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フォト・パニング法による受容体タンパク質の機能解析
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〈研究の目的と進め方〉
フォト・パニング法は，我々が独自に提唱するまった

く新しいクローニング法であり，この方法の開発と有用
性の実証が達成目標である。光反応基ジアジリンから生
じる高反応種カルベンが相手分子と共有結合するという
性質を利用したフォト・パニング法は，従来のパニング
法に比べて高速で簡便な解析が可能，固相上のパニング
素子で多種のリガンドの同時解析が可能，光反応基「ジ
アジリン」の特性による選択性の向上，などの特徴を持
つ。共有結合の有無で選択するというデジタル的選別法
であるフォト・パニング法は，新しいプロテオーム解析
法として期待できる。

本研究は，以下のようにフォト・パニング法を開拓す
る。
１） 糖鎖，ペプチド，DNAの3大重要・生理的リガンド

を，光アフィニティープローブとする合成法の確立
２） 固相上に集積したパニング素子上での，バクテリオ

ファージタンパク質発現系を利用したフォト・パニ
ング法の確立

〈研究開始時の研究計画〉
１） 固相集積型・光アフィニティー・パニング素子の開

発～効率的なスクリーニング系の開発のために光ア
フィニティー・リガンドを搭載したパニング素子を
開発する。

２） 受容体提示発現系の開発～受容体タンパク質を効率
的に発現できるような新規な発現系を開発し，上記
パニング素子を用いた研究に使用する。

〈研究期間の成果〉
１） 糖鎖・ペプチドを無保護のままで，一気に光反応基

ジアジリンを導入する合成法を確立し，固相集積型
パニング素子の開発に成功した。３種類の集積型固
相・光アフィニティー・パニング素子を設計，それ
ら合成法を確立した。また，新しい光反応性ペプチ
ドリガンド製作のため，光反応性フェニルアラニン
誘導体の合成法を確立し，光反応性DNA製作の方
法を確立した。

２） 研究期間の短縮のため，大腸菌での発現系の開発は
見送り，バクテリオファージタンパク質発現系を利
用したフォト・パニング法の確立に注力した。バッ
クグランドとなる非吸着のファージを，ほぼ完全に
取り除けるようなパニング法を確立した5)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ジアジリン型・光アフィニティー・ラベルを搭載でき

るリガンドが，糖鎖，ペプチド，DNAへと拡がり，それ
らと結合するタンパク質を効率的にクローニングする方
法の基礎が出来上がった。タンパク質機能を高速，高感
度に解析する新しい方法論が求められている今，本研究
の提案する方法論は，国内外を問わず注目される技術で
ある。

〈達成できなかったこと，予想外の困難，その理由〉
研究期間の短縮のため，大腸菌での受容体提示発現系

の開発には着手できなかった。バクテリオファージタン
パク質発現系を利用し，基礎的なノウハウを蓄積したが，
固相集積型のパニング素子でのライブラリーを用いた効
率的なクローニングは，予想以上に困難であった。

〈今後の課題〉
ファージ・発現ライブラリーの中から，糖鎖，ペプチ

ドなどの固相集積型・パニング素子で，結合タンパク質
を効率的にクローニングする方法論の開発が，今後の課
題である。具体的には，切断性パニング素子の開発で，
選択性を向上させる。また，光反応性フェニルアラニン
を用いた，新規光アフィニティー・ペプチドでラベルの
効率を向上させる，などである。前例のない研究ではあ
るが，蓄積したノウハウでフォト・パニングの有用性を
実証する。
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