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研究の概要 
蛍光タンパク質およびそれを応用した可視化技術は生物、医学分野で非常に重要な技術となっ 

ている。ペプチドアプタマーは特定の分子と特異的に結合するペプチドであるが、本研究では 

（１）機能的アプタマーを用いた蛍光プローブ開発、（２）ランダム配列を持つアプタマーを用 

いた蛍光プローブの開発、および（３）高速スクリーニング法の確立を行う。 

研 究 分 野：複合領域 

キ ー ワ ー ド：脳機能プローブ、蛍光、分子進化、分子認識 

１．研究開始当初の背景 
 2008年にノーベル化学賞を受賞した下村
博士が発見した緑色蛍光タンパク（GFP）が
クローン化されてから、蛍光タンパク質およ
びそれを応用した可視化技術は生物、医学分
野で非常に重要な技術となっている。我々は
GFPをもとに蛍光 Ca2+プローブ G-CaMPや赤色
蛍光カルシウムプローブ（R-CaMP）を開発し
てきた。これらのプローブは線虫、ショウジ
ョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウス、等多
くのモデル生物で利用され、神経細胞の活動
のモニターや、再生医療の基礎研究でも分化
した細胞の活動のモニターに応用されてい
る。一方、ペプチドアプタマーは特定の分子
と特異的に結合するペプチドで、通常ランダ
ム配列の巨大なライブラリー中から選び出
してくる。アプタマーは近年、分子認識が可
能な生体物質として、生物工学的応用、薬剤
への応用が検討されている分子である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では G-CaMPの蛍光リポーター部分を
用い、分子認識部分にペプチドアプタマーを
結合させ、種々の分子を認識できる蛍光プロ
ーブを迅速に作成する技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究では（１）機能的アプタマーを用い

た蛍光プローブ開発、（２）ランダム配列を
持つアプタマーを用いた蛍光プローブ開発、
および（３）高速スクリーニング法の確立、
の３つの研究を行う。 
G-CaMPのリポーター部分にすでに基質に結

合することが確かめられている機能的アプ
タマーや、ランダム配列を持つアプタマーを
結合させ、高速スクリーニング法により基質
と結合する蛍光プローブをスクリーンニン
グする。 
 
４．これまでの成果 
（１）機能的アプタマーを用いた蛍光プロー
ブ開発 
 緑色蛍光 Ca2+プローブ G-CaMP の蛍光素子
部分を基に作製した改変 GFP の両端に、リン
カーペプチドを介して基質に結合する 2種類
のペプチドアプタマーを遺伝子工学的に連
結したライブラリーを作製した。今後、基質
に対する結合活性を指標としてスクリーニ
ングをおこなうことにより、基質結合活性を
持つ GFP 融合アプタマーを作成する。 

 また、アプタマーの代わりに抗体を用いる
ことによっても、機能分子プローブをシステ
マティックに作成できると考えられるため、
このタイプのプローブについても作成し、蛍
光特性を計測した結果、プローブとして有効
であることを確認した。 

進化工学を利用した蛍光プローブの開発研究 

Development of Fluorescent Probes with Molecular  

Evolution Engineering 
 

課題番号：15H05723 

中井 淳一（NAKAI JUNICHI） 
埼玉大学・大学院理工学研究科・教授 

 
 
 

図 1 ペプチドアプタマーが基質に結合すると

蛍光を発する蛍光プローブの模式図 



（２）ランダム配列を持つアプタマーを用い
た蛍光プローブ開発 
 一般に、プローブのスクリーニングのため
に核酸とタンパク質の対応づけを行う。この
目的のために、しばしば核酸とタンパク質を
融合させることが行われる。この過程で融合
率が低いとライブラリーの収率の低下やラ
イブラリーサイズの低下を引き起こす。我々
は electrophoresis mobility shift assay (EMSA)
を用いて融合効率を上げる検討を行った。そ
の結果タンパク質と融合させる核酸の配列
を選択することにより、融合効率を高めるこ
とができることを見出した（成果論文 3）。
種々の融合手法を検討した結果、これまでよ
りも高効率に DNA配列を、目的タンパク質を
コードする DNAに結合させた DNAライブラリ
ーを作成できるようになった。 
 
（３）高速スクリーニング法の確立 
 セルソーターを用いたスクリーニング法
は高速に多数の細胞や細菌、酵母、リポソー
ムなどをスクリーニングし分取することが
できる。分子をスクリーニングするために、
しばしば細胞やリポソームの表面に分子を
固定化することが行われる。我々はリポソー
ムにアンカーする新規ペプチドを開発した
（成果論文 4）。このペプチドを用いて分子を
細胞膜やリポソーム膜に効率的に固定化す
ることが可能となった（図２）。 

図２ リポソーム膜にアンカーするペプチ
ド（黄色の部分）を用いて GFPをトラップし
た（成果論文 4） 
 
５．今後の計画 
 （１）機能性アプタマーを GFPに結合させ
た融合タンパク質は、今後蛍光特性について
より詳細に調べるとともに、分子進化の手法
を用いてより高性能はプローブへと進化さ
せていく。（２）ランダム配列を持つアプタ
マーを用いた蛍光プローブ開発に関して、今
後さらに高収率なライブラリー作成法を検
討していく。（３）高速スクリーニング法開
発について、セルソーターによる高速スクリ
ーニング法の詳細を検討して、個々の実験者
の実験手技の違いによる影響を少なくした
精度の高いスクリーニング法を開発してい
く。 
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