究に成功していることが多い。フルオレセインは，光

で退色することと中性ｐＨより酸性側では蛍光強度が急

激に落ちることが欠点である。しかしその蛍光の強さ

や肉眼による識別のしやすさは，これらの欠点を補っ

てあまりある。
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図２ヌクレオチドを母体としたFLBC

TNP-ヌクレオチド．2,,3,-゜(2,4,6-トリニトロシクロヘキサジ

エニリデン)-ヌクレオチド。中性．アクカリ性ｐＨにおける構

造。Ant：アントラニロイル，MantW-メチルアントラニロイ

ル。ＡＴＰとＧＴＰのAnt-およびMant-橡識物では､より安定な

3,-゜標蹴物の綱迄のみ示してある。溶液中では，２'-0-と３'－０．

標識物の平衡混合物である。ｃＡＭＰとｃＧＭＰのＦＬＢＣは、２'－０－

槙麺物の－樋のみが存在する。

ＩｂやIIbの方法でデザインされるＦＬＢＣには》（２）

のタイプの蛍光団が望ましい。とりわけ細胞中などで

結合の瞬間を見るためには，（２）の②の特性が好都合

である。ピレンは蛍光波長が380～420,ｍと少し短波
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蛍光掴遥生物活性物質５１

オチドの調製は非常に簡単である。調製が簡単なこと

も，ＦLBCを使った研究を発展させるための重要な要

素である。

長すぎるが，光安定性も良好で，細胞内で結合部位の

環境の違いに応じてその色調を変えてくれる。①や③

の特性をもつ蛍光団は，蛋白質とリガンド（蛋白質）

の結合や酵素による分解などを追跡するのに股適であ

ろう。先述したＭant基などは①の特性をもっていて

この目的によくあっているが，光安定性で劣るので，蛍

光顕微鏡を使った実験には適さない｡４－ニトロー2,1,3-

ペンゾキサジアゾール（NBD)基は光安定性が良好な

のに加え③の特性ももっている。Ｍant基もＮＢＤ基も

分子サイズが小さいので，さまざまな生体系でのパー

ターペーションを最小限に抑えられる。

ＩＬＦＬＢＣ開発の歴史

1．ＴＮＰ－ＡＴＰの出現

1973年～1976年にかけて筆者が蛍光標識ＡＴＰであ

るTNP-ATP8．｡)（図2）の開発と生体系への応用を報

告したときは，ほとんどの研究者たちはこれが何の役

に立つのかということさえ考えなかった。当時は蛍光

団や発色団を酵素などの蛋白質に標識することが全盛

の時代で，リガンドであるＡＴＰを蛍光標識する発想自

身奇異な眼でみられた。その背景には，ＴＮＰ－ＡＴＰに

先立って開発されたＡＴＰの蛍光性誘導体にATP)'０）

が，発表当時の華やかさとは型HXに，使用可能な生体

系の施囲が思ったより狭かったという事実があった。

EＡＴＰの適用が制限される理由は，ＡＴＰの生物活性発

現に重要な役割を担っているアデニン環の榊造を大き

く変えたことにある。TNP-ATPはもっと広い生体系

で使えるＦＬＢＣを目的としてデザインされた。その根

本にあるのは，できるだけ元の生物活性を温存したま

まで有用な蛍光団をＡＴＰに標識する，という発想であ

る。

TNP-ATPはごＡＴＰと遮って，その塩基部分は完全

に保存されており，蛍光団13糖部分についている。ＡＴＰ

の塩基部分に対して厳密な特異性をもつ酵素や蛋白質

にも使えるので，広く使われるようになったL0.7.11)。の

ちになって，TNP-GTPの開発にも結びつき１２)，さら

に糖部分が蛍光標識されたAnt-およびMant-ヌクレオ

チドの開発にも結びついた塾・3)(図2)。これらのヌクレ

オチドは，対応する非標識ヌクレオチドの代わりとし

てさまざまな生;体系で使える'－７)。この10年間でこれら

の蛍光標識ヌクレオチドが使われた論文は簸者の知る

かぎりでも150報を越えている。

４．ＦＬＢＣの検定

棟識反応後，ＦLBCを未反応の母体化合物や蛍光標

識試薬などと分離する精製操作が必要となる。母体化

合物がペプチドや多稠類や蛋白質などの場合は分子ふ

るいやイオン交換体などを使ったカラムクロマトグラ

フィーが，リガンドの場合はこれらに加えＨPLCや薄

層クロマトグラフィー（TLC）が精製手段となる。最

近ではＴＬＣは下火となっているようだが，リガンドを

母体としたＦLBCデザインの予備実験の場合，大変早

く多種類の実験結果が明らかになり，非常によい方法

である。紫外吸収物質が検出可能なプレートを用いる

と，１枚のプレートで異なった蛍光団を極議した数種

類のＦＬＢＣの生成を同時に検出できる。この点で

ＨＰＬＣより優れている。このとき，蛍光標識試薬も対

照として同時に展開し，暗室でＵＶランプを照射して

観察すると，もう展開中に標識反応の成否がわかって

しまう。展開終了後クロマトグラムから生成物をかき

取って抽出したものを使って，生体系で生物活性のチ

ェックもできるし，蛍光スペクトルも測定できる。目

的物が得られているようならば，適当なカラムクロマ

トグラフィーを行ない，ＦLBCを大逓に調製して本実

験に移る。

5．望ましいＦＬＢＣ

ＦＬＢＣはその性質上，大亜に調製しても長期間保存

できないものが少なくない。実験するときに調製しな

ければならないことが多くなるので，標識反応と箱製

はそれぞれ１ステップだけでＦＬＢＣが調製できるよう

に，最初からデザインを工夫することが望ましい。後

述するＴＮＰ－ヌクレオチド，Ant-およびMant-ヌクレ

2．さまざまなＦＬＢＣの開発

蛍光標識法のライフサイエンス研究への応用といえ

ば，それまでは酵素や蛋白風の重要アミノ酸残基の同

定や，生体物質の分析を最終目的として，その検出感

度を上げるためにだけ使われることが多かった。しか

しすでに述べたように，エ夫しさえすればヌクレオチ
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5２蛋白質核酸酵累ＶｏＬ３９Ｎｏｌ４（1994）

ぱすべてに適用できるので，デオキシヌクレオチド`)は

もちろん，ｃＡＭＰやcGMPz)のＦＬＢＣも得ることがで

きる。さらに，水溶液中でも430～450nｍに強い蛍光

を発しその通子収率はＴＮＰ－ヌクレオチドの700～1,100

倍と大きく，蛋白質に結合すると数倍程度の蛍光増大

も起きる。そのうえ，対応する非標職ヌクレオチドの

代わりとして多くの生体系で受け入れられるので，ＴＮＰ－

ヌクレオチドよりあとに生まれたにもかかわらず，最

近ではその先躍に負けないほど使われるようになった。

以下に，ＴＮＰ－ヌクレオチドとAnt-およびMant-ヌク

レオチドの最近の応用例について紹介したい。

Ａ・巴掴軍醸による非禰麗リガンドの結合測定

ＴＮＰ－ヌクレオチドやAnt-およびMant-ヌクレオチ

ドが蛋白質に結合したときに観察される吸収スペクト

ルや蛍光スペクトルの変化を利用すると，これらの

FLBCの結合部位の数や結合の強さを知ることができ

る'･0-9.1Ｍ２１。これはＦＬＢＣを使った研究のうち最も基

本的なものである。しかし一度このパラメーターが得

られると，これと鏡争的に結合する非蛍光標識リガン

ドすべてについて，その結合数や結合の強さも求める

ことができる。つまり，これらのＦＬＢＣが結合してい

る蚤白質に測定したいリガンドを加えていく。その時

ＦLBCが競争的に新しいリガンドに皿換されるのをス

ペクトル変化から知るのである。

ＴＮＰ－ＡＴＰを利用した固換実験により，ＤＮＡポリ

メラーゼＩのヌクレオチド結合部位を含む50残基の合

成ペプチドに，実際にdGTEdATP，TTP，ＤＮＡな

どが強く結合することが証明された'３)。この結果から

Leu(VaD-Ile-Tyr-Glyが，基質や鋳型プライマーの結

合に必須なアミノ酸配列であることが明らかになった。

ＴＮＰ－ＡＴＰはＨＩＶ逆転写酵素のヘテロ２阯体あた

りに１モル結合し，その解離定数は21浜Ｍであった'０)。

大変面白いことに，このＦＬＢＣはデオキシヌクレオシ

ド三リン酸の結合部位に結合せず，跡型結合部位に結

合した。結合しているＴＮＰ－ＡＴＰは．柧々のオリゴヌ

クレオチドで回換され，プライマーの長さが増すと結

合の強さも増大することが明らかになった。

Ａｎｔ－ｄＡＴＰは酵母のグリセリン酸３－リン酸キナーゼ

のヒンジ領域に強く結合するが，グリセリン酸３－リン

酸などの其のリガンドで凪換されるuｱﾘ。リガンドの結合

により誘起される蛋白質ドメインの動きがヌクレオチ

ド結合部位にも伝播していくことが示された。

ドに蛍光標識されたものでも，天然のヌクレオチドの

代わりとして広い範囲の生体系で使えることがわかっ

たので，その他のさまざまなリガンドや蛋白質のＦＬＢＣ

を開発する試みも盛んになってきた。この点において

蛍光標識ヌクレオチド，とりわけＴＮＰ－ＡＴＰが研究者

たちに与えた影塀は大きい。

以下にヌクレオチドを含むさまざまなＦLBCについ

て述べていきたい。誌面の都合で，できるだけ最近の

研究のうち，とくに斬新な応用例のみを紹介すること

にする。ヌクレオチドを母体としたＦLBCを，基質や

リガンドとしてのみ使った通常の応用例については，１９８４

年までの文献が紹介されている他の総説'･“,IMS)を参照

していただきたい。

IILリガンドを母体としたＦLBC

1．ヌクレオチド

最も広く使われている蛍光標識ヌクレオチドはＴＮＰ－

ヌクレオチドであろう。これは桓色のＦＬＢＣでｂ４０８ｎｍ

と470ｎｍにかなり大きな吸収極大をもち，560,ｍ付

近に蛍光を発する&０，Ｗ。このＦＬＢＣが広く使われる理

由としては，さまざまな盃白質に結合するとき，対応

する天然のヌクレオチドと同程度かそれ以上の強さで

結合すること，結合に伴って非常に大きな蛍光増大が

起きることなどがあげられる1,`-0.11.'２．M)。ＴＮＰ－ＧＴＰは

ＴＮＰ－ＡＴＰより１０年以上も遇れて登場した'2)。その分

光学的特性はTNP-ATPとほとんど変わらない。

ＴＮＰ－ヌクレオチドが盃白質に結合すると，大きなも

のでは37倍もの蛍光墹大が観察されるus)。しかし壷白

質に結合していない状態での蛍光はかなり弱いl4j。さま

ざまなヌクレオチドを母体としたTIVP-ヌクレオチド

をデザインしようとしても。糖部分に２'一と３'一の両水

酸基をもつヌクレオチドにしか適用できない。また，塩

基部分も標識されたＦLBCが生成される，という難点

があるｱ･'2)。Ant-およびMant-ヌクレオチドは以上のよ

うなＴＮＰ－ヌクレオチドの短所を補うために開発され

た…)。

Ant-およびMant-ヌクレオチドはＴＮＰ－ヌクレオチ

ドと同様，ベンゼン環1個を骨格とする蛍光団がヌク

レオチドの糟部分に槻蹴されている。しかしＴＮＰ－ヌ

クレオチドの場合とは異なり，塩基部分の綱造に無関

係に，その糖部分に水酸基をもつヌクレオチドであれ
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近遺伝子操作により，ある蛋白質の特定アミノ酸残基

を改変し，得られた変異型蛋白質の機能を調べること

が盛んになってきている。ヌクレオチドをリガンドと

する蛋白質の変異型の検定にもＦLBCが使われるよう

になった。

Ant-dATPは｡ＡＴＰの代わりに，炭疽菌のカルモジ

ュリン活性型ア宗ニル酸シクラーゼに結合するzｱ)。この

酵素のLys-346をＧＩ、に変えた変異型酵素を調べると，

立体１１W造やカルモジュリンを結合する性質などは野生

型と変異型でほとんど差はなかった。しかし，Ａｎｔ－

ｄＡＴＰの結合を調べてみると，このLys残基がヌクレ

オチドを活性部位に強く結合させるのに不可欠である

ことがわかった。

ＴＮＰ－ＡＴＰはミトコンドリアのFoF1-ATPaseのヌ

クレオチド結合部位に結合する''0,7)。この酵素は，多く

のヌクレオチド結合蛋白質によく保存されているGly-

X2-G1y-X-Gly-Lys-Thr疎列をもつ。１番目と４番目

のＧＩｙをそれぞれValとＡｒｇに変えたものやこの領域

がまったく欠けている変異型酵素を使い，TNP-ATP

の結合について調べた28)。この領域はヌクレオチド結合

に重要な役割を担っているが,他の領域,たとえばArg-

x3-Gly-x謬一H`-A｡,(Ｈは疎水性アミノ酸)のペプチド

領域などもヌクレオチドの結合に寄与していることが

明らかになった。

、、ヌクレオチド鐘舍部竹と画雲部位圏の堕唾の測定

ＴＮＰ－ヌクレオチドは380～520ｎｍにかけて，Mant-

ヌクレオチドは300～400,ｍにかけて吸収帯をもつの

で，エネルギー供与体となる適当な蛍光団と組み合わ

せると，励起エネルギー移動の測定によりヌクレオチ

ド結合部位と他の重要部位間の距離の測定が可能にな

る0,7)。

ミトコンドリアのF1-ATPaseの必須Lys残基(Lys-

β162)をＮＢＤ基で化学修飾したものにＴＮＰ－ＡＴＰを

結合させて解析したところ，このLys残基は結合して

いるＴＮＰ－ＡＴＰの末端リン酸のすぐ隣に位画している

ことがわかった29'。また，Mant-ヌクレオチドをＴｍ

残基の蛍光エネルギー受容体として利用すると，この

酵素のヌクレオチド結合部位から１１～13Ａ離れたとこ

ろに１モルのＴｍ残基力粒瞳していることがわかり，こ

の残基がヌクレオチドの結合に亜要な役割を担ってい

ることが示唆されたso)。一方，ＴＮＰ－ヌクレオチドが

Mant-ヌクレオチドによる蛍光のよい受容体になるこ

Ant-ATPはチュープリンのヘテロ２量体あたりに１

モル結合する１８)。このＦＬＢＣがＡＴＰやＧＴＰで完全に

極換されることから，ＧＴＰ結合部位のうちの交換可能

な部位（Ｅサイト）に結合することがわかった。

曰酵素活性の連繍測定

Ant-およびManとヌクレオチドは，対応する天然の

ヌクレオチドとほとんど変わらない生物活性を示すこ

とがさまざまな生体系で明らかになっている。たとえ

ばミオシンATPaseに対しては，Mant-ATPは真の基

質であるＡＴＰと同じように作用し3-6)，詳細な反応機

櫛の研究から求められた各反応ステップにおける速度

定数も大きくても３倍程度になるだけである19,20)。また，

ＡＴＰと同じ程度に筋肉を収縮させることもできる21)。

モーター蛋白質であるキネシンやダイニンのＡＴＰａｓｅ

は，基質ＡＴＰに対して非常に厳密な特異性をもつが，

Ant-ATPやMant-ATPなら十分にＡＴＰの代役とな

れる22.23)。塩基部分を変えたｅＡＴＰはどちらの基質に

もならない。

まったく同じことがＭａｎｔ－ＧＴＰについてもあてはま

る。たとえばp21GTPaseは，Mant-GTPをほとんど

GTPと変わりなく加水分Mi\する２｡｡各反応ステップの
速度定数は，ＧＴＰを加水分解する場合に比べても，２

倍以内の差しかない。

Mant-ヌクレオチドのもう一つの長所は，環境変化

を敏感に反映してその蛍光特性を変える点にある。こ

の性質を利用すると，Mant-GTPがp21GTPaseによ

って加水分解されるのを蛍光変化で追跡できる24.25)。遊

離する無機リン酸を定量しなくても，Mant-GTPの蛍

光変化をモーターするだけで活性の連続測定が可能に

なった。これは，先に述べたように，Ｍａｎｔ－ＧＴＰが

ＧＴＰ本来の生物活性をほとんどそのまま受け継いでい

るから可能なのである。

同じ応用が，ホスホジエステラーゼの系でも報告さ

れている2`)。この酵素は，Mant-cGMPを真の基質で

あるｃＧＭＰとほとんど区別することなく加水分解する2)。

加水分解に伴って蛍光強度が約半分にも減少するので，

これを利用して酵素活性の連続測定も可能になった２０)。

Ｃ・褒塵麺否自画の検定

前述したように，－度ある生体系でＦＬＢＣとこれに

対応する非標識生物活性物質の比較実験を行ない，両

者間にそれほど大きな差が強いことがわかったら，そ

れ以降はすべてＦLBCを使っても研究を進められる。股
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興味深い相関性がみられる３，)。蛍光団の分子サイズが大

きくなるにつれて元の生物活性も落ちてくる。やはり

小さな蛍光団を楓議したＦＬＢＣの活性が股も高い。

Ｂ・神i犀信麹物閏

アセチルコリンを母体としたＦLBC（Ⅲ）はコリン

エステラーゼの基質とはならないが，母体化合物と同

じように神経･筋接合部に特異的に結合するCOD。概識に

使われているピレンの蛍光寿命は92ナノ秒と，他の多

くの蛍光団の寿命よりも長いので，アセチルコリンレ

セプター(AChR)の回転運動などを測定するための有

用なプロープとなる。

Ｃ･毒緊

ＡＣｈＲの研究には別のタイプのＦＬＢＣも使われてい

る。α-プンガロトキシンはアマガサヘピのiRi素で，ＡＣｈＲ

に結合する。この毒素を母体としたＦLBCを用いて蛍

光光退色回復法(FPR法)を使った興味深い研究01,が

報告されている。

ＦＰＲ法では、まずある対象の微小領域に通常の千倍

から一万倍もの強い光を照射して，蛍光性分子の蛍光

強度を約半分程度に光退色させる。蛍光性分子が動き

回っている場合，領域内外で分子の出入りがあり，再

び蛍光を発する分子が集まってくるので蛍光強度が回

復してくる。この回復の過程から蛍光性分子の並進拡

散迦助の速さが，回復の最終値から動ける分子の割合

が求められる。また直線偏光を照射すると回転迎動の

測定が可能になる。

ＦLBCを用い，直線偏光を照射した実験から，クラ

スターをつくっていないＡＣｈＲのほとんどが１ミリ秒

以下から0.1秒の時間スケールで回転していることが

わかった４８)。この研究から，ＦＰＲ法は広い時間スケー

ルで生体分子の回転運動をカバーできる有効な方法で

あることがわかる。

フグの毒素として知られているテトロドトキシンは，

Ｎａチャンネルの同定試薬としての利用価値も高い。こ

れを母体としたＦLBC（1V）も開発されている`動。こ

れらのＦＬＢＣの膜Ｎａ孔への結合力は元のテトロドト

キシンの約半分程度に落ちるが，その股大生物活性は

ほとんど変わらない。標譲蛍光団の蛍光スペクトルを

解析すると，Ｎａチャンネルのテトロドトキシン結合部

位は非常に親水性の高い環境にあることがわかった。

、、発癌プロモーター

皮周発棚の強力なプロモーターであるホルボールエ

とを利用すると，この酵素の触媒部位と非触媒部位に

結合しているそれぞれのヌクレオチド間の距離を測定

できる３１)。求められた距離は17.5Ａで’２つのヌクレオ

チド結合部位がアデニル酸キナーゼなどにみられるの

と同じように，きわめて近くに位凹していることが明

らかになった。

2．ヌクレオチド以外の生物壼性物質

天然物や合成物の生物活性物質のなかにははじめか

ら蛍光性のものもある22)。また蚤白質などの場合，Ｔｙｒ

残基をＴｍ残基に改変して，生物活性を残したままで

蛍光性にするという方法33,もある。しかしこれをＦＬＢＣ

として使うには，その蛍光が弱すぎるなどの不便さが

ある。やはり，ヌクレオチドを母体としたＦLBCのよ

うに，本来の生物活性を残すように工夫して，有用な

蛍光団をつけるしかない。

デザインや応用については，大部分ヌクレオチドの

項で述べたことがあてはまる。これらのＦＬＢＣの特筆

すべき利点の一つとして，蛍光抗体法を使わなくても，

細胞中で問題とするリガンドのレセプターや結合相手

の蛋白質を同定できることがあげられる。アクチンに

特異的に結合する毒ペプチドのファロイジンを母体と

したローダミンファロイジンの例'4)などはこれの代表

格である。

図３に，さまざまなＦLBCの榊造を示した。どれも

が標識する部位を吟味し，工夫を凝らして標識前の生

物活性をかなり残している。ここに示すのは，報告さ

れているなかのほんの一部にすぎない。リン脂質3s)，ホ

ルモン36》，脂肪酸３７)については，それぞれの総説を参

照してほしい。

Ａ・ペプチド

ヒトの好中球の走化性ペプチドを母体としたＦLBC

（Ｉ）は活性発現に不可欠なjV-ホルミル基を避けて，反

対側のＣ末端Lys残基に蛍光団を標識している38)。こ

のＦＬＢＣを使うと．好中球にペプチドが取り込まれる

様子を蛍光顕微鏡を使ってリアルタイムで観察できる。

ペプチドのＮ末端側に楓識すると，活性のまったくな

いＦＬＢＣが得られる。小さなペプチドを母体とした場

合でも，標識する部位をエ失しさえすれば有用なＦＬＢＣ

が得られる好例である。

脳下垂体ホルモンのリジンパソプレッシンのＦＬＢＣ

(、）の標識蛍光団の分子サイズと生物活性の間には，
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図３さまざまな生物活↑生物質を母体としたＦLBC

母体化合物と対応するＦLBCの棡迫を示してある。（１）,（Ⅱ）については．Lys幾基のみ全栂造を示してある。
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せよ，常にその使用限界を念

頭に趣いて実験を行なわなけ

ればならないことを教えてく

れる。

Ｅ･コルヒチン類似物

コルセミドは微小管機能を

制御するアルカロイドである

コルヒチンの類似物で，チュ

ープリンに可逆的に結合する。

Ａ現とＣ環は活性発現に関与

するので，筆者らはＢ環のメ

チルアミノ基に蛍光団を標識

鶏
CH9コルセミド；Ｒ＝Ｈ
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波長 (nｍ） 趣蛍lnmノしたNBD-コルセミドを開発

図４エタノール中におけるNBD-コルセミドの吸収スペクトル（－）と蛍光スペした44)(図4)。このＦＬＢＣは

クトル（---）400～500,ｍに吸収帯をもち，
励起波長，４７０，ｍ･挿入図：コルセミドとNBD-コルセミドの栂造。

500～600,ｍに蛍光を発する。

生物活性は元のコルセミドと

ほとんど変わらず，チュープリンのヘテロ２通体あた

り１モルが10`Ｍ程度の結合定数で結合する。チュープ

リン以外の蛋白質とはほとんど結合しないので，蛍光

団による疎水性非特異的結合の心配はない６５)。

ＮＢＤ‐コルセミドの蛍光はチュープリンに結合すると

非常に強くなるので，結合していないものがあっても

そのままで，ウシ脳の微小管のネットワークを蛍光顕

微鏡によって観察することができた"）（図5)。

ステルを母体としたＦＬＢＣＷ）は，母体化合物とま

ったく変わらない生物活性をもつだけでなく，プロテ

インキナーゼＣ（PKC）に対する結合の強さも両者間

でほとんど差はみられない43)。このＦＬＢＣの蛍光は細

胞内のレセプターに結合すると２０倍も強くなるので,

結合していないＦLBCがあっても，そのままでレセプ

ターの所在を観察できる。

しかしさらに詳しく調べてみると，このＦＬＢＣはＰＫＣ

以外の蛋白質にも非特異的に結合することが明らかに

なり，細胞中のＰＫＣの存在を確認する試薬として使う

には問題がある。この報告は，どんなＦＬＢＣを使うに

1V・蛋白質を母体としたＦLBC

蛋白質を母体としたＦLBCのデザインは，分子通が

大きい分だけ標識する部位の数や反応基の標識が多く

なり，この意味でリガンドを母体としたＦLBCよりは

デザインや調製が簡単である。こうして得られたＦＬＢＣ

は，マイクロインジェクションなどの手法によって細

胞内に入れることも可能で，母体の蛋白質と結合する

他の蛋白質や細胞内の同じ蛋白質の同定などに非常に

有効に使われている。これについては他の総説``)を参

照してもらうことにして，以下にはこれ以外の興味深

い応用例について紹介したい。

図５NBD-コルセミドの結合により可視化されたウシ脳

徴小管

徹小菅（25浬M）にNBD-コルセミド（０．５〆M）を加え，ただち

に蛍光顕微鏡で観察した。500倍。

1．鰹生きている”ＦＩＲ、

蛋白質を母体としたＦLBCのなかには，生物を生か

したままで蛍光標識した，生きているＦＬＢＣというユ
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生きているＦＬＢＣとして他の実験にも応用できる。ニークなものが報告されている。

Ｈ２[膜炎を起こしたマウスの大食細胞の食作用を調べ

るために，バクテリアを蛋白質の蛍光修飾試薬である

フルオレセインイソチオシアナートで標識し，この"生

きた”ＦLBCを大食細胞に食べさせるという応用例４７）

がある。この実験では，食作用後に臭化エチジウムを

さらに加えると細胞外に残されているバクテリアの蛍

光は消光されて赤榿色に変わるが，細胞内に取り込ま

れているものは消光されないので緑色蛍光を発したま

まであることを巧みに利用している。この“光るバク

テリア,'は凍結乾燥すると半年程度は保存が可能で，必

要に応じて水に溶かすと生き返って蛍光を発するとい

う48)。

これとは少し違い，生物の体表を非化学結合的に蛍

光標識する報告もある。コムギ胚凝集素(WGA)はjV-

アセチルグルコサミンなどと特異的に結合する蛋白質

である。この活性を保持したままでフルオレセインを

化学的に標識した蛍光性ＷＧＡは，体表にキチンオリ

ゴ糖などをもつ動植物に結合できる。この結合は化学

結合とは異なって生体にあまりダメージを与えないの

で，フィラリアなどの寄生虫を生かしたままで蛍光性

にできる４，)。このような"蛍光性の服"を着た寄生虫を

2．パイオセンサーとしてのＦＬＢＣ

蛋白質を母体としたＦLBCを一種のパイオセンサー

のように使うと，特定の生体物質を感度よく定量でき

る。鉦者はミオシン頭部のATPase(S-1)の活性部位

の近くに，酵素活性を残したままで蛍光団のアンスロ

イル基（ＡＮ基）を標識することに成功した50)（図6)。

得られたＦＬＢＣ(AN-S-1）の470,ｍにおける蛍光強

度はＡＴＰを結合すると約30％減少し，ＡＴＰが加水分

解されるとさらに２０％減少する５１．５２)。ＡＴＰがＡＤＰに

加水分解されるときの蛍光変化の半値時間（田,2）と

ＡＴＰの溜度は直線関係にあるので（図６挿入図)，逆

に、2がわかれば試料中のＡＴＰ濃度を知ることがで

きる。Ｓ－１はＡＴＰ以外のヌクレオシド三リン酸(ＮＴＰ）

も基質とするので，生体試料を使うとＮＴＰ全部を分析

することになる。Ｓ－１を凍結乾燥して保存することも可

能である。蛍光光度計の感度をさらに上げると，１０－７

～10~３Ｍの広いレンジでＮＴＰを分析できる。

Ｍ新しいﾀｲﾌﾟのＦＬＢＣ

最後に，新しいタイプの

FLBCについて考えてみたい。

これまでみてきたように，あ

るリガンドの活性を保持した

ままでその一部に蛍光団を標

識したＦＬＢＣは非常に有用で

あることは明らかである。し

かしMant-ATPを例に考え

てみると，これを使って酵素

のアデノシン結合部位の榊造

だけを探ることはできない。仮

にこの蛍光団をＡＴＰやアデノ

シンの塩基部分に標識できた

としても，このようなＦＬＢＣ

では塩基部分の特異性が壊さ

れているので，もはや問題と

する酵素のＡＴＰ結合部位に

正しく入ってくれない。塩基

部分を邪魔しないようにアー

ムを伸ばし，その先に蛍光団

。｡｡

」４ＤＢn用

oCC 
Ｉ 

（
嶺
）
邑
級
装
詞

図６９－アンスロイルニトリル（ANN）により蛍光標職されたミオシン頭部（S-I）

を使ったＡＴＰの分析

挿入図（左昨ＡＮＮとセリンの反応式，挿入図（右）：蛍光強度変化の半値時間とＡＴＰ溜度の

関係。標識Ｓ－１濃度＄３．８脚M,行：半値時間。
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位に化学、諭的に強く結合す

ることが知られている53-57)。

その結合は其のリガンドと競

争的であるばかりでなく，複

合体のＸ線結晶解析の結果か

らは，本来のヌクレオチドの

塩基結合部位そのものにしっ

かりと結合していることが明

らかになっている。この完全

な説明はいまのところ不可能

であるが，一般に壷白質のヌ

クレオチド結合部位で塩基部

分が結合するところは疎水性

が高く，この疎水性と他の要

因がうまくⅢなった結果蛋白

質が蛍光色素を強く結合して

しまうらしい。これを新しい

タイプのＦＬＢＣと考えること

も可能で,結合する蛍光色素

￣■ 

［PPBA]仏M）

図７ｐｐＢＡの構造（上）とＰPBAによるミオシン頭部（S-I）Ca2-ATPase活性の阻
害のDixonプロット（下）

PPBA：３－[4-(3-フエニルー２－ビラゾリンールイル)ベンゼン-1-スルホニルアミド]フェニルホウ
酸．各プロットは横軸の上方の1点で交わり．ＡＴＰとＰPBAがＳ－１に鋲争的に結合すること
を示している。

をぶらさげるという方法もあるが，このようなＦＬＢＣによってはヌクレオチドの塩基結合部位の榊造を探る
はもはやアデノシン結合部位から遠く離れたところの有用なプロープとして利用できる。

愉報しか知らせてくれない。結鎗としていえることは，笠者はこの発想に基づいて，６０以上もの蛍光色素に
まったく新しい発想が必要であるということだ。ついて検索した。その結果，一見ＡＴＰとは似ても似つ
生体反応は厳密なようで，時として思いがけずルーかない蛍光色素(PPBA；図7)がS-1に１モル結合し，
ズな面もみせてくれる。もっとも現在のところその〆その結合はＡＴＰと鐘争的であることを見いだした５８)。
カニズムを説明できないので，人IHIの方がルーズだと非常に面白いことにＰPBAの結合ポケットはヌクレオ

思い込んでいるだけかもしれないが。たとえば，さまチドが結合するとより強固なものに変えられ，その解
ざまな蛋白質や酵素が，一見ヌクレオチドとは似ても砿定数は0.8〆Ｍにもなる。これは，ヌクレオチドの結
似つかない楢造の蛍光色素をそのヌクレオチド結合部合により，アデノシン結合部位に結合しているＰPBA

が，疎水性アミノ酸残基に取

衷L鶯農ざ鈍岬･禰剛壱RRLw,合………醗鰯獺lbK
大波長．アクリルアミドによる消光定数および梼離疋敵

ままでのＦLBCでは，蛍光団
蛍光極大波長消光定数解醗定数

（nm）（M-l）（〆M）とＡＴＰが同時にＳ－１に結合

ＰPBA（S-1不在下）４５２６．１±0.3するのでこのような実験は不
ＰPBA･Ｓ－１ 可能であった。

－リガンド４３８１．３±0.1２６ 疎水性アデノシン結合ボケ
＋アクチン４２６１．１±0.1４．６
＋ADP４１９１．３±０１３．３ツトにはまり込んだＰＰＢＡに
＋ＡＭＰ－ＰＮＰ４１９１．２±0.1２．６ ついて調べると，このポケッ

＋ATP（加水分解中）４１９0.48±0.02０．８０ 卜はＡＴＰを加水分解してい

ＡＴＰ加水分解中のＳ－１に暗合しているＰPBAだけ力祷立って強く結合し，測光定数も小さく， るときだけ閉じているかまた
短波長側に蛍光極大を示すことがわかる。これらの結果から，Ｓ－ｌのＡＴＰ結合ポケットは．
ATP加水分解中は閉じているか固くなったibR水性の高い棡造をとると考えられる。は固くなるような柵造変化を
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起こすことが示唆された（表1)。ミオシンがＡＴＰを

加水分解して得た化学エネルギーを筋収縮という力学

エネルギーに変換するときの趣となる璽要な桝造変化

が，ＰPBAによって検出されたのかもしれない。
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:謎Ｉ団

大阪大学蛋白質研究所セミナー生体系における分子キラリテイ

日時：平成６年１１月１４日（月）１３：00～１７：４０，１５日（火）９：３０～１５：４０

ｉ目所：大阪大学蚤白質研究所調堂

所長挨拶中川八郎（阪大・蛋白研）ン：晒気画線二色性スペクトルとの実験的比較

OpticalActivityofBiopolymems：AHistrocaIPer‐山岡究（広大・理）

spectiveR,ＷＷｏｏｄｙ（コロラド州立大）ポリペプチド溶液の匝場による族光度変化

キラル有機化合物のＣＤと絶対立体化学松本光弘（徳島大．紹合科学）

原田宜之（東北大・反応研）ヘモグロビンの楠造と機能に関する研究とＣＤ

アキラルなホストーゲスト鉛形成のＣＤによる検討：キラ長井雅子（金沢大．医短）

ルな溶媒の利用宵山安宏（長岡技科大・工）非天然芳香族アミノ酸を含むポリペプチドのＣＤ

結晶場の不斉認諏戸田英三夫（愛媛大・工）宍戸昌彦（岡山大・工）

キラル蛍光色紫の股叶と応用目黒照（東北大・農）蛍光検知ＣＤ-盃白質中の芳香族側鎖について

花の色素と円二色性近藤忠雄（名大・分析セ）児玉高志（阪大．盃白研）

多麺類誘導体によるキラル鐡別岡本佳男（名大・工）畷起ＣＤを用いたＤＮＡ－ポルフィリン相互作用の研究

金屈錯体のキラル異姓化とＣＤ安井隆次（高知大・理）鳳田玲子（東大．教養）

放射光を用いた磁気円二色性および円二色性の研究分子軌道法による合成リポヌクレオチドーキナクリン複合

宮原恒丑（高エネルギー研）体の瞬起ＣＤ谷誠次・久保田幸雄．今村詮

円個光分散計に関する2,3の諸題高桑尭（日本分光）（山口大．理，広大．理）

RecentDeveIopmentintheTheoryofBiopolymer分子握動光学活性分光法（赤外ＶＣＤ・ラマンＲＯＡ）の

CiTcuIaTDichroismR・ＷＷｏｏｄｙ（コロラド大）現状と展望菅田宏（阪大．逓白研）

ストップドフローＣＤによる盃白質折れ丑み課程の解析世歴人：山岡究（広大.理)，原田宜之（東北大.反応

桑島邦博（東大・理）研)．宍戸昌彦（岡山大・エハ菅田宏（阪大・

円二色性を用いたポリペプチドβ櫛造の研究盈白研)，京極好正（阪大．盃白研）

前田悠（九大・理）連絡先：菅田宏・京極好正（阪大・盃白研）

ポリペプチド吸収帯のＣＤスペクトルとコンホメーショ TeLO6-879-8598FAXO6-879-8599 
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