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【目的】蛋白質を標的としたリガンド結合評価法において検出に蛍光を用いることに
より、ハイスループットスクリーニングへの応用が期待できる。演者らは、がんやア
ルツハイマー型痴呆症に関与することから有望な創薬標的の 1 つであるプロテインキ
ナーゼ C(PKC)を取り上げ、蛍光標識したリガンド結合ドメイン(δC1bドメイン)もしく
は標準リガンド（DAG-lactone誘導体）を用いる 2種類のリガンド結合評価法の開発を
行った。
【方法】蛋白質側からのアプローチでは、PKCδアイソザイムのδC1b ドメインに環境
応答性蛍光団を導入した蛍光性δC1b を作製した。Fmoc 固相合成法および Native 
Chemical Ligation法を用いて蛍光性δC1bを合成し、リガンドであるホルボールエステ
ル（PDBu）の結合活性を評価した。その後、リガンド滴定実験で蛍光スペクトル変化
の測定を行った。リガンド標識法からのアプローチでは、合成 PKCリガンドの 1つで
ある DAG-lactoneの蛍光誘導体を合成した。合成した蛍光性 DAG-lactoneの PKCに対
する PDBu結合阻害活性、蛍光特性、更にリガンド競合阻害実験を行った。
【結果および考察】蛍光性δC1b は野生型と同等のホルボールエステル結合を示した。
リガンド滴定実験において蛍光スペクトル変化と極大波長のシフトが確認され、作製
した蛍光性δC1bがリガンド結合評価に利用できた。環
境応答蛍光団を持つ DAG-lactone はホルボールエステ
ルとの競合阻害が蛍光変化によって検出できた。また、
リガンドの結合阻害実験で RI 実験との相関性が示さ
れた。これら２種類のオルソゴナルな蛍光を用いた評
価系を利用することでより精度の高いリガンド評価系
の構築が期待できる。
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