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レ シ オイ メ ー ジ ン グを可能 とする

　　FRET 型蛍光 プ ロ ー ブの 開発

菊地 　和也

　現在はボ ス 1・ゲ ノム 時代 で あ る が，こ の時代の 生物学

研究 の 人きな 目標 として 生体内 に機能 して い る 分 子 の 役

割 を機能して い る そ の 場 で 明 らか に す る こ とが 挙げ られ

る．光を用 い て 生体内 に 機能す る 分 了
．
を可視化す る こ と

がで きれば．細胞 をす りつ ぶ した状態 で は 得 る こ とが で

き な い 牛 きた 状態 に お け る 分 ∫動 態を 明 ら か に で き る と

考 え られ る．こ の た め，化学情報を読 み 取 り可 能な光情

報 へ と変換 で きる セ ン サ
ー

分子 をデザ イン ・合成し牛物

応用 に 成功した．生化学 の 発展とゲ ノ ム 解読の 進行に よ

り細胞内で の 情報伝達物質やその 物質を認識す る 分 丁が

次 々 に 同定 され，試験管内で の 性質が明 らか に され る よ

う に な っ た．現在 で は ポ ス トゲ ノ ム と言う 言葉が 汎川 さ

れ る が こ の 時代 に は，次 の 目標 で あ る 生理的条件 で の 機

能 の 解明が重要視され る ように な っ て きて い る．こ の た

め に は細胞 をす り つ ぶ さな い で ．牛 きた ま ま 機能 を 調べ

る こ とがで きれば多 くの 情報が得られ る と考え られ る．

こ の H的 の ため，細胞内分子と特異的 に 反応 して 蛍光特

性が変化す る セ ン サ ー分 丁
一
をデザ イン ・合 成 し直接細胞

に 応川す る こ とを試 み た．こ の 結果，生休情報 を読 み取

り可能な光情報 に 置き換 え る こ とで 生体内分子 の 空間

的 ・時間的な変化を解析す る 手法 を創 り出 す こ とが 可能

とな る．本稿 で は成功例 として，蛍光共 1鳥エ ネル ギー移

動 （nu ・・e ・・ en ・ e ・e ・・ n ・ nce 　en ・・gy　l・ans 飴 ・」 FRET ）を応

用 したチ ロ シ ン ポ ス フ ァ タ ーゼ セ ン サ ー
分 壬に つ い て紹

介す る．

レ シ オ測定の 重要性

　蛍光 セ ン サ
ー

分 子 を用 い て 可視化解析を行 う際 の 最大

の 利点は高感度 で あ る点 で あ る．しか し，実際 に 生物応

用を行 う際 に は，こ の 高感度 の た め測定誤差 が 牛 じや す

い とい う問題点が挙 げられ る．細胞 に 応用す る 際 に は，

蛍 光セ ン サ
ー

分子周囲 の 環境 の 変化 （pH ，極性 の 変化，

温度 な ど），細胞 の 厚 さ に よ る 強度変化，セ ン サー分子の

局在 に よる 濃度 の 違 い 等 の 影響を受けて 測定誤差 を生 じ

る．これ らの 要因 に よ る測定誤差 を減少 し，定量性 の 高

い 測定法 と し て ，レ シ オ 測定 （T
’
11LtiOIIIet］

1iC
　IIIeasUrelllCrlt ）

が報告 され て い る t：】．レ シ オ測定 とは，蛍光 ス ペ ク トル

また は励起 ス ベ ク 1・ル に お い て，異な る 2波長 で の 蛍光

強度 を 同時に 測 定 し，そ の 比 （レ シ オ）を 言「算す る 手法

で あ る，レ シ オ 測 定 を可 能とす る た め に は，測 定対象分

子 と の 反応 あ る い は 分 丁認識 に よ っ て 励起光 波長 あ る

い は 蛍光波長が変化す る セ ン サー
分 了

・
が 必 要 とな る．こ

の た め，FRET の 効率変化に よ っ て，蛍 光 ・励起波長が

変化す る セ ン サ ー
分子 を 作製 した．FRET を利用 した セ

ン サ ー
分子 と し て 初 め て 報告 さ れ た も の は，cAMP セ ン

サー分 r一で あ る FIGRhR （フ リ ッ カー）で あ る 2｝．そ の

後 1994年 以降は グ リーン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （green　fluo−

rescent 　protein，　GFP ）の 生物応用
3）が盛ん に な り，1997

年 に Ca2 ＋ 結合 に よ る タ ン パ ク質の コ ン フ a
．
メー

シ ョ ン

変化を FRET 効率変化に変換 で き る cameleOn が 報告 さ

れ 4），こ れ 以 降GFP を用 い た FRET セ ン サーが 多 く報告

されて い る，

　FRET と は，ドナ ーで あ る 蛍光色素 を 励起 し た と き、

励起 エ ネ ル ギーが 近傍に存在す る ア ク セ ブ ター
分

一
r一に 移

動す る 現象 で あ る．ア ク セ プ ターが 蛍 光分子 で あ れ ば

ア ク セ プ ターか ら の 蛍光が観測 さ れ る，FRET は 分光学

定規 〔optical 　rulcr ） と も呼ば れ，　 FRET 効率は ドナー
分

子 とア ク セ ア ター分 子 の 距離を 反映す る．こ の 現 象 は，

1970 年前後に プ ロ リ ン を 用 い た ベ プチ ド鎖 に 蛍 光 色素

を 2 つ 導入 す る こ と で実証され た 51．

FRET の 原理

　ま ず FRET の 原理 に つ い て紹介 し，デザ イ ン を す る際

の 着 口点 に つ い て 説 明 した い ，FRET と は ドナー
の 蛍 光

団 と特定 の 条件を 満 た す ア ク セ プ ターの 蛍 光 団が 近傍 に

ある場合，ドナーを 励 起 す る と
一

重項状態の エ ネル ギー

が ア ク セ プタ ーに 移動 し，ア ク セ プ ターが 励起 さ れ る 現

象で あ る．こ の 場 合の エ ネル ギー
移動 は 分 r澗 の 接触 を

必 要 としな い 比較的長距離で 起 こ る．こ の よ う な 空間 を

介 して 起 こ る エ ネル ギー移動 は 次 に 示 す b
’
6rstei・の 関係

式 （1） に 従 い 移動速度定数概 が 成 り立 つ fi，．

　kl＝｛9000（lnlO）K2 ／1128π
5n4

ノ＞Ar6 ｝k1　　 （1）

　（11は溶媒 の 屈折率 N へ は ア ボガ ドロ 数）

　FRET の 起 こ りや す さ は 桁 の 大 き さ に依存す る が，分

子デザ イン を行 う際 以 ドの 3 つ の 因子 （K2 ，ノ，’う を

変化 させ る こ とで 新 を変化 させ ，セ ン サ ー分 f の 波長変
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化 を も くろ む こ と が で き る η．

　1） 1（
2

：配向囚子 （oricntation 　flctor）．ドナ
ーとア ク

　　　 セ プ タ ー
の モ

ーメ ン トの 相対的な 向 き を表す．o

　　　 か ξ且 に値を と り，両 モ ーメン トが 直交 し て い る

　　　 場合 に は 0，平行 の 場 合は 4の 値 を と る．合成小

　　　 分子 を 用 い た 場合 は，両 モ
ーメ ン トが 自Hi［・1転 し

　　　 て い る と考 え 21S に近 似 し て い る．現 在 ま で に，

　　　 1（
2 を変化させ 得る セ ン サ ー

分子 は報告 さ れ て い

　　　 な い ．

　2）ノ ：重 な り積分 （overlap 　imcgra】）．ドナ ー
の 蛍 光

　　　 ス ペ ク トル と ア ク セ プ ターの 吸収 ス ベ ク 1・ル の

　　　重な り を示 し，ノの 値に k・，は 比例 す る．ア ク セ プ

　　　 ター分 了
一
の 量 予収 率 に よ っ て 影響 さ れ な い た め，

　　　 重 な り積分 の み 存在す れ ば エ ネル ギーは 移動す

　　　 る，つ ま り，光 らな い ア ク セ プ ター
へ の エ ネル

　　　 ギー移 動 も起 こ り う る．ドナーとア ク セ プ ター
の

　　　 組み 合わ せ に よ っ て変化す る値で あ る．

　3） r ： ドナ ーとア ク セ プ ター
の 問 の 距難．亀 は lfr6に

　　　 比 例 す る．よ っ て，距 離が 大 き くな る と 針 は 小

　　　 さ くな る．こ の 変化を も と に 波 長変化を も く ろ

　　　 んだ セ ン サ ー
分子 が最も多 く報告 さ れ て い る．

　以 下 に，7’とノを 変化 さ せ る こ と で セ ン サ ーデ ザ イ ン を

行っ た 例 を紹介す る．

距離変化型 FRET セ ンサ
ー

分子

　本研究 で は，最初 に 距離変化型 の FRET セ ン サ ー
分子

をデザ イ ン ・合 成 した，50％ の FRET 効率を与え る距離

は F6rster半径 （Ro） と呼 ばれ，ドナ ー・ア ク セ プ ター
の

組み 合 わ せ （重 な り積分）に よ っ て 決 ま る 値 で あ る．こ

の Ru は 通常 の 小分 子 ペ ア で は 5 − IO　nu
’
n 程度 とな る．こ

の n 。 を超 え て 距 離変化 が 起 これ ば ET が 変 化 し，測 定蛍

光波長 が変化 す る は ず で あ る．

　当初．細胞が ア ポ 1・　一シ ス を 起 こす時 に 活性化 さ れ る

Caspasc3 活 性 を 可 視 化 し よ う と研 究 を 開 始 した ，しか

し，単純に ペ プチ ド鎖の 両端 に 2 つ の 色素を導入 した 場

合，水溶液中で は消光 す る．同 じ セ ン サ ー
分 丁を メ タ ノ

ー

ル な ど の 有機溶媒 に 溶 か した 場合 は FRET が 観測 さ れ

る 7
’
｝．蛍光色素は

一
般 に 疎水的 な 構造 を有 して い る た め，

水溶液中で は 基底状態で無蛍 光性 の 会合体を 形成 す る こ

と が 報 告 され て い る 9，）．しか し，蛍 光 セ ン サ ーと して 細

胞 や 生体組織で応用 す る た め に は，水溶液 中で 機能 しな

けれ ば な ら な い 9｝． こ の た め．水溶液中 で の 色素会合を

妨 げる こ と を 狙 っ て 分 子デザ イ ン を 行 っ た．

　測 定 ターゲ ッ トと して リン 酸 ジ エ ス テ ル 結合の 加水分

解を触媒す る ホ ス ポ ジ エ ス テ ラーゼ を選択 し た．分子 デ

2006年 　第5号

生体分子の可視化プ ロ
ーブ

ザ イ ン と して は，酵素活性 に よ っ て blrlk分 解 さ れ る リン

酸 ジ エ ス テ ル 構造 の 両端 に リン カ
ー

を介 して ク マ リン

と フ ル オ レ セ イ ン を導入 した．リ ン カ
ー

と して は tlexible

な エ チ レ ン と rigid な シ ク ロ ヘ キ サ ン を選択 し組 み 合わ

せ て 分子 デザ イン を行 い ，CPF （α川 marin −p｝iosphate −

fluorcscein）類 と命名 し た．エ チ レ ン 鎖 2 つ を リン カー

と し て 川 い た CPF1 は 水 中で ほ とん ど蛍光性 を 示 さ な

か っ たが，シ クロ ヘ キサ ン 構造 を2 つ 導入 した GPF2 で は

FRET 由来 の フ ル オ レ セ イン の 蛍光 が 観測 さ れ た Iu）． こ

の 理 lhは，シ ク ロ ヘ キ サ ン 構造は rigid な構造 を とる た め

に，分子全体 の 自由度が ドが り，ドナ
ー

とア ク セ プ タ ー

が 会合 で きな い た め で あ る と考え られ る．リ ン カ
ー

にエ

チ レ ン 鎖 と シ ク ロ ヘ キサ ン 構造 をそれぞれ 1 つ ずつ 有す

る CPF3 で は，　 CPFI と同様 に 会合 に よる 消光が起 こ っ て

い た．また ，co π】trol と し て 酵素反応 に よ る 切 断後 を想 定

し，ク マ リ ン と フ ル オ レ セ イン を混 ぜ た 溶液 で は，FRET

は 起 こ らず ドナ
ー

の 蛍光が観測 された．さ ら に，酵素反

応 に最適な リ ン カー
を選択 し，リン 酸 ジ エ ス テ ル 近傍 の

立 体障害 が シ ク ロ ヘ キサ ン よ り も小 さ い フ ェ ニ ル 基 を 2

つ リン カ ーと し た GPF4 が最適 で あ る こ とが示 された．

CPF4 を ク マ リン の 励起波長 370 　nni で 励起す る と，515

nm 付近 に FRET 　I亅1来 の 強い ア ク セ ブ
．
ター

蛍光を示 した．

ホ ス ポ ジ エ ス テ ラーゼ を添加す る と，時間経過 とともに

515nm の ア ク セ プ ター
蛍光が減少 し て 450 　nm 付近 の ド

ナー
蛍光が 増大 した 11）．こ の 蛍光波長 の 変化 は，先 に 述

べ た レ シ オ 測定 を可能 とす る，

重な り積分変化型 FRET セ ン サ ー
分子

　次 に，標的酵素 との 反応 に よ っ て 重な り積分が 変化す

る FRE
’
1
’
セ ン サ

ー
の デザイ ン を行 っ た．フ ル オ レ セ イ ン

は ラ ク トン 型 とキ ノ イ ド型 の 2 つ の コ ン フ ォ メ ーシ ョ ン

　

　

　

0鼠
　

NH暗鱗
 

　 0 　 　 　
丶ミ　 　 ク 　 　 　　O

HO
’Ro 〃

O
・・

0
−P・OH

　 OH　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OH

　 　 　 　 　 　 　 　 1

℃ ズ ＿
．
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　 OHO
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　 　 　 　 　 OH
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∠

図 1．重 な ワ積分 変化型 PTP 蛍 光セ ン サ
ー一
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を と り，そ れ ぞ れが人 きく異な る 吸収 ス ベ ク トル を 示す

こ とが知 られて い る．こ の 性質を利用 して，重な り積分

を ス イ ッ チ とした セ ン サ
ー

分 子 をデザ イ ン し た （図 D ．

キ ノ イ ド型 の フ ル オ レ セ イン は 490nm 付近 に 強 い 吸収

ピ ークを示 すが，ラ ク トン 型 フ ル オ レ セ イ ン の 吸収 は

UV 領域 の み で あ る．ク マ リン を ドナ ーと し た 場合，キ

ノ イ ド型 は 大 き な重な り積分を持 つ の に 対 し，ラ ク 1・ン

型 で は ス ペ ク 1・ル の 重な り は存在 しな い ．したが っ て，

水 酸基 に 置換基 を 導 入 して ラ ク トン 型 とな っ た フ ル オ レ

セ イ ン と ク マ リン を 分 丁
一
内 に 導入 した 場合，ス ベ ク 1・ル

の 重な りが な い ため に エ ネル ギ
ー

移動 は起 こ らな い ．こ

の た め，ク マ リン の 励 起 エ ネ ル ギ
ー

は，その ま ま ク マ リ

ン の 蛍 光 と して 観測 され る．こ の セ ン サ ー分子が 標的酵

素の 基質とな り置換基 が 加水分解 を受 ける と，フ ル オ レ

セ イ ン が キ ノ イ ド型 に 変換 さ れ て FRET が 起 こ り，ド

ナーを 励 起 す る こ とで ア ク セ プ タ ー蛍 ）
ic’
が 検出 され る よ

うに な る，この 検 出原理を使 っ て，タ ン パ ク質チ ロ シ ン

ポ ス フ ァ ターゼ （PTP ）活性 に よ っ て 波長変化す る セ ン

サー
分子 を デザ イ ン ・合 成 した．

　 PTP は リン 酸化チ ロ シ ン の 脱 リン 酸化を行 う酵素 で あ

り，チ ロ シ ン キ ナーゼ に よ っ て リ ン 酸化 さ れ た チ ロ シ ン

残基 を 元 の 状態に戻し，タ ン パ ク 質 リン 酸化 に よ っ て 行

わ れ る細胞 内 シ グ ナ ル 伝達 を 調節す る 重要な酵素 で あ

る，PTP は イ ン ス リン シ グナ ル 伝達，細胞の 分 化 ・成 長，

神経系な ど 牛 理過程に お い て 重要な役害1」を 果た して い

る，しか し，こ れ らの作川 は細胞 を す りつ ぶ し得 られた

pTP の 活 性 を も と に 細 胞 内 で の 作 用 を 示 し た も の で あ

り，生細胞内 で の作用 を直接示 した も の で は な い．さ ら

に，細胞増殖時な ど，細胞 が 生 きた 状態で の 活性 が 重要

視 さ れ る状態 に は 対応 で きな か っ た． こ の た め，PTP 活

性をイ メージ ン グで き る セ ン サ ー
分子 に よ っ て 従来調 べ

る こ とが で き な か っ た Pl
’
Pの機能が 明 らか に な る fi1

’
能性

が あ る．こ の 状況 ド，生 き た 状 態 で の PTP 活 性 を 口∫視化

す る こ とで 新 た な 生物学現象が 明 らか に な る の で は な い

か と 考え，セ ン サ ー
分子 の デザ イ ン

・合成 ・生物応用 に

着手 した 、

　PTP 蛍 光 セ ン サー
分 子 と して 2 つ の リン 酸基 を導入 し

た ラ ク トン 型 フ ル オ レセ イ ン を，リン カ ーを 介して ク マ

リン と結合 さ せ た 化 合 物 1 を デザ イ ン した （図 1）．リン

カーに は，色素 の 会合 に よ っ て 消 光 しな い よ うに シ ク ロ

ヘ キ サ ン 構造が 選択 さ れ て い る．水溶液中で 化合物 1 を

ドナ ー
の 励起 波長 400 　nlll で 励 起 した と こ ろ，4SO 　nm 付

近 の ドナ
ー

蛍光を示 した ，PTP の
一

種で あ る PTPIB を添

加す る と，45e 　nm 付近の ドナ ー
蛍光が 減少 し．515nm

付近 の ア ク セ ブ
．
タ ー

蛍 光が 増 大 した 12
兵 図 2）．こ の 結 果
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図2．PTP 蛍光 セ ン サ
ー

の 蛍光 ス ベ ク トル 変化

は，重な り積分を ス イ ッ チ と し た 検出原理が機能す る こ

と を示 し て い る ．エ チ レ ン 鎖 を リン カ ー
に 持 つ 化合物 2

で は 蛍光強度 は 弱 く， こ の 場合 も色 素会合 を 妨 げ る た め

に rigid な リン カ
ー

が必要 で あ っ た．

　特笠すべ き結 果 と し て ， E記 セ ン サ ー
分子 1 を用 い て

生物応用 に 成功 し，細胞増殖 時の PTP 活性 の 変化 を 初 め

て 可視化 で きた こ とが挙げ られ る．通常 の 細胞で は細胞

増殖時は細胞 内の 酸化 ス トレ ス が強 くな り，PTP 活性 は

抑え ら れて い る．しか し，細胞が 増殖 し接触阻害 を 起 こ

した場合は PTP 活性が 高 くなり増殖阻害が起 こ る こ と が

初 め て 明 ら か に な っ た．こ の 場合，レ シ オ 測定 に よ っ て

細胞 内に 導入 し た セ ン サ ー
分子 の 濃度差を補 ［Eで き る こ

とが特 に 有効で あ っ た．

　生物応用 の 成功 に は，セ ン サ ー
分子 の ターゲ ッ ト選 び

が 重要 で ある．つ ま り，ター
ゲ ッ ト選び に は，どの よう

な セ ン サ
ー

を 作製す れ ば ど の 牛物現象が 明 ら か に な る か

とい う生物学上 の 疑問点 が 重要なの で あ る．こ の 対象設

定 に よ っ て 研究全休 の 方向性が決 まる．そして，こ の 生

物学 の 問 題点解決 の た め の 新 しい 分 了デ ザイ ン が 牛まれ

る．
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