
１． は じ め に

生体分子は，金属イオン，脂質，タンパク質など様々な

分子と相互作用しながら機能している．それゆえ，生体分

子の相互ネットワークが実質的に破壊されている in vitro

での機能は，その生体分子の真の生理機能を反映している

とは限らない．近年，生きた細胞や動物個体内における生

体分子の挙動や機能を直接可視化する「分子イメージング」

が大きな注目を集めている．小分子蛍光プローブや蛍光タ

ンパク質（FP）などを用いた蛍光イメージングは，医学・

生物学の分野で最も広く用いられているイメージング法の

一つであり，様々な生命現象の解明に大きく貢献してき

た．蛍光タンパク質の発見から応用への功績を称えて，下

村，Chalfie，Tsienの三氏に２００８年度のノーベル化学賞が

授与されたのは記憶に新しい．また，蛍光タンパク質の遺

伝子を改変し，生理機能を探索する機能性プローブの開発

も数多く報告されている１）．このような機能性蛍光タンパ

ク質プローブは，遺伝子改変により発現の局在制御などが

可能であり，大変有用である．その一方で，蛍光タンパク

質の発現に関する時間制御は一般的に困難である．実際

に，FPの応用研究が進んだ現在においても，小分子有機

化合物プローブ（化学プローブ）である Fura-２は Ca２＋イ

メージングにおいて汎用されており，発表論文の引用回数

は１７，０００回を超え，作製者の Tsien博士の論文の中でも

ノーベル賞受賞対象論文の引用回数を遙かに凌いでいる２）．

また近年，分子イメージングの研究対象は，生細胞のみな

らず，より真の機能解明が可能な動物個体へも移行しつつ

あるが，蛍光タンパク質の励起および観測波長領域の光の

組織透過性は低く，個体レベルでの解析に適しているとは

言えない．

このように，蛍光タンパク質を用いた分子イメージング

法にも課題は多く存在し，これらを解決する実験技術の開

発が求められている．本総説では，筆者らの研究室で行っ

ている次世代の分子イメージング法の開発研究について紹

介したい．具体的には，�タンパク質の発蛍光ラベル化，

�１９F MRIを用いた酵素反応の検出の二つの研究について

概説する．
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２． タンパク質の発蛍光ラベル化

標的タンパク質を可視化するには，蛍光タンパク質との

融合タンパク質として発現させる手法（図１a）が一般的

となっている．しかしながら前節でも述べたように，蛍光

タンパク質では適用困難な実験を行うために，標的タンパ

ク質を低分子の蛍光色素などで特異的にラベル化する手法

が近年注目を集めている３）．一般的には，タグと呼ばれる

ペプチドあるいはタンパク質を目的タンパク質に融合さ

せ，そのタグに特異的に蛍光色素などを結合させる方法

（図１b）が行われている．表１にこれまでに報告されてい

るタンパク質のラベル化法のうち代表的なものを示す．こ

のように，様々なラベル化法が報告されているにも関わら

ず，実用化されている手法は少ない．また，市販されてい

る手法であっても，特異性に問題がある場合や，ラベル化

前後におけるプローブの蛍光特性が変化しないために未反

応のプローブを洗浄で完全に除く必要があるなど，改良の

余地はまだまだ多い．そこで，筆者らは既存のタンパク質

ラベル化法の弱点を克服する蛍光ラベル化法の開発に取り

組んだ．

２―１． タグ分子の選択

汎用性を有するタンパク質ラベル化法を開発するには，

適切なタグの選択が重要である．タグ分子を選択するポイ

ントは，�内在性でないこと，�融合させた目的タンパク

質の機能を阻害しないこと，の二つである．

まず，内在性に関しては，用いる細胞内にタグ分子と同

一あるいは同種のタンパク質が存在する場合，ラベル化プ

ローブが内在性のタンパク質に結合する可能性がある．ま

た，同種の内在性タンパク質が細胞内に発現していなくて

も，他にタグ分子に結合する内在性基質が存在する場合な

どは不適当である．

次に，目的タンパク質の機能に影響を与えるかどうかに

ついては，タグ分子の大きさ，電荷，疎水性などが関係す

る．タグ分子の大きさは，一般的にはできるだけ小さい方

が好ましいとされている．実際は２３８アミノ酸（２７kDa）

からなる GFPが多くの実験で用いられており，目的タン

パク質の機能への影響は個々のケースにより異なると考え

られるが，実用化されているタグ分子は小さいものが多

い．市販タグのうち，最小のテトラシステインタグ４）で６

アミノ酸（５７５Da），最大の HaloTag５）でも３３kDaとタンパ

ク質の中では小さな部類に入る．

以上の条件を考慮して，タグタンパク質としてクラス

A β-ラクタマーゼを選んだ．クラス A β-ラクタマーゼは

分子量が２８K程度の比較的小さな酵素である．β-ラクタ

マーゼは細菌酵素であるため，哺乳類細胞には内在性の相

同タンパク質は存在しない．また，β-ラクタマーゼは抗生

物質であるペニシリンやセファロスポリンを加水分解する

ことから，それらの阻害剤の開発は細菌感染症の治療に極

めて重要である．それゆえ，酵素反応メカニズムに関して

図１ 生物学研究で用いられる標的タンパク質の可視化法
（a）蛍光タンパク質との融合．（b）タグペプチド（タンパク質）との融
合およびそれに続く機能性分子ラベル化．

表１ これまでに報告されている主なタンパク質ラベル化法

タ グ 特 徴 文 献

テトラシステインタグ FlAsH, ReAsHなどの蛍光リガンドを用いた発蛍光ラベル化が可能．実用化． Griffin et al.４）

HaloTag ハロアルカン構造の基質を用いる．実用化． Los et al.５）

SNAP-tag O -アルキルグアニン構造の基質を用いる．実用化． Keppler et al.６）

CLIP-tag SNAP-tagの類縁タグ．SNAP-tagとは異なる基質特異性を持つ．実用化． Gautier et al.７）

ビオチンアクセプターペプチド ビオチンリガーゼを用いてビオチンをラベル化する手法． Chen et al.８）

Q-tag トランスグルタミナーゼを用いて，ラベル化する手法． Lin et al.９）

His-tag Ni２＋-NTAなどの金属錯体との配位を利用． Guignet et al.１０）

D４-tag Zn２＋錯体への配位を利用． Ojida et al.１１）
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も古くから多くの研究がなされてきた．中でも，クラス

A β-ラクタマーゼの一つである TEM-１は，その触媒機構

や基質特異性等に関して詳細な検討がなされている１２）．

図２aに TEM-１によって触媒されるペニシリンの加水分

解反応の機構を示す．酵素基質複合体の形成の後，活性化

された７０番目の Serの水酸基が β-ラクタムを求核攻撃し，

酵素と基質がエステル結合で連結されたアシル中間体を形

成する（アシル化：acylation）．次いで，１６６番目の Gluが

近傍の水分子の脱プロトン化を促進し，その水分子がアシ

ル中間体を加水分解する（脱アシル化：deacylation）１３）．こ

の脱アシル化過程に関与する Gluを Asnに変異させた変

異型酵素E１６６NTEMでは，酵素反応の脱アシル化速度定数 k３

が極めて遅くなり，実質的に脱アシル化が起こらなくな

る１４）（図２b）．すなわち，基質が変異型酵素に共有結合した

図２ タンパク質ラベリングのメカニズム
（a）野生型 TEM-１によるペニシリンの分解反応機構．（b）変異型 TEM（E１６６NTEM）の反応．

図３ β-ラクタマーゼの蛍光ラベル化
（a）合成プローブ CAのE１６６NTEMへの蛍光ラベル化の概要．（b，c）SDS-PAGEを用いた CAの
（b）E１６６NTEMおよび（c）野生型（WT）TEM-１へのラベル化の確認．

２３２０１０年 １月〕



反応中間体が安定に存在する．そこで，このE１６６NTEMをラ

ベル化タグとして利用することを考えた．

２―２． 蛍光ラベル化プローブ CAの開発

まず，標的タグを選択的に蛍光ラベル化するプローブ分

子のデザインを行った．図３aに示す化合物 CAは，抗生

物質のアンピシリンに７-ヒドロキシクマリン誘導体がア

ミド結合を介して繋がった構造をしている．この化合物

は，紫外光励起によりクマリン由来の水色蛍光を発する．

このプローブをE１６６NTEMと反応させることにより，このタ

ンパク質を蛍光色素でラベル化することができると予想し

た．そこで，精製したE１６６NTEMを中性緩衝液中で CAとイ

ンキュベーションし，蛍光ラベル化が起こるかどうかを確

認した．図３bに示すように，CBB染色で示されるE１６６NTEM

と同位置（２８kDa）にクマリンの水色蛍光が観測された．

CAを野生型の TEM-１とインキュベーションした場合は，

CAの加水分解物は観察されたものの，タンパク質への修

飾は全く観察されなかった（図３c）．すなわち，E１６６NTEM

をタグとして，また蛍光化合物 CAをラベル化プローブと

して用いることにより，新規の「タグ―蛍光ラベル化プ

ローブペア」の開発に成功した．プローブ化合物の合成に

関しては，抗生物質アンピシリンに蛍光色素を修飾したシ

ンプルなものであり，クマリン以外の様々な蛍光色素を有

するプローブの開発が可能である．以上の結果を考慮する

と，本ラベル化法は既存の HaloTagおよび SNAP-tagに匹

敵する実用性・応用性を備えていると考えられる．

一方，CAを用いたラベル化法には未解決の課題も残

る．CAはもともと蛍光性の化合物であるため，ラベル化

の前後で蛍光特性は変化しない．一般的にラベル化プロー

ブの量は，タグ分子よりも多く存在するため，プローブが

タグにラベル化された後も未反応のプローブが多く残存す

ることになる．そのような条件では，図３bに示すように，

未反応の CA由来の蛍光バンドが強く観測される．そこ

で，実際の生細胞を用いた実験では，標的タグへの蛍光ラ

ベル化後に，未反応のプローブを洗浄操作で完全に取り除

く必要がある．このとき，通常は非蛍光性であるが，タグ

にラベル化されると蛍光性となる「発蛍光性（fluorogenic）」

のラベル化プローブを用いることで，原理的には洗浄操作

の必要は無くなる．そこで，次に変異型 β-ラクタマーゼ

タグに特異的にラベル化される発蛍光型プローブの開発に

取り組んだ．

図４ 発蛍光型プローブを用いたタンパク質ラベル化
（a）合成プローブ CCDのE１６６NTEMへの発蛍光ラベル化の概要．（b）SDS-PAGEを用いた CCDのE１６６NTEMへの発蛍光ラベル
化の確認．（c）E１６６NTEMとインキュベーションしたときの CCDの蛍光スペクトルの時間変化．（d）HEK２９３T細胞抽出液存
在下における，E１６６NTEM融合MBPの選択的 CCDラベル化．
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２―３． 発蛍光ラベル化プローブ CCDの開発

筆者らは図４aに示すプローブ化合物 CCDをデザイン

し，合成を行った．CCDは β-ラクタム系抗生物質のセ

ファロスポリンを基本骨格とし，その両端に７-ヒドロキ

シクマリンと N ,N -ジメチルアミノアゾベンゼンカルボン

酸（Dabcyl）が結合している．Dabcylは消光性色素として

広く知られている化合物で，他の色素由来の蛍光を蛍光共

鳴エネルギー移動（FRET：fluorescence resonance energy

transfer）により消光させる．すなわち CCDにおいては，

クマリンの蛍光は同一分子内の Dabcylへの FRETにより，

消光するようにデザインされている．ここで，図４aに示

すスキームにより，変異型 β-ラクタマーゼタグへのラベ

ル化が起こると，Dabcylが脱離して蛍光が回復すると期

待した．

実際に CAの場合と同様に，合成した CCDをE１６６NTEM

とインキュベーションし，SDS-PAGEにより解析を行っ

た．遊離の CCDはほとんど蛍光を発しなかったのに対

し，タグに結合した CCDは強い蛍光を発した（図４b）．

ラベル化反応の過程を蛍光光度計で経時測定したところ，

はじめは消光していた蛍光が徐々に上昇していく蛍光スペ

クトル変化が得られた（図４c）．すなわち，FRETの原理

に基づいたプローブデザインにより，「発蛍光ラベル化法」

の開発に成功した．

次に，本手法を用いて，標的タンパク質の特異的ラベル

化について検討した．標的タンパク質としては，マルトー

ス結合タンパク質（maltose binding protein：MBP）を選択

した．MBPの C末端側にE１６６NTEMを繋いだ融合タンパク

質を作製し，CCDを用いてこのタンパク質への蛍光ラベ

ル化を試みた．このとき，細胞内の他のタンパク質への非

特異吸着の有無を調べるために，HEK２９３細胞の抽出液を

反応溶液に加えた．その結果，図４dに示すように，MBP

とE１６６NTEMの融合タンパク質のみを選択的に発蛍光ラベル

化できることが確認された．以上より，CCDを用いるこ

とで，タグと融合させた標的タンパク質の選択的な発蛍光

ラベル化に成功した．

２―４． 生きた細胞膜表面のタンパク質ラベル化

CCDとE１６６NTEMを用いたラベル化法は，優れた発蛍光

特性と高い特異性を併せ持ち，既存のラベル化法と比較し

て優位な点を有していた．そこで次に，生きた細胞で発現

している標的タンパク質のラベル化に本手法が適用可能か

検討を行った．標的タンパク質としては，細胞膜上に発現

する上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor：

EGFR）を選択した．

膜タンパク質である EGFRの N末端（細胞外）側に，

タグタンパク質であるE１６６NTEMを融合させたタンパク質を

HEK２９３T細胞で発現させた．この細胞を培地中３７℃で５

µMの CCDとインキュベーションした．１時間後，培地を

PBSに交換し，蛍光顕微鏡で観察を行ったところ，細胞

膜表面に発現しているE１６６NTEM-EGFRが CCDによってラ

ベル化され，クマリン由来の蛍光が観察された（図５）．

一方，EGFRのみを細胞膜上に発現させた場合は，ラベル

化による蛍光は観察されなかった．すなわち，本ラベル化

法を利用して，生細胞表面の標的タンパク質を高い特異性

で蛍光ラベルすることが可能であった１５）．

以上より，タンパク質工学に基づいたタグ分子設計と，

有機合成化学に基づいたラベル化プローブ設計を組み合わ

せ，特異的な発蛍光ラベル化法の開発に成功した．より

チャレンジングな課題として，細胞内タンパク質の発蛍光

ラベル化が挙げられる．これを達成するには，プローブが

細胞膜を透過することが必要であり，プローブの膜透過性

誘導体化を現在進めている．また，クマリンより長波長励

起の色素のラベル化プローブ開発も行っている．このよう

な誘導体を用いることで，研究の選択肢が大幅に広がり，

既存のタグ―ラベル化プローブのペアと同時に組み合わせ

ることにより，複数の標的タンパク質の同時蛍光ラベル化

も可能になるだろう．また，現在は機能性分子のラベル化

といえば，そのほとんどが蛍光ラベル化である．その一方

で，近年では蛍光イメージングに留まらず，様々なイメー

ジング法の開発が行われている．筆者らは，MRI（mag-

netic resonance imaging：磁気共鳴イメージング）を用いた

生体シグナルの解析に着目しており，次節ではMRIを用

いて酵素活性を検出する試みについて述べる．

３． １９F MRIを用いた酵素反応の検出

次に，個体内における酵素機能や遺伝子発現を可視化す

ることを可能とする「MRIによる生体シグナル可視化研

究」について概説する．蛍光イメージングの短所の一つに，

深部への透過性が悪いことが挙げられる．通常の蛍光イ

メージング実験で用いられる紫外～可視領域の光は，散乱

の影響を受けやすく，組織深部までは到達しない．そこ

で，より組織透過性の高い近赤外蛍光を用いた個体イメー

ジングが注目されている．一方，MRIは，感度や簡便性

の面では蛍光イメージングに劣るものの，臨床で利用され

ているように，生体深部を高解像度で撮像することができ

る．それゆえ，生きた動物個体内における酵素などの生体

分子の挙動をMRIで観察する試みが近年注目を集めてい

る．

３―１． MRIによる酵素活性の可視化

酵素活性のMRI検出に関しては，Meadeらによって先

駆的な研究がなされている１６）．彼らは，巧妙に設計された

MRIプローブを用いて，アフリカツメガエル（Xenopus lae-

vis）の胚における加水分解酵素の活性を，１H MRIで可視
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図５ 標的タンパク質（E１６６NTEM-EGFR，EGFR）を発現させた HEK２９３T細胞の
蛍光および位相差顕微鏡像．

図６ １９F MRIプローブ投与マウスの１H MRI，１９F MRI，および両者の重ね合わせイ
メージ図．

図７ 緩和時間変化型MRIプローブ
（a）酵素活性を検出する１９F MRIプローブの設計原理．（b）合成したプローブ化合物の構造．
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化している．このようなMRIによる酵素活性の可視化研

究はまだ報告例は少ないものの，大きな注目を集めてい

る．しかしながら，１H MRIは体内の水や脂肪などの水素

原子を検出する手法であり，常に内在性のバックグラウン

ドシグナルが観察される．そのため，酵素活性などを検出

するプローブシグナルとバックグラウンドシグナルとを区

別する必要があり，通常の手法ではその区別は困難である．

そこで，筆者らが注目したのが１９F MRIである．１９Fは天

然存在比率が１００％のフッ素の安定同位体であり，１Hに

匹敵する高い磁気回転比を持つことから，比較的高感度な

NMR測定が可能な核種である．また，生体内には歯や骨

以外にはほとんど存在せず，内在性のバックグラウンドシ

グナルは全く観察されない．それゆえ，１９Fを含むプロー

ブ化合物を動物に投与し１９F MRI測定を行うと，プローブ

シグナルのみが観察される（図６）．得られた１９F MRI画像

を，解剖学的情報を与える１H MRI断層画像と重ね合わせ

ることで，動物個体内におけるプローブの局在を知ること

ができる１７）．すなわち，標的酵素の活性を１９F MRIシグナ

ル変化として検出できれば，生きた動物個体内において，

いつ，どこで酵素活性が上昇するかを調べることができ

る．そこでまず，加水分解酵素活性を１９F MRIシグナルへ

と変換する基本原理の開発に着手した．

３―２． 加水分解酵素活性の１９F MRI検出の原理

MRIは，x・y・z軸のそれぞれに磁場勾配をかけること

で NMRシグナルを分離し，三次元画像を構築する撮像法

である．ここで，あるボクセル（三次元画像の最小単位）

のMRIシグナル強度は，ボクセル体積内に存在する観測

核の NMRシグナル強度と等しい．NMRシグナル強度に

影響を与えるパラメーターに緩和時間がある．緩和時間に

は，縦緩和時間 T１および横緩和時間 T２の２種類が存在

し，このうち T２が短くなるとMRIシグナルは低下する．

よって，プローブ化合物の T２をあらかじめ短縮させ，そ

れを酵素反応によって延長させることにより，酵素活性を

MRIシグナルの増大として検出できることになる．

そこで，プローブの T２を短縮させるために，常磁性緩

和 促 進（paramagnetic relaxation enhancement：PRE）に 着

目した．PREは常磁性物質が持つ不対電子スピンの影響

図８ 酵素反応によるMRIシグナル変化
（a）DOTA-DEVD-Tfbと Gd-DOTA-DEVD-Tfbの１９F NMRスペクトル．（b，c）カスパーゼ-３添加による Gd-DOTA-
DEVD-Tfbの（b）１９F NMR，および（c）１９F MRIの経時変化．
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で，近傍に存在する NMR観測核の T１および T２が著しく

短縮する現象である１８）．常磁性物質の中でも Gd３＋イオンは

４f軌道に七つの不対電子を有し， PRE効果が特に大きい．

それゆえ，Gd３＋イオンの近傍にある NMR観測核の T２は

大幅に短縮すると予想される．そこで，図７aに示すプ

ローブの設計原理を考案した．常磁性金属イオンの Gd３＋

と NMR観測核種の１９Fを同一分子内に修飾したプローブ

の T２は PREによって大きく短縮し，MRIシグナルは大き

く低下すると予想される．Gd３＋錯体と１９F含有官能基の間

のリンカーが，加水分解酵素によって切断されると，短縮

していた T２が延長し，MRIシグナルが上昇すると考えら

れる．以上の原理により，加水分解酵素活性を１９F MRIで

検出できると考えた．

３―３． カスパーゼ-３活性を検出する１９F MRIプローブの開発

ターゲット酵素として，アポトーシスに関連するプロテ

アーゼカスパーゼ-３を選択した．カスパーゼ-３は高い基

質特異性を有し，ペプチド DEVDの C末端のペプチド結

合を加水分解する．そこで，DEVDを含むペプチドの両

端に Gd３＋錯体と１９F含有官能基を修飾した化合物 Gd-

DOTA-DEVD-Tfbをデザインし，液相法と固相法を組み合

わせて合成した（図７b）１９）．

Gd-DOTA-DEVD-Tfbの１９F NMRスペクトルは，Gd３＋を

配位していない DOTA-DEVD-Tfbと比較して大幅なブ

ロード化が観測された（図８a）．また，横緩和時間 T２を測

定したところ，Gd-DOTA-DEVD-Tfbの T２は大幅な短縮の

ため正確な値の算出はできなかった．次に，Gd-DOTA-

DEVD-Tfbを含む緩衝液にカスパーゼ-３を添加したとこ

ろ，１９F NMRピークは，時間依存的にシャープに変化した

（図８b）．酵素反応が完了したサンプルでは，T２は３２msま

で延長していた．

続いて，このプローブを用いて，カスパーゼ-３活性の
１９F MRI検出を試みた．Gd-DOTA-DEVD-Tfbの１９F MRI画

像では，シグナルが完全に消失していたが，カスパーゼ-３

の添加後に経時的に増大する結果を得た（図８c）．

以上により，PRE効果を利用して加水分解酵素活性を

検出する１９F MRIプローブの設計原理を開発し，in vitro に

おけるカスパーゼ-３活性検出へ応用した．この原理は特

定の酵素だけでなく，様々な加水分解酵素への応用が可能

である．実際，その他のプロテアーゼや糖加水分解酵素に

対するプローブの開発も進めている．また，様々な実験に

適用可能な多機能プローブとして，酵素活性をMRIシグ

ナルと蛍光強度の双方で検出するプローブ Gd-DOTA-

DEVD-AFC（図７b）の開発にも成功している２０）．現在，

それらのプローブを細胞，動物個体へ適用し，生きたサン

プル中における酵素活性のMRIによる可視化法の確立を

進めている．

４． お わ り に

本総説では，筆者らの研究室で開発してきた二つの分子

イメージング基盤技術，「タンパク質ラベル化法」および

「１９F MRIによる酵素活性検出法」について紹介した．前半

の，分子スイッチを組み込んだ「タンパク質ラベル化技術」

は，既存の市販技術と比較しても優位な点を備えており，

今後生物学で汎用される技術になることを期待している．

後半の「１９F MRIプローブの開発」は，現状では測定機器

がほとんど普及していないこともあり，実用化へはもう少

し時間がかかるかもしれないが，これまでほぼ不可能で

あった酵素活性の in vivo MRI検出の解決策が見えてきた

と言える．

これら二つの技術はお互いに独立した研究テーマである

が，両者を融合させることで，さらに発展させた技術の開

発に繋げることもできる．このような化学原理に基づいた

分子プローブの研究は，ポストゲノム時代に求められる

「生きた状態における生体分子の機能解明」のための強力

なツールになるだろう．
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