
フラボタンパク質の一種であるアルデヒドデヒドロゲナー

ゼに類似した新規なモノオキシゲナーゼ（IcpA）であるこ

とを明らかにし，我々は大腸菌を宿主とした酵素の発現系

とインジゴやインジルビンを生産する系の構築に成功し

た．

トルエンジオキシゲナーゼなどインジゴを合成すること

が知られている酵素は，複数のコンポーネントが会合した

マルチコンポーネント酵素であり，インジゴを合成する微

生物を育種するためには，各コンポーネントを共発現する

必要がある．しかし，宿主として使用する微生物の性質や

培養条件によって，コンポーネントの会合が不安定になる

ことがある１０）．一方，本酵素は icpA 遺伝子を単独で発現

することで，インジゴやインジルビンを合成できる点に特

徴があり，微生物や植物など多様な生物種による異種発現

への応用が期待できる．また，インジゴは，染料として全

世界で年間約１万７千トンが利用されており，現在は殆ど

が化学合成で生産されているが，既存の生産技術は，エネ

ルギー消費が多く，環境負荷が高い．さらに，インジルビ

ンは，抗がん活性を示す化合物として，臨床現場における

応用が試みられており，IcpA酵素は，インジゴやインジ

ルビンを生産する環境に優しいバイオプロセスの構築へ応

用が期待されている．

５． お わ り に

人類は，農業や食品製造，環境浄化，医薬品，化成品の

生産など，様々な分野において微生物を活用し，豊かな社

会の創造に役立ててきた．しかし，これまでに人類が手に

している微生物遺伝子資源は，ほんの一部に過ぎず，有用

な遺伝子資源の探索と活用は，私達の生活をより豊かにす

る可能性がある．今後の研究の進展に期待したい．
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細胞内在性タンパク質の選択的化学修飾と
エンジニアリング

は じ め に

生命科学はポストゲノム時代を迎え，分子システムとし

ての生物の理解が進みつつある．それに伴い，個々の精製

タンパク質の in vitro での生化学的解析に加え，細胞，組

織，個体といったより高次な複雑系におけるタンパク質の

機能を分子レベルで解明することが大きな課題となってい

る．特に近年，細胞や生体内でのタンパク質の挙動をその

ままの環境下で「その場解析」する重要性が高まってきた１）．

現在，そのためのアプローチの一つとして，GFPなどの

蛍光タンパク質を用いたバイオイメージングが世界中の研

究室で盛んに行われている２）．その有用性について疑う余

地はないが，この手法では，対象タンパク質に蛍光タンパ

ク質を融合したものを細胞内に発現させ，あくまでもその

「影武者」となる分子を観察しているという点に注意しな

くてはならない．また，遺伝子発現を要する手法では，必

然的に対象タンパク質を余分に（過剰）発現させるため，
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人工的な細胞環境下での対象分子のふるまいを解析せざる

を得ない．生命現象や疾病発症の作用機序を真に理解する

ためには，遺伝子操作を行わず，細胞にもともと存在する

内在性タンパク質の機能や挙動をその場解析するという方

向性が，今後，極めて重要になってくるものと考えられる．

細胞内の特定の「内在性」タンパク質を選択的に合成分

子プローブによって「化学修飾（ラベリング）」すること

ができれば，インタクトな細胞や in vivo 環境下でのタン

パク質機能解析が可能になるものと期待される．例えば，

あるタンパク質を蛍光色素で修飾し，その局在動態を観察

する，あるいは，他のタンパク質との相互作用を蛍光変化

によって検出するといったようなことが，細胞にもともと

内在する真の対象タンパク質を用いてできるようになるで

あろう．化学ラベリングに基づいたアプローチでは，蛍光

色素に限らず，NMRプローブ，ESRプローブ，光クロス

リンカー，ケージド基など，さまざまなタイプの機能性プ

ローブをタンパク質に導入することができ，蛍光イメージ

ング以外の幅広い実験モードによる機能解析も可能にな

る．しかし，細胞内のように多種多様な生体分子が濃縮さ

れた環境下で，特定の標的タンパク質のみを狙って化学修

飾するというのはそもそも可能なのであろうか？筆者らは

最近になり，「タンパク質のアフィニティラベル化」の化

学を応用することで，細胞内在性タンパク質の機能解析に

展開可能な新規の化学ラベル化法を開発することに成功し

た．本稿では，この内在性タンパク質ラベリングツール―

「リガンド指向型トシル化学」３）―について概説する．

１． 古典的なアフィニティラベル化―原理とその問題点―

タンパク質のアフィニティラベル化は，タンパク質とそ

のリガンド分子（薬剤など）との特異的な相互作用を利用

したタンパク質修飾法である（図１）４）．この手法では，�

標的タンパク質に対して親和性を持つリガンド分子，�そ

のタンパク質に導入したい合成分子プローブ，�反応基，

の三つのモジュールから構成される化合物を「アフィニ

ティラベル化剤」として使用する．反応基としては，ハロ

アセチル，エポキシド，アクリルアミド基などの求電子性

基や，光によって活性種を生成するベンゾフェノン，フェ

ニルアジド，ジアジリン化合物などの光反応基がこれまで

に使用されている．アフィニティラベル化剤は標的タンパ

ク質の存在下，特異的なタンパク質―リガンド相互作用に

よって標的タンパク質と複合体を形成する．これにより，

近接効果および濃縮効果が作用し，反応基がその近傍の求

核性アミノ酸残基（Cys，His，Tyr，Lysなど）と効率よ

く反応することで，ラベル化が達成される．この手法の重

要なポイントとして，１）夾雑系においても標的タンパク

質選択的な化学修飾が可能なこと，２）ラベル化部位はリ

ガンド結合ポケットの近傍に特異的であること，３）タン

パク質にもともと存在するアミノ酸残基を狙えるため，変

異導入を施していない天然（内在性）タンパク質に対して

適用できること，などが挙げられる．これらの特徴だけを

見ると，アフィニティラベル化は内在性タンパク質の選択

的化学ラベル化法として既に確立されているように思える

かも知れない．しかし，重大な欠点が一つあった．従来の

図１ 古典的なアフィニティラベル化法
この手法では，標的タンパク質選択的なラベル化が達成されるものの，ラベル化後のタンパク質はその
活性中心ポケットがリガンド分子によって塞がられるため，その本来の機能を失ってしまう．
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アフィニティラベル化では，ラベル化後，リガンド分子は

共有結合的に標的タンパク質に連結される．そのため，ラ

ベル化タンパク質の活性中心ポケットはそのアフィニティ

リガンドによって常にマスクされ，もはや本来の機能を発

現することはできない．すなわち，従来のアフィニティラ

ベル化は，タンパク質の「不活性化」を伴う化学修飾法で

あり，その後の機能解析などへの応用は不可能であった．

２． リガンド指向型トシル（LDT）化学

筆者らは，前節で述べたアフィニティラベル化の強みを

生かしつつ，更に，標的タンパク質を不活性化しない新し

いタイプのアフィニティラベル化の化学を考案することを

目指した．さまざまな試行錯誤５，６）の末に辿り着いたのは，

トシル化学に基づいたアフィニティラベル化法―「リガン

ド指向型トシル化学（ligand-directed tosyl chemistry, LDT

化学）」―である３）．その基本原理を図２Aに示す．この

LDT化学では，標的タンパク質に対するリガンド分子と

導入したい合成分子プローブを求電子性のフェニルスルホ

ン酸エステル（トシルエステル）基を介して連結した化合

物をラベル化剤として用いる（リガンド分子はフェニルス

ルホン酸側に，プローブはアルコール側に配置する）．

LDTラベル化剤は，従来のアフィニティラベル化と同様

に，タンパク質―リガンド相互作用を駆動力として標的タ

ンパク質のリガンド結合ポケット近傍の求核性アミノ酸残

基と特異的に反応する．その際，トシル化学では SN２型の

求核置換反応によってフェニルスルホン酸基が脱離するた

め，本系では，ラベル化反応と同時にリガンド分子がラベ

ル化剤骨格から切り離される仕組みとなっている．つま

り，LDT化学では，リガンド分子は標的タンパク質と共

有結合を形成せず，そのタンパク質に望みのプローブのみ

を「トレースレス（traceless）に」化学修飾することがで

きる．

３． LDT化学による炭酸脱水酵素のラベル化

筆者らは，まず，炭酸脱水酵素（carbonic anhydrase, CA）

を標的タンパク質として選び，LDT化学の有効性を検証

した３）．CAの阻害剤として知られるベンゼンスルホンア

ミド誘導体７）をリガンドとし，これとクマリン系蛍光色素

をトシル基で連結したラベル化剤１を設計・合成した（図

２B）．１と CAイソフォーム II（CAII）の精製体との反応

をテストチューブ内にて評価したところ，CAIIの表面か

つリガンド結合ポケットの近傍に位置する３番目の His残

基特異的にラベル化が進行した．より強力な阻害剤を共存

させた競合条件下やスルホンアミドリガンドを有さない化

合物４を用いたラベル化実験では，CAIIのラベル化は全

く進行せず，ラベル化反応はタンパク質―リガンド相互作

用によって駆動されていることが示された．また，酵素活

性アッセイの結果，ラベル化 CAIIの活性は天然型のもの

（未修飾 CAII）とほぼ同等であり，LDT化学によるラベル

化では標的タンパク質を不活性化しないことが確認され

た．

赤血球には CAが内在的に発現していることが知られて

いる．そこで，ヒト赤血球細胞の懸濁液にラベル化剤１を

加え，赤血球内の内在性 CAに対するラベル化を評価し

た．その結果，赤血球内には非常に多くの種類のタンパク

質や膨大な量のヘモグロビンが混在しているにも関わら

ず，CAのみに対する極めて選択的なラベル化が確認され

た．先のテストチューブ実験と同様に，競合阻害条件下で

は，ラベル化は全く進行しなかった．ラベル化反応中の溶

血（赤血球膜の損傷）も一切見られず，１は高い細胞膜透

過性と生体適合性を持つこと，また，ラベル化反応は確か

に細胞内で進行していることが示された．

LDT化学による CA選択的なラベル化は，マウス個体

内でも進行することが判明した．ビオチンをプローブとし

て持つラベル化剤２を用い，これを実験用マウス（Slc：

ICR）に尾静脈注射により投与した．一定時間後，血液成

分を回収し，ウエスタンブロッティングにより解析した結

果，CAのみに対する選択的なビオチンラベル化が確認さ

れた．リガンドを持たない化合物５を用いた場合には，ラ

ベル化は進行しなかった．また，ラベル化剤を投与したマ

ウスの異常も見られなかった．この結果は，生きた動物個

体内における内在性タンパク質の選択的化学ラベル化に成

功した世界初の事例である．

４． 赤血球内在性炭酸脱水酵素のバイオセンサー化

先の結果を受け，筆者らは，赤血球中の CAに１９Fプ

ローブを導入し，１９Fラベル化 CAとその阻害剤との結合

挙動を１９F NMR測定により細胞内で直接観察することを試

みた３）．１９Fは，蛍光イメージングでは観察できないような

試料や生体深部でも測定可能な NMR／MRIプローブとし

て現在大変注目されている８）．赤血球懸濁液にラベル化剤

３を添加し，その後のラベル化の過程を in-cell NMR測定

により追跡した（細胞内には１９F源がないため，バックグ

ラウンドシグナルが全くない状態での観察が可能である）．

その結果，内在性 CAにプローブが導入される過程を
１９F NMRシグナルのケミカルシフトの変化として観測する
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図２ リガンド指向型トシル（LDT）化学
（A）LDT化学の原理．LDT化学では，古典的なアフィニティラベル化法とは異なり，リガンド分子がラベル化と同
時にラベル化剤から切り離される．（B）LDTラベル化剤の分子構造．
SA：ベンゼンスルホンアミド（benzenesulfonamide）
BOC：Boc基（Boc group）
BA：安息香酸（benzoic acid）
SLF：FKBP１２合成リガンド（synthetic ligand of FKBP１２）
LAC：ラクトース（lactose）
Dc：７-ジエチルアミノクマリン（７-diethylaminocoumarin）
Bt：ビオチン（biotin）
Fb：１，３-ビストリフルオロメチルベンゼン（１，３-bis（trifluoromethyl）benzene）
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ことができた（図３A）．テストチューブ内で調製した１９F

ラベル化 CAを用いた比較検討の結果，赤血球内の１９Fラ

ベル化 CAは，活性中心ポケットにリガンド分子が何も結

合していない状態であることが判明した（詳細な議論につ

いては参考文献９を参照頂きたい）．赤血球内に構築した
１９Fラベル化 CAに対して，細胞外から阻害剤（EZA）を

添加したところ，添加量に応じたケミカルシフトの再変化

が確認された（図３B）．すなわち，LDT化学を用いるこ

とで，細胞に内在するタンパク質を細胞内でそのままバイ

オセンサーへと変換し，タンパク質とリガンドとの相互作

用をその生きた細胞環境下でその場観察することに初めて

成功した．

５． LDT化学による他の細胞内在性タンパク質のラベル化

LDTラベル化剤はモジュール的に構成されているため，

リガンド分子を変更することで，他のさまざまなタンパク

質に対するラベル化が可能である．例えば，免疫抑制剤

FK５０６のアナログとなる SLFをリガンド１０）として用いた場

合（ラベル化剤６），白血球系 Jurkat細胞中の内在性 FKBP

１２をビオチンタグで選択的に標識することが可能であっ

た３）．FKBP１２は細胞内に低濃度にしか存在しないため，

LDT化学は発現量の低いタンパク質に対しても適用でき

ることが示されたことになる．また，リガンドとしてラク

トース１１）を用いることで（ラベル化剤７），真アナゴの表皮

粘膜組織中に内在するラクトース結合レクチン congerinを

選択的に蛍光ラベル化することも可能であった３）．

お わ り に

LDT化学は，細胞や生物個体などの環境下に存在する

「内在性の」標的タンパク質を選択的に化学修飾すること

のできる現在唯一の手法である．その一般性は高く，高親

和性／高選択性のリガンド分子が見出されているタンパク

質に対しては幅広く適用できるものと考えられる．近年で

は，タンパク質に対する特異的小分子リガンドの探索も盛

んに進められており，今後，本手法で狙えるタンパク質も

確実に増えていくものと予想される．また，本手法ではさ

まざまなタイプの合成分子プローブを使用することがで

き，各種分光学プローブの導入によるタンパク質の細胞内

構造あるいは相互作用の解析や，内在性タンパク質の光活

性制御など，研究者の目的やアイデア次第で多様な実験系

を構築することができるであろう．LDT化学の誕生は，

生体内の内在性タンパク質の機能や挙動をそのままの環境

下でその場解析するという新しい理想的な生命研究スタイ

ルの確立に向けた重要な第一歩であり，今後，基礎生物

学，創薬，病理学などのさまざまな研究対象に積極的に適

用されていくことを期待したい．また，内在性タンパク質

の選択的化学ラベル化に使用可能な新しい戦略や有機化学

を更に拡充していくことは，我々化学者に課せられた大き

な課題の一つである．
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図３ LDT化学による赤血球内での１９F NMRバイオセンサーの
構築

（A）ラベル化剤３を用いた赤血球内在性 CAの１９Fラベル化プ
ロセスとテストチューブ内で調製した精製１９Fラベル化 CA
の１９F NMRスペクトル．（B）赤血球内に構築した１９Fラベル化
内在性 CAに対する阻害剤添加における１９F NMRスペクトルの
変化．●ラベル化剤，○１９Fラベル化 CA，◆EZA（ethoxzol-
amide）を結合した１９Fラベル化 CA．内部標準トリフルオロ酢
酸のピークを－７５．６ppmとした．
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DNA損傷刺激に応答した p５３の活性化機
構における RUNX３の新たな役割とアポ
トーシス誘導

１． は じ め に

抗がん剤処理や放射線照射などの DNA損傷刺激に暴露

された細胞のレスポンスは，その細胞の生死を分ける重要

なイベントの一つである．DNA損傷刺激に曝された細胞

の核内では，リン酸化された ataxia telangiectasia mutated

（p-ATM）が損傷を受けた DNAを含むクロマチン領域の

ヒストン H２AXをリン酸化し，リン酸化された H２AX

（γH２AX）が損傷部位に集積し，損傷部位のマーキングが

迅速に行われる．その後，γH２AXと親和性の高い nuclear

factor with BRCT domain１（NFBD１）／mediator of the DNA

damage checkpoint protein １（MDC１）が DNA修復複合体

を損傷部位に集積させ，損傷 DNAの修復を介して当該細

胞の正常な細胞周期への復帰を促進する１―３）．しかしなが

ら，重篤な DNA損傷を受けた細胞では，修復不可能と判

断され p５３依存性のアポトーシス誘導経路が起動し，その

細胞はアポトーシスによって生体から排除される４）．この

ように，p５３の活性化は特にがん細胞の抗がん剤や放射線

に対する感受性の決定にあずかる重要なプロセスの一つで

あり，その詳細な分子機構の解明は急務である．そのため

には，DNA損傷刺激に応答して p５３の機能を制御する因

子の同定と，その詳細な機能解析が不可欠である．本稿で

は，ヒト胃がんのがん抑制タンパク質である RUNX３が

p５３のコアクチベーターとして機能するという新たな知見

が得られたので紹介する５）．

２． RUNXファミリーの構造と機能

RUNX３は進化的に保存された Runtドメインを持つ

RUNXファミリーに属する．RUNXファミリーは，この

Runtドメインを介して様々な転写因子とヘテロダイマー

を形成し，その下流標的遺伝子群の転写を特異的に制御す

る．哺乳類の RUNXファミリーは RUNX１，RUNX２およ

び RUNX３から構成される．これらのメンバーの生理的な

機能には大きな隔たりが認められる．すなわち，これまで

の報告によれば，RUNX１および RUNX２はそれぞれ血球

系への分化および骨分化において重要な役割を担っている

と考えられている．一方で，RUNX３は胃腸管の形成およ

び神経分化に関与している６）．注目すべきは，RUNXファ

ミリーの異常は様々な疾患に密接にリンクしているという

事実である．RUNX１は急性骨髄性白血病（AML）におけ

る染色体転座の標的であり，また RUNX２の LOH（loss of

heterogeneity）は鎖骨頭蓋骨異形成の原因であるとされて

いる７）．LOHとは，対立遺伝子の片方が染色体不安定性の

ために欠落する現象のことである．さらに，RUNX３の

ノックアウトマウスの解析から，RUNX３は胃がんのがん

抑制遺伝子であることが指摘されている８）．

３． がん抑制遺伝子としての RUNX３

Liらは，RUNX３のノックアウトマウスの解析から胃粘

膜の過形成を見出した．次に，彼らは胃がん組織を用いた

発現解析を行ったところ，RUNX３が座位するヒト染色体

１p３６領域の LOHと，RUNX３のプロモーター領域のメチ

レーションの組み合わせによる顕著な RUNX３の発現低

下を見出した．さらに，RUNX３の変異解析を行ったとこ

ろ，変異の頻度は極めて稀ではあるが，彼らは Runtドメ

インをコードする領域内に R１２２C変異を見出した．Runt

ドメインは RUNX３の機能発現にとって重要な意味を持つ

ことから，R１２２C変異による Runtドメインの構造異常は，

RUNX３のがん抑制機能に大きな影響を及ぼす可能性が考

えられる．実際に，ヌードマウスを用いた実験から，

R１２２C変異は RUNX３のがん抑制機能を顕著に阻害するこ

とが示された８）．その後の精力的な発現解析の結果，メチ

レーションによる RUNX３の発現抑制は胃がんに限定さ

れているわけではなく，肺がん，肝細胞がん，乳がん，膵
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