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合成蛍光プローブと発現タンパク質を用い
た新規タンパク質ラベル化システム

１． は じ め に

タンパク質の蛍光標識は，生細胞内のタンパク質の局在

を調べる強力な研究手法であり，今日の生命科学研究にお

いて欠かすことのできないものとなっている．その中核を

なすものは２００８年のノーベル賞受賞対象となった蛍光タ

ンパク質である．蛍光タンパク質の生物応用が初めてなさ

れた１９９０年代以降，蛍光強度，波長，ストークスシフト，

フォトクロミズムなどの点において，様々な性質を有する

蛍光タンパク質が開発されてきた１）．この結果，蛍光タン

パク質は，タンパク質の局在解析のためだけではなく，動

態の時空間解析やタンパク質間相互作用，Ca２＋のセンシン

グ，リン酸化酵素などの活性の可視化など多岐にわたる応

用がなされている１，２）．言うまでもなくその有用性は，生命

科学研究者に認められているものの，蛍光タンパク質に

は，いまだ解決されていない課題が存在する．例えば，蛍

光タンパク質のサイズが２７kDaと比較的大きく，標的タ

ンパク質に与える立体的影響が懸念されるが，現在のとこ

ろサイズの大幅な軽減には成功していない．また，近赤外

蛍光イメージングは，小動物や厚みのある組織の深部情報

を得る優れた方法であるが，近赤外領域の７００nm以上に

極大蛍光波長を持つ蛍光タンパク質は創製されていない．

このため，これらの問題を解決するための蛍光タンパク質

研究は現在も活発な領域といえる．一方，蛍光タンパク質

とは別の新しいアプローチとして，合成蛍光プローブとそ

れに特異的に結合するタンパク質（タグタンパク質）を利

用したタンパク質蛍光標識技術が開発され，注目を集めて

いる．本稿では，この蛍光標識技術の原理と利点及び問題

点について述べ，筆者らの取り組みについて紹介する．

２． タグタンパク質を利用したタンパク質標識法

タグタンパク質を利用した蛍光標識法では，遺伝子工学

によりタグタンパク質を融合させた標的タンパク質を細胞

内で発現させる．次に，タグタンパク質に特異的に結合す

る蛍光プローブにより，タグタンパク質を蛍光標識し，そ

の結果，融合させた標的タンパク質を蛍光検出する（図１

a）．ここで，重要な点は，蛍光プローブがタグタンパク質

と特異的に反応し，その他の内在性のタンパク質とプロー
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ブが反応しないことである．

市販されているタグとして，HaloTag（Promega）３），

SNAP-tag（New England Biolabs）４），Lumio tag（Invitrogen）４），

LigandLink tag（Active Motif）５）などが知られている．Lumio

tag（FlAsH，ReAsHと呼ばれるプローブが結合する６ア

ミノ酸のテトラシステインペプチドタグ）以外は，天然タ

ンパク質に由来するタグであり，蛍光プローブは，それら

タグと特異的に結合するリガンドをもとにして設計されて

いる．紙面の都合上，詳細は省くが，それぞれの手法の特

徴の要点は，次の通りである．蛍光タンパク質に比べ，サ

イズが小さいのは，SNAP-tag（２０kDa），Lumio tag（０．６

kDa），LigandLink tag（１８kDa）であり，プローブとの結

合様式は，HaloTag，SNAP-tagは共有結合，Lumio tagは

配位結合，LingandLink tagは非共有結合である．最近で

は，上記のタグ以外にも D４タグやコイルドコイルからな

るタグなど新しいタグ標識法の開発が進んでいる４，６）．

さて，本手法の利点は，次の３点にまとめられるといえ

る．１点目は，特定のタイミングで標的タンパク質を容易

に標識できることである．タグタンパク質は，プローブを

添加するまで蛍光を放たないために，ある時間に発現して

いるタンパク質の局在や動態を高い時間精度で可視化する

ことができる．また，蛍光タンパク質と異なり，蛍光団の

成熟時間を気にせずに速やかに蛍光イメージングを行うこ

とができる．２点目は，蛍光プローブを構成する蛍光色素

の部位を取り替えることで，様々な蛍光特性を有するプ

ローブを設計できることである．このことは，蛍光タンパ

ク質では達成されていない７００nm以上の近赤外蛍光を発

するプローブや蛍光タンパク質より明るい色素を利用した

プローブの開発が可能であることを意味している．３点目

は，前述したように，既存のタグタンパク質では，比較的

小さいサイズのものが利用できることである．タグタンパ

ク質のサイズは，必ずしも融合させた標的タンパク質の機

能に影響を与えるわけではないが，実験系によっては，タ

グのサイズを気にする場合も多い．

一方，市販化されているタグのうち，標識反応に伴い，

蛍光強度が上昇するものは，Lumio tagのみである．それ

以外の標識法は，遊離のプローブの蛍光が観測されるた

め，洗浄操作が必要である．Lumio tagの場合でも，過去

の報告７）及びメーカーのプロトコールによると，非特異結

合に伴うバックグラウンド蛍光を取り除くための作業が必

要である．このことは，より高い時間分解能でタンパク質

の動態を追跡する際の問題となりうる．したがって，標識

に伴い，蛍光強度が上昇し，そのまま顕微鏡観測可能な方

法の開発が期待されている．

３． Photoactive yellow protein（PYP）をタグタンパク質

とした蛍光強度増大型プローブによる標識法の開発

筆者らは，以上の問題を解決するために，新しいタグタ

図１ タグタンパク質を用いた蛍光標識法
（a）一般的なタグタンパク標識法の原理．（b）PYP標識プローブ CATP及び FCTP．（c）FCTPに
よる photoactive yellow protein（PYP）の蛍光強度増大型標識法．（PYPの立体構造図は PDB（１OTB）
より得た．）
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ンパク質とプローブのペアからなる蛍光強度増大型標識法

の開発に乗り出した８）．まず，リガンドと特異的に結合す

ることの知られているタグタンパク質を決定する必要があ

る．このとき，タグタンパク質を動物以外の生物由来のタ

ンパク質の中から探索した．これは，動物細胞で発現する

タンパク質を選ぶと，標識反応を行うとき，標的タンパク

質以外にその内在性タンパク質が標識されてしまうためで

ある．また，発現によって，動物細胞中の小分子と結合し

たり，酵素反応を引き起こすことのないものとした．これ

により，細胞中の代謝に与える影響を抑制しかつ外部から

加えるプローブとの反応への影響をなくすことができると

考えられる．さらにタンパク質のサイズは，できる限り小

さいものとした．以上の条件のもと，探し出したタンパク

質は紅色硫黄細菌 Halorhodospira halophila 由来 PYPで

あった．（なお，これとは別に，β-ラクタマーゼ変異体を

タグタンパク質とした蛍光標識法を筆者らの研究室では開

発しており，こちらに関しては参考文献９を参照された

い．）

PYPは１２５アミノ酸（１４kDa）からなり，上記に示し

た市販のタグと比べると，Lumio tagに次いで小さなタン

パク質であり，蛍光タンパク質（２３８アミノ酸：２７kDa）

の約半分のサイズである１０）．PYPは，天然の補因子である

４-ヒドロキシ桂皮酸チオエステル誘導体と Cys６９がチオエ

ステル交換反応により細菌内で特異的に結合することが知

られている１１）．さらに，PYPは蛍光性の７-ヒドロキシクマ

リン-３-カルボン酸チオエステル誘導体とも結合すること

が報告されており１２），このことは，蛍光強度増大型プロー

ブを設計するうえで極めて重要な点である．以前の報告よ

り，クマリンとフルオレセインの誘導体を柔軟なリンカー

で結合させると会合消光を引き起こすことが分かってい

る１３）．このことから，PYPリガンドのクマリン誘導体とフ

ルオレセインをつないだプローブは，PYPと結合する前

は消光しており，PYPとクマリン部位が結合するとフル

オレセインとの会合が解消され，蛍光強度が上昇すると考

えた．

そこで，この方針に基づいて，クマリン誘導体プローブ

（CATP）を設計し，CATPにフルオレセインをつないだ構

造を有するプローブ（FCTP）を設計・合成した（図１b，

c）．CATPには，フルオレセインとつなぐためのリンカー

をタンパク質との立体障害を考慮に入れてクマリンの５位

に結合させている．また，クリックケミストリーによりフ

ルオレセインを容易に結合させることができるように，リ

ンカーの先端にアジド基を導入した．この CATPにフル

オレセインを結合させることにより FCTPを設計した．

まず，CATPまたは FCTPを精製した PYPと反応させ

SDS-PAGEで解析したところ，タンパク質を示す位置に蛍

光バンドが観測された（図２a）．このことから，これらの

プローブが PYPと結合することが示された．また，細胞

溶解液中で PYPと二つのプローブを反応させ，SDS-

PAGEで解析したところ，PYPの分子量を示す位置に単一

の蛍光バンドが確認できたことから，夾雑タンパク質が存

在する条件においても，それぞれの合成蛍光プローブと

PYPは，特異的に結合することが示された（図２b）．

次に，PYP非存在下で，FCTPの蛍光が消光し，PYPと

の結合によって蛍光強度が上昇するかを検討した．PYP

非存在下で FCTPの蛍光スペクトルを測定したところ，蛍

光強度は極めて低いことが示された．一方，FCTPと PYP

を２４時間反応させると，その蛍光強度は約２０倍上昇する

ことが明らかとなった（図２c）．以上の結果から，PYPの

標識に伴い蛍光強度が上昇するプローブの開発に成功した

ことが示された．

最後に，培養細胞に発現させた PYPを特異的に蛍光標

識できるかを調べた．細胞内及び細胞膜上における標識反

応を検討するために，MBP（マルトース結合タンパク質）

と PYPの融合タンパク質MBP-PYPの遺伝子を組み込ん

だ細胞内発現用プラスミドと，PDGFR（血小板由来成長

因子受容体）の膜貫通ドメインと分泌シグナルを PYPに

融合させた PYP-PDGFRtmの遺伝子を組み込んだ細胞膜発

現用プラスミドを構築した．まず，HEK２９３T細胞に

MBP-PYPをコードしたプラスミドを導入し遺伝子発現後，

CATPまたは FCTPを添加し，蛍光顕微鏡により観測し

た．このプラスミドを導入していない細胞からは蛍光は観

測されなかったのに対し，MBP-PYPを発現した細胞から

は CATPを添加したときのみ蛍光が観測された．このこ

とから，CATPを用いることにより，細胞内の PYPを蛍

光標識できることが示された．一方，FCTP添加細胞から

は，蛍光が観測されなかった．FCTPは細胞膜非透過性の

フルオレセインを組み込んでいるため，細胞内に取り込ま

れなかったと考えられる．次に，PYP-PDGFRtmを発現さ

せた HEK２９３T細胞に CATP及び FCTPを添加し，蛍光顕

微鏡で観察した．その結果，これらのプラスミドを導入し

ていない細胞からは，蛍光は観測されなかったのに対し，

PYP-PDGFRtmを細胞膜上に発現させた細胞からは，両プ

ローブともに蛍光が観測された（図２d）．このことから，

細胞膜上に発現させた PYP融合タンパク質が蛍光標識さ

れたことが示された．
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４． お わ り に

本研究では，蛍光色素の会合・解離による蛍光スイッチ

を原理としたプローブを開発し，細胞膜上における PYP

融合タンパク質の蛍光イメージングに成功した．一方，蛍

光強度増大型プローブによる細胞内タンパク質のイメージ

ングは，現段階では達成されておらず，今後の課題といえ

る．しかしながら，FCTPのフルオレセイン部分の構造改

変を行い，プローブを膜透過性にすることで細胞内イメー

ジングも可能になると考えている．

遊離の蛍光プローブの洗浄操作なしで細胞内タンパク質

を蛍光標識することは，タグタンパク質と合成蛍光プロー

ブを利用した標識法の理想形である．本手法は，小さなタ

グタンパク質を利用できることと，標識反応の蛍光スイッ

チを有するという利点を有しており，タンパク質の動態を

高精度に解析するための有用なツールとなることが期待さ

れる．
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図２ 蛍光強度増大型プローブ FCTPによる PYPの蛍光標識
（a，b）FCTPによる PYPの標識反応の SDS-PAGEによる解析．左図は蛍光画像，右図は CBB染
色画像を示している．（a）は FCTPと精製した PYPの試験管内における標識反応であり，（b）は
FCTPと PYPの細胞溶解液中における標識反応を示している．（c）PYPとの結合に伴う FCTPの
蛍光強度変化．実線は PYPと２４時間反応させた後の FCTPの蛍光スペクトルで，点線は FCTP
のみの蛍光スペクトルである．（d）細胞膜上に発現させた PYPの蛍光標識．右図は蛍光画像，左
図は位相差画像，上段は PYP-PDGFRtm発現細胞，下段は非発現細胞を表す．Scale bars＝２０µm.
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