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研究成果の概要（和文）：タグ－プローブシステムを活用して細胞内の反応をミリ秒単位で観測できる手法を開
発することを目的とした。標的タンパク質として膜受容体やヒストンタンパク質を選択して、それぞれにタグ配
列と蛍光タンパク質を融合したタンパク質の遺伝子を細胞内に導入した。タンパク質発現、局在変化をmKOの蛍
光観察によって確認を行った。翻訳開始コドン直後にタグ配列遺伝子が導入されるようにデザインしてゲノム編
集を行った。導入をより効率化するために細胞の薬剤選択を利用する系を構築した。この手法はさまざまな遺伝
子をゲノムに導入する際にも適応可能な汎用的手法である。

研究成果の概要（英文）：In this project, a method to observe processes of protein translation, 
folding, and translocation was developed using our tag-probe system. Membrane receptor and histone 
protein were chosen as targets and their fusion with fluorescent protein were expressed in cells. 
Expression and localization of target proteins were observed by fluorescent microscopy. To introduce
 tag gene after starting codon, guide RNA was designed and genome editing by CRISPR-Cas9 was 
performed. We have established a method to select cells with drug-resistant marker to increase 
editing efficiency. The method can widely applied to introduce various gene to genome. 

研究分野：生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内に存在するタンパク質はその機能自体の解明も重要であるが，細胞の中にどれくらいの量が存在し，どこ
に存在するのか、存在場所は機能とともに変化するか，などを顕微鏡で観察することが必要になる。それを解決
する手段として、細胞のゲノムに存在するタンパク質を定義している遺伝子に目印となるタグを付けることで細
胞内のタンパク質の絶対量や動きを正確に観察することができる。本研究では独自のタグをゲノムに組み入れる
方法を確立することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内に存在するタンパク質は翻訳過程からフォールディング過程を経て機能し，さらに分

解によって一生を終える。生体高分子や代謝産物などを標的とした蛍光イメージングは非侵襲

的に細胞や個体を観察可能なことから，それまで明らかでなかった細胞内イベントを解明する

ことに役立っている。蛍光イメージング技術は発展的に進化しており，より高精度な観察手法

の開発に向けて研究が進められている。本研究でもう一つの鍵となるゲノム編集技術ではゲノ

ム上の標的配列をヌクレアーゼによる配列特異的切断によって変異導入されることから，タン

パク質のノックアウトに利用される。ここ数年で CRISPR-Cas9 システムが開発され，従来のジ

ンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）や TALEN といった技術と比較して研究期間の大幅な短

縮が実現されてきている。それと同時にタンパク質のノックアウトだけでなくゲノム上でのタ

ンパク質配列の改変などこれまでとは異なる利用方法の実現が望まれている。本研究で取り組

む蛍光イメージング法とゲノム編集技術を組み合わせた，より高性能なタンパク質挙動観察の

手法はそれぞれの分野における技術を融合させた新たな取り組みとなる。 

 

２．研究の目的 

本研究ではゲノム編集技術によってゲノム上の標的タンパク質遺伝子にタグ遺伝子を導入し
てタグ付加した標的タンパク質が遺伝子発現によって生産される細胞を構築する。ゲノム上で
コードされたタグ付加型標的タンパク質は発現量が細胞の状態を反映する。また，タグ-プロー
ブの組み合わせに関してへリックスバンドル形成から蛍光増大が飽和するまでの時間経過をス
トップトフロー法によってミリ秒単位で解析する。タグ配列をタンパク質 N 末端に導入するこ
とでタンパク質翻訳過程の初期段階でタグ-プローブペアを形成させることができると考えら
れる。従って，タグ-プローブペア形成による蛍光を追跡することで細胞質におけるタンパク質
翻訳の過程からタンパク質特有の細胞内局在までの過程を経時的に追跡することが可能になる。 

 

３．研究の方法 

3 年間の研究期間中に細胞質環境において翻訳を受けるタンパク質の合成から局在変化まで
を捉えることのできる仕組みを構築する。これまでに開発してきたタグ-プローブシステムにつ
いては速度論的解析を進め，蛍光増大による観察が可能な時間を詳細に明らかにする。また，
恒常的状態でのタンパク質発現を反映させるためにゲノム編集技術を用いてゲノム上の標的タ
ンパク質遺伝子に直接タグ配列を導入する手法を確立する。これによって細胞内タンパク質に
関する真の動態解明を目標とする。細胞内におけるタンパク質新生から局在化までをタイムラ
プス観測する技術としてへリックスバンドル型タグ-プローブシステムを利用する。ペプチド合
成で作製したタグ，プローブペプチドを用いてストップトフロー法により蛍光増大に要する時
間をミリ秒単位で測定する。タンパク質翻訳過程から局在化までを追跡するために tet-on プロ
モーターをもつプラスミドを用いて細胞内で観察を行う。次の段階ではゲノム編集技術
（CRISPR-Cas9 システム）を利用して両アレルの標的タンパク質遺伝子 N 末端部位にタグ遺伝
子を導入した細胞を樹立する。1-ピレンブチレートで細胞を前処理して効率的にプローブを細
胞に導入する。蛍光観察には共焦点レーザー顕微鏡を用いる。観察に必要な蛍光強度が不足す
る場合は導入するタグ配列をリピート化する。プローブ添加後に生成するタンパク質を追跡す
るために翻訳開始阻害剤で細胞を処理する方法について条件を最適化する。 

 
４．研究成果 

蛍光イメージング技術はより高精度な観察手法の開発に向かっている。へリックスバンドル
型タグ-プローブシステムは会合に伴う蛍光増大が観察されるため，細胞内の反応をミリ秒単位
で観測することが出来ると期待される。本研究ではゲノム上の標的タンパク質遺伝子にタグ遺
伝子を導入して，恒常的なタンパク質発現とい
う条件下での観察手法を開発する。この手法で
は，会合後にミリ秒単位以内で蛍光が増大する
タグ-プローブシステムにより，タンパク質の翻
訳過程から局在部位への移動までを高精度に追
跡できると考えられる。細胞内におけるタンパ
ク質新生から局在化までをタイムラプス観測す
る技術としてへリックスバンドル型タグ-プロ
ーブシステムを利用する。初年度ではペプチド
合成で作製したタグ，プローブペプチドを用い
てストップトフロー法により蛍光増大に要する
時間をミリ秒単位で測定する。タンパク質翻訳
過程から局在化までを追跡するために tet-on プ
ロモーターをもつプラスミドを用いて細胞内で
観察を行う計画を立てた。ストップトフロー装
置を利用した蛍光強度変化の測定ではプローブ
溶液とタグ溶液の混合と同時に蛍光強度の変化
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図 1. ストップトフローを利用したタグ－プロ
ーブ形成速度の定量について 0.5 µM プロー
ブ in HEPES buffer (pH 7.2, 100 mM NaCl)， 

0.5 µM タグ in HEPES buffer (pH 7.2, 100 mM 

NaCl)を混合し，時間経過による蛍光の増大を
測定した。 

 



を追跡した。その結果 100～200 ミリ秒以内での蛍光強度の飽和が観察された（図 1）。 

従って，当初予測していた通り，非常に早い反応を追跡する蛍光プローブとして利用するこ
とが可能であると判断された。また，tet-on システムで利用するタンパク質発現ベクターの構
築も計画通りに行い，GPCR である CXCR4，プロテインキナーゼ C（PKC），ヒストンタンパ
ク質 H2B に赤色蛍光タンパク質 mKO を融合したマーカータンパク質の発現について検討を行
った（図 2）。 

H2B-mKO において最も効率的に蛍光を検出
でき，時間経過による局在変化も明確に検出で
きることが明らかになった（図 3）。また，同じ
系を利用してタグ－プローブによる観察も可能
であることを確認した（図 4）。 

以上のことより，H2B の発現・局在が明確に
観察されたことから，以降の研究は H2B を中心
に利用することとした。 

ゲノム上での H2B コード配列に対してタグ遺
伝子をゲノム編集を利用して導入するために
CRISPR-Cas の sgRNA を構築し，変異導入効率
について検討を行った。標的タンパク質（H2B）
遺伝子のためのガイド RNA（gRNA）およびド
ナーテンプレートを翻訳開始コドン直後にタグ
配列遺伝子が導入されるようにデザインして構
築した。ゲノム上への導入は CRISPR-Cas9 によ
るゲノム編集で行ったが，HCT116 細胞を利用
した場合，ゲノム編集効率は平均して 5%程度
と低いため，293 細胞を利用することにした。
これにより，効率的なドナー遺伝子の導入が行
えるようになった。さらにドナー遺伝子の導入
をより効率化するために，ハイグロマイシン耐
性遺伝子を同時に導入し，細胞の薬剤選択後に

Cre リコンビナーゼを利用してマーカー遺伝子
を除去する系を構築した。これによりシングル
セル化したタグ導入細胞を得ることができた。
この手法はさまざまな遺伝子をゲノムに導入す
る際にも適応可能な汎用的手法である。 

 一方でタグ配列に二本鎖ヘリックスを利用し
てきたが，小型化を図るためにタグ配列に一本
鎖ヘリックスを利用することを検討した。この
方法ではタグ－プローブ形成によって得られる
蛍光が十分でない場合に標的タンパク質にヘリ
ックスの繰り返し配列を導入することでタンパ
ク質当りの蛍光量を増強することができると考えられる。二本鎖ヘリックス側に環境応答性蛍
光基を導入した場合に，バックグラウンド蛍光の増大が観察されたが，タグ－プローブ形成速
度などへの影響はなく，タグ配列の小型化が必要な場合に利用できるシステムであることが確
認された。 
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図 3. tet-on を利用した H2B 発現の観察につい
て Dox 添加後，12 時間で発現が見られ始め
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が確認された。 
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図 4. tet-on プロモーターを利用した H2B-mKO
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図 2. タグ配列を有する標的タンパク質の観察
手法について 
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