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１． はじめに

現在，蛍光タンパク質はさまざまな蛍光色や機能性のも
のが報告されており，生細胞イメージングの主役の一つに
なっている．蛍光タンパク質が持つ特長の一つは，これら
が遺伝子でコードできることである．標的のタンパク質と
蛍光タンパク質とを融合することで（図１a），生きた細胞
内での標的タンパク質の局在や挙動などを容易に追跡でき
る．また，吸収／蛍光波長の異なる蛍光タンパク質を組み
合わせることで，蛍光共鳴エネルギー移動（FRET：fluo-
rescence resonance energy transfer）の原理に基づくさまざ
まな蛍光センサー分子も報告されている１）．これらの蛍光
タンパク質プローブは，シグナルペプチド配列を融合させ
て細胞内局所に限局させることができるため，低分子蛍光
プローブに対して大きな優位性を持っている．さらに，実
用面で見逃せない点として，タンパク質をコードする
DNAは無限に増幅可能であり，試料の消費を気にする必
要がない．これらの特長により，蛍光タンパク質を用いた
イメージング研究は瞬く間に世界中に広がった．
にもかかわらず，低分子プローブの役割は終わったわけ

ではない．それどころか，蛍光タンパク質の課題が明らか
になるにつれて，低分子化合物の多彩な機能に再び注目が
集まりつつある．機能性低分子の歴史は古く，１９世紀半
ばにはすでに蛍光化合物の研究が行われていた２）．１９８０年
代半ばの Tsienらによる生細胞内 Ca２＋を可視化する蛍光プ
ローブの開発３）が端緒となり，細胞生物学における機能性
低分子の有用性が認識されるようになった．その後，多く
の化学者が生物学分野に参入するようになり，さまざまな
機能性低分子プローブの設計原理が確立されてきた４）．
よって，低分子プローブの種類や機能のバリエーションは
タンパク質プローブと比較すると圧倒的に多く，そのポテ
ンシャルを生かせれば，生命科学の一層の進展が期待され
る．
そこで近年，タンパク質と低分子化合物の両者の長所を

併せ持つ「機能性低分子―タンパク質ハイブリッド分子」
が注目されている．このようなハイブリッド分子を生細胞
実験で使用するには，細胞内などの生理条件下で機能性分
子をタンパク質に効率的に修飾することが求められる．そ
こで本稿では，生理条件下での使用に耐えるタンパク質ラ
ベル化技術（図１b）を取り上げ，著者らが開発した技術
を中心に研究例を紹介する．また，生化学に対して新たな
視点をどのように与えられるかについて私見を述べたい．

２． タンパク質ラベル化技術

タンパク質に機能性低分子を修飾するには，反応性の高
い Lysの-NH２基や Cysの-SH基などに化学的に共有結合
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酵素変異体に基づくタンパク質ラベル化技術の開発と
新たな生物学研究ツールへの展開

水 上 進

タンパク質の持つ遺伝子による発現制御が可能な特性と，低分子の持つ多機能分子設計が可能
な特性を結びつけられるタンパク質ラベル化技術が注目を集めている．筆者らは細菌酵素 

ラクタマーゼの変異体を用いたタンパク質ラベル化技術（BL-tag技術）の開発に取り組んで
おり，これまでに機能性部位やリガンド部位の構造が異なる複数のラベル化プローブを報告し
てきた．精密に機能設計を行った発蛍光ラベル化プローブを用いることで，蛍光タンパク質で
は困難な実験も可能であり，生細胞イメージングツールとしての有用性を示した．イメージン
グ以外のタンパク質ラベル化技術の応用について，生体機能制御に関するいくつかの先進的な
研究例を紹介するとともに，タンパク質ラベル化技術の将来像について展望する．
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させる手法が古くから用いられてきた．現在でも蛍光色素
を共有結合させた抗体は，生化学実験から蛍光イメージン
グまで幅広く用いられている．こうした化学修飾法は，普
遍的に存在する天然アミノ酸残基と反応するため，未精製
の状態で特定のタンパク質のみをラベルする目的には使用
できない．そうした目的には，特異性の高いタグタンパク
質やタグペプチドを用いた手法が有効である．
タグペプチド／タンパク質の例は，Tsienらによる tetra-

cysteine tag５）（Lumio tag）が先駆けであるが，現在では
HaloTag６），SNAP-tag７）など数種類が市販されるまでになっ
ている．これらの手法では，蛍光タンパク質と同様に遺伝
子工学を用いてタグを標的タンパク質に融合し，生細胞表
面や生細胞内に発現させる．その後，タグに特異的に結合
するリガンド部位を持つ機能性分子を投与すると，標的タ
ンパク質に機能性分子がラベルされる（図１b）．タグを用
いたタンパク質ラベル化技術は，タグとリガンドの特異性
が実用性の鍵であり，一般的にはタンパク質タグの方がペ
プチドタグよりも特異性が高いとされる．しかしながら，
標的タンパク質の機能に影響を与える立体的な効果につい
てはペプチドタグに優位性があり，ビオチンリガーゼなど
の酵素を用いて基質配列を持つペプチドタグに機能性低分
子を修飾する手法８，９）など，特異性を保ちながらタグのサイ
ズを小さくする試みもなされている．
タンパク質ラベル化技術を生細胞実験に用いるには，タ

グとリガンドの両者が①内在性ではないこと，②内在性分
子と反応しないこと，さらには③タグの融合がタンパク質
機能を阻害しないこと，が重要である．タグのサイズは上
記③の理由によりなるべく小さいことが望まれるが，タン

パク質機能への影響は静電的および疎水的な相互作用も考
慮に入れる必要がある．ちなみに GFPの分子量は約
２７，０００であり，市販タグの大きさは最小の tetracysteine
tagで５７５（６アミノ酸），大きめの HaloTagで約３３，０００で
ある．
筆者らは，細菌酵素 -ラクタマーゼをタグとして用い

たタンパク質ラベル化システムを開発してきた１０）．-ラク
タマーゼは -ラクタム系抗生物質を特異的に加水分解す
る酵素で，哺乳類細胞には内在性の相同タンパク質は存在
しない．クラス Aの -ラクタマーゼに属する TEM-１（図
２a）は分子量が約２９，０００の比較的小さな酵素であり，基
質の加水分解反応機構が詳細に調べられている．活性中心
近傍のアミノ酸に変異を導入したいくつかの変異体では酵
素反応速度が変化し，中でも E１６６N変異体では基質が結
合した中間体からの加水分解反応がきわめて遅く，基質の
解離が実質上停止する１１）．そこで，この E１６６N変異体 -
ラクタマーゼをタグタンパク質として利用することを考え
た．
-ラクタマーゼはさまざまな -ラクタム系抗生物質を基

質とし，これらに蛍光色素などを修飾した分子が機能性リ
ガンドとなる．そこでまず，代表的な抗生物質であるアン
ピシリンのアミノ基にクマリンを修飾した化合物 CA（図
３）を合成し，E１６６N TEM-１ -ラクタマーゼに選択的に共
有結合することを SDSポリアクリルアミド電気泳動によ
り確認した．膜タンパク質にこの変異体 -ラクタマーゼ
を融合させて哺乳類細胞に発現させ，CAを培養液に添加
したところ，細胞膜上のタンパク質のみを蛍光観察するこ
とができた１２）．開発したシステムが，既存の HaloTagや

図１ タンパク質の可視化
（a）蛍光タンパク質を融合したタンパク質．（b）タグを利用したタンパク質の蛍光
ラベル化．

図２ 変異 -ラクタマーゼ（BL-tag）を用いたタンパク質ラベル化技術の概要
（a）TEM-１-ラクタマーゼの立体構造．（b）機能性分子修飾 -ラクタム化合物の BL-tagへのラベ
ル化．
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SNAP-tagと同じように，生細胞でも機能することが確認
できたことから，この変異体を BL-tagと名づけ，さまざ
まな機能性ラベル化プローブの開発を行った．
本ラベル化技術の特長の一つは，リガンドとなる -ラ

クタム化合物が多種類知られており，医薬品あるいはその
合成中間体として入手できることである．これにより，細
胞膜透過性などの物性が異なるラベル化プローブを比較的
短いステップで合成できる．これまでに合成した蛍光ラベ
ル化分子の例を図３に示す１３～１５）．アンピシリンのプロド
ラッグであるバカンピシリンをリガンド部位として持つ
RBおよびその類縁体は，細胞膜透過性を有しており，細
胞内タンパク質の１分子イメージングなどに応用可能であ
る．また，六員環を有する -ラクタム系抗生物質のセ
ファロスポリンを用いることで，さらに有用な機能を生み
出すことができたので，次節で紹介する．

３． 発蛍光ラベル化プローブによるイメージング応用

蛍光色素ラベルしたタンパク質を蛍光顕微鏡で観察する
には，通常は蛍光ラベル化プローブの投与や洗浄操作など
が必要である．それゆえ，蛍光タンパク質では難しい実験
の場合にタンパク質ラベル化技術を用いることが多い．そ
のような実験の一つに，パルスチェイス実験がある．パル
スチェイス実験とは，ある時刻に発現している生体分子の
みをラベルし，その後の挙動を追跡する手法である（図４
a）．蛍光タンパク質は連続的に発現するため，蛍光タンパ
ク質の蛍光シグナルはタンパク質の発現時刻等の時間情報
を持たない．一方，蛍光色素をラベルした場合は，未反応
色素を洗浄除去すれば，ラベル化の時刻に発現していたタ

ンパク質のみを蛍光観察できる．蛍光ラベルした細胞を一
定の時間経過後に別の蛍光色素でラベルすることにより，
異なる時刻に発現したタンパク質の挙動をそれぞれ別の蛍
光色で追跡できる．BL-tagラベル化技術においても，異
なる蛍光色の量子ドットを経時的にラベルすることで，上
皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor：EGFR）
のパルスチェイス観察が可能であった１６）．
さらに，分子構造中に FRETの原理を組み込んだ発蛍光

型ラベル化プローブ FCAPO２（図３）を開発した．この分
子は，励起された蛍光色素（フルオレセイン）のエネル
ギーが FRETにより分子内の消光基へ移動するため，ほぼ
無蛍光となる．FCAPO２が BL-tagにラベル化されると，
速やかに消光基が脱離して強蛍光性となるため，未反応の
FCAPO２を洗浄除去する必要がない．FCAPO２の持つ発蛍
光特性と細胞膜非透過性を利用して，標的タンパク質が細
胞内から細胞表面に移行した瞬間に発蛍光ラベルを行う特
殊なパルスチェイス実験に応用した．
まず，実験開始時に細胞表面に存在している EGFRを

細胞膜非透過性のローダミン系の赤色蛍光ラベル化プロー
ブ RAでラベルした．その後，未反応の RAを洗浄除去
し，緑色の発蛍光性プローブ FCAPO２を添加し，共焦点
蛍光顕微鏡による経時観察を行った（図４b）．RAをラベ
ルした段階で細胞膜上に存在した EGFR由来の赤色蛍光
は，時間経過とともに徐々に細胞内に移行した．一方，新
たに細胞内から細胞表面に移動した EGFRに対しては
FCAPO２が発蛍光ラベルされることで，細胞膜上に緑色蛍
光が現れてくるのが観察された．この手法により，タンパ
ク質の膜提示現象を可視化できるだけでなく，同種のタン
パク質を膜上への発現時間等の履歴の違いに従って区別す

図３ 開発した BL-tag選択的蛍光ラベル化プローブの例
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ることが可能になった．
また，タンパク質ラベル化技術の蛍光イメージング応用

の中でも，特に有効に利用されている研究として，超解像
蛍光イメージングが挙げられる．光の回折限界を超える解
像度での観察が可能な STED（STimulated Emission Deple-
tion microscopy）や STORM（STochastic Optical Reconstruc-
tion Microscopy）などの超解像イメージング技術が開発さ
れているが１７），これらはいずれも強いレーザー光を用いる
ため，高蛍光強度かつ光退色を起こしにくい蛍光色素が望
まれる．低分子蛍光色素には蛍光タンパク質よりも蛍光強
度およびレーザー光耐性が優れたものが数多く知られてい
るため，これらの色素をタンパク質にラベルすることで超
解像イメージングに利用されている１８）．また，同様に強い
レーザー光を用いる１分子イメージングにおいても，タン
パク質ラベル化技術は重要性を増している．

４． タンパク質ラベル化技術の新展開―生体機能制御へ
の応用

タンパク質にラベルできる機能性分子は蛍光色素だけで
はない．細胞内ではさまざまなタンパク質が相互作用する
ことで機能制御が行われている．それゆえ，細胞内シグナ
ル伝達にかかわるタンパク質間相互作用を人為的に制御す
る技術は，生物を構成的に理解するための強力なツールと

なる．タンパク質ラベル化技術をこのような目的で用いる
研究として，タンパク質を同種または異種で二量化させる
研究がある（図５a）１９）．報告されている例は，天然化合物
である Rapamycinを用いたシステムが最も多いが，合成
リガンドの例もわずかに報告されている．Bertozziらは，
異なるタグタンパク質に結合するリガンドをつなげた二量
化プローブを開発した．このプローブを細胞に添加するこ
とで，細胞質に発現させた糖転移酵素をゴルジ体へ局在化
させ，触媒活性の制御に成功している２０）．筆者らも BL-tag
と他のタンパク質タグを連結するリンカープローブを用い
て，膜タンパク質の二量化を誘導し，膜タンパク質の活性
化をトリガーとする細胞内シグナル伝達を人工的に制御で
きることを確認している（未発表データ）．
その他の応用例として，細胞内タンパク質の発現レベル

を低分子によって制御することができる．生細胞内でタン
パク質が変性して脂溶性部位が表面に現れると，タンパク
質分解系により除去される機構が存在する．Crewsらは
HaloTagを融合させた標的タンパク質を細胞に発現させた
後，疎水性の高いアダマンタンを修飾した HaloTagリガン
ドを細胞に投与したところ，数時間後にはほとんどの標的
タンパク質が消失した（図５b）２１）．この手法は，タンパク
質量の翻訳後制御を可能とし，非常に応用範囲の広い技術
になる可能性がある．

図４ タンパク質ラベル化技術を利用したパルスチェイス実験
（a）２種類の蛍光色素ラベルによるパルスチェイス実験の概要．（b）発蛍光型ラベル化プローブ FCAPO２
を用いた EGFRのパルスチェイスイメージング画像．
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５． タンパク質ラベル化技術の将来展望

最後にタンパク質ラベル化技術の将来を展望したい．イ
メージング分野においては，酵素活性やイオン濃度変化な
どの「生体機能」を可視化する蛍光センサーとの融合が考
えられる．蛍光センサーを細胞内のさまざまなオルガネラ
に局在させることで，蛍光センサー分子の拡散の陰に隠れ
ていた空間的な情報が現れる可能性がある．超解像イメー
ジングと組み合わせれば，さらに詳細な解析も可能になる
だろう．そのためには，ラベル化プローブに細胞膜透過性
を持たせたり，細胞内での非特異吸着を防ぐような分子設
計戦略が重要となる．すでに多くの機能性化合物の細胞内
での挙動などが個別に調べられてはいるが，網羅的に構造
機能相関が検証された例はほとんどなく，それらの再検証
により新たな設計戦略が生まれる可能性がある．
また，注目技術となっている「オプトジェネティクス」

のように光を用いた機能制御への応用も期待される．タン
パク質機能の光制御はオプトジェネティクス以前から行わ
れてはいたが，光学系の著しい進歩により多様な実験系の
デザインが可能になってきており，今後ますます注目され
るようになるだろう．このような生体機能制御技術の発展
に，タンパク質ラベル化技術は非常に重要な役割を果たす
と予想している．
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