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研究成果の概要（和文）：本研究では独自に開発した化学的な蛋白質修飾法により、膜蛋白質の局在メカニズム
を解析できる技術の開発に取り組んだ。成果の第一として、「PYPタグラベル化法」を応用し、Ⅱ型糖尿病に関
与する膜蛋白質、グルコース輸送体GLUT4が糖鎖修飾により細胞膜に引き留める機構を調べた。第二として、
「BLタグシステム」を用い、膜蛋白質を蛍光プローブで染め分け、蛋白質のリガンド刺激に対する動態解析に取
り組んだ。加えて、BLタグシステムを改良し、新たなリガンド構造を用いたプローブを開発した。これらの化学
プローブを用い、膜蛋白質の動態や蛋白質間相互作用の解析手法を供出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed chemical protein labeling probes and applied 
them for analyzing the dynamics of membrane proteins in living cells. First, we applied a PYP tag 
labeling method to investigate why glucose transporter GLUT4 is retained in the plasma membrane by 
glycosylation. Second, we developed near-infrared and red fluorescent probes based on BL-tag system 
for imaging membrane proteins and analyzing the dynamics in response to ligand stimulation. In 
addition, we developed an improved labeling system using new ligand structures and beta-lactamase. 
Using these chemical probes, we provided a method for analyzing membrane protein dynamics and 
protein-protein interactions.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 化学プローブ　膜蛋白質　PYPタグ　BLタグ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって、膜蛋白質が生きた細胞内でどのように振る舞うのかを調べるための道具を提供することが
可能となった。例えば、膜蛋白質であるGLUT4の細胞膜に維持される機構はⅡ型糖尿病の発症に関与しており、
相互作用に関わる蛋白質を検出する化学プローブはこの機構解明に大きく貢献できることが期待できる。また、
がんや免疫応答に関与する受容体を蛍光ラベル化し、イメージングによって解析することで、これらの動態を生
きた状態で可視化追跡することが可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膜蛋白質は、細胞膜やオルガネラ膜などへ動的に移動することで、生体機能の維持に必須の役割
を果たしており、膜蛋白質の動態解明とその解析技術の開発の重要性は益々増している。特に、
膜蛋白質の生きた細胞・個体における動態を、その場で解明することが挙げられるようになった。
この目的達成には新規の生細胞可視化プローブを化学原理に基づいてデザイン・合成すること
が非常に有効である。申請者は“生きた状態における生体分
子の空間的な局在性とその時間的な変化、量的・質的な変化
を解析する手法”を創り出し、直接細胞に応用することに成
功してきた。具体的には、見たい蛋白質にタグとなる短い配
列を遺伝子工学によって融合して発現させ、タグに特異的
に共有結合を形成するプローブによって標識するものであ
る。これまでに申請者らはバクテリア由来の蛋白質 PYP
（Photoactive yellow protein）を用いた「PYP タグラベル化
法」、や β ラクタマーゼの変異体を用いた「BL タグシステ
ム」を用いて蛋白質を特異的にラベルする手法を開発して
きた（Figure 1）。 
一例として、PYP タグラベル化法を用いたグルコース輸送
体 GLUT4 の動態解析について記す。GLUT4 は、血中グル
コースを細胞内に取り込むことで血糖値を下げる重要な役
割を担っている。GLUT4 は、通常は細胞内小胞に存在し、
インスリン刺激時に細胞膜移行しグルコースを取り込む。一方、インスリン抵抗性 2 型糖尿病で
は、GLUT4 の膜移行が障害されグルコースを効率的に細胞内に取り込むことができない。この
ため、GLUT4 の動態制御機構を明らかにすることは、糖尿病の発症機構解明や治療にとって極
めて重要である。われわれは、発蛍光プローブ（ラベル化時に蛍光が上昇する）プローブを用い
ることで、迅速に GLUT4 をラベル化することに成功し、GLUT4 の糖鎖修飾が細胞膜への保持
に重要な役割を持っていることを初めて明らかにした（Nat. Chem. Biol. 2016）。しかしながら、
GLUT4 の糖鎖修飾が細胞膜保持に寄与している機構に関しては未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の「PYP タグラベル化法」と「BL タグシステム」の２つの蛋白質ラベル化法
を用い、膜蛋白質の細胞内ダイナミクスを解析し、イメージングを行うことで初めて明らかに出
来る生命現象解明を行う。前者のラベル化法においては、GLUT4 の動態制御機構を明らかにす
る化学ツールとして、マルチカラー発蛍光プローブ、及び蛋白質間相互作用を光で繋ぐ分子プロ
ーブの開発を目的とした。後者のラベル化法においては、自然免疫応答に関与する膜蛋白質であ
る TLR4 の 1 分子イメージング解析を目指し、実験系の構築、及び細胞内外の蛋白質を長時間イ
メージング可能な新たなラベル化システムの開発に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
（1）PYP タグラベル化法を用いたマルチカラー発蛍光プローブの開発 
PYP タグラベル化法を用いた GLUT4 の機能解析として、細胞膜上に移行した GLUT4 を選択的
に迅速、高コントラストに可視化するために、膜非透過性の発蛍光プローブの開発を行った。特
にマウスを用いた実験への応用を目指し、近赤外蛍光を示す蛍光色素として、650～700 nm に蛍
光発光波長を有する Si ローダミン類の色素を選択した。これらの色素に PYP タグリガンド、消
光基であるジニトロベンゼンを導入し、発蛍光プローブを合成した。 
PYP タグを組み換え蛋白質として調製し、ラベル化を SDS-PAGE により確認した。また、合成
したプローブの発蛍光特性は、蛍光スペクトル測定により調べた。また、培養細胞において
GLUT4 をラベルするため、GLUT4 の細胞外ループ部分に PYP タグを融合させたコンストラク
トを作製し、この遺伝子を細胞に導入し、プローブによるラベル化を行い蛍光顕微鏡を用いてイ
メージングを行った。 
（2）GLUT4 の糖鎖部分と相互作用する蛋白質を光で繋ぐ分子プローブの開発 
GLUT4 の膜局在維持には、GLUT4 の糖鎖と結合する蛋白質分子が関与していると考えられる。
そこで、糖鎖結合蛋白質の同定のために、PYP タグラベル化法を用いて GLUT4 の糖鎖近傍部位
をラベル化し、GLUT4 と糖鎖結合蛋白質を光架橋するプローブ“光で繋ぐ分子”を設計した。こ
のプローブは蛍光性クマリンを PYP タグリガンドとして、リンカーを介して光架橋分子が連結
されている。また、光架橋以外の捕捉方法として、GLUT4 に PYP タグを介してビオチンをラベ
ル化するプローブの開発も行った。PYP タグリガンドにビオチンを連結させたプローブを設計・
合成した。相互作用する蛋白質の捕捉、回収は以下の手順で行った。細胞に発現させた PYP-
GLUT4 を細胞膜上に移行させて光架橋、もしくはビオチン化プローブでラベル化し、架橋反応
を行い、相互作用蛋白質と GLUT4 を結合させた。その後、細胞溶解液からラベル化された PYP-

Figure 1. PYP タグラベル化法と
BL タグシステムを用いた蛋白質
のラベル化 



GLUT4 をストレプトアビジンビーズで捕捉し、PYP-GLUT4 と相互作用する蛋白質を検出した。 
（3）BL タグシステムを用いた 1 分子イメージング系の構築 
Toll 様受容体（TLR）は、様々な異物を特異的に感知する受容体ファミリーであり、その一種で
ある TLR4 は LPS を認識するセンサーとして免疫応答に機能する。TLR4 は TIR ドメインを介し
て TIRAP をはじめとした複数のアダプター蛋白質と相互作用することが知られている。以前に
我々のグループではマルチカラー1 分子イメージングによって TLR4 とそのアダプター蛋白質の
相互作用に伴うダイナミクスの変化を 1 分子イメージングによって明らかとしている（J. Am. 
Chem. Soc. 2017）。TLR4 が細胞膜上で脂質ラフトと呼ばれるドメインに非応答、応答時に局在す
るかどうかは未だ議論されていた。そこで、ラフト局在する蛋白質ドメインを BL タグによって
ラベル化可能な、ラフト画分可視化プローブの開発を行った。ラフト局在する蛋白質ドメインと
して、GPI アンカーや LCK の膜結合ドメインを BL タグに融合したコンストラクトを作製し、
生細胞イメージングを行った。 
（4）野生型 βラクタマーゼを用いた新たなラベル化システムの開発 
BL タグシステムでは βラクタマーゼの変異体と βラクタム基質のペアを用いているが、リガン
ドとして用いる βラクタム基質が化学的に不安定であり、合成過程で酸やアルカリを使えない、
長期保存に不向き、ラベル化後の蛋白質複合体からの解離といった課題があった。これらの課題
を解決すべく、高いラベル化効率とラベル化保持能を確保するために β ラクタマーゼ阻害剤を
用いた新たなラベル化システムを考案した。βラクタマーゼ阻害剤は野生型の βラクタマーゼに
対して共有結合を形成することが知られている。特に、近年開発が進んでいるジアザビシクロオ
クタン（DBO）構造を有する阻害剤は、高い阻害効率を有することが知られている（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 2012）。そこで、DBO 構造を導入した種々のラベル化プローブを設計・合成した。
組み換え蛋白質として調製した野生型および変異型 β ラクタマーゼを用い、蛋白質ラベル化プ
ローブのラベル化能は SDS-PAGE により評価した。また、βラクタマーゼを培養細胞において発
現させ、これらのプローブにより標識し蛍光顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
（1）PYP タグラベル化法を用いたマルチカラー発蛍光プローブの開発 
Si ローダミン類の色素を PYP タグリガンドに連結したプローブを合成し、蛋白質ラベル化を確
認したところ、PYP タグに相当する分子量の位置に蛍光バンドが観察され、PYP タグをラベル
化できることが示された。また、蛍光スペクトルの測定により、ラベル化により色素の蛍光波長
に相当する 650~700 nm の波長領域で 30 倍程度の蛍光上昇が観察された。生細胞イメージング
においても細胞膜、および核に発現させた PYP タグをラベル化し、イメージングできることが
示された。 
（2）GLUT4 の糖鎖部分と相互作用する蛋白質を光で繋ぐ分子プローブの開発 
プローブは、蛍光性 PYP タグリガンドであるヒドロキシクマリン誘導体に水溶性リンカーを介
して光架橋剤を導入することで設計した。光架橋剤として、ジアジリン (DA)、トリフルオロメ
チルフェニルジアジリン (TPD)およびベンゾフェノン (BP)を、ペンタエチレングリコールを介
してリガンドにそれぞれ組み込んだ化合物を合成した。これらのプローブは PYP タグを融合し
た蛋白質を蛍光ラベル化し、光照射により DA および TPD はカルベンを、BP はラジカルを生成
して近傍の生体分子と共有結合を形成すると考えられる。各プローブと PYP タグを反応させ、
SDS-PAGE により解析したところ、ラベル化反応が起こっていることが確認された。これらのプ
ローブは光架橋反応を示したが、GLUT4 に相互作用する蛋白質の検出には反応効率が十分でな
いという課題があった。 
そこで、PYP タグリガンドに水溶性リンカ
ーを介してビオチンを連結させたプローブ
を合成した。このとき、細胞膜に移行した
GLUT4 を選択的にビオチン化できるよう
に、リンカーの間にはスルホ基を導入し、
プローブが細胞膜非透過性となるようにし
た。PYP-GLUT4 を発現している細胞に対し
てこのプローブを用いて生細胞イメージン
グを行った。インスリンで PYP-GLUT4 を
細胞膜上に移行させ、プローブ及びストレ
プトアビジンと蛍光色素の複合体を添加し
た結果、発現している細胞から蛍光が観察
された。これにより、このプローブは生細
胞中の PYP-GLUT4 をビオチン化できることが分かった。続いて、架橋剤を加えて GLUT4 相互
作用蛋白質を捕捉し、ストレプトアビジンビーズにより回収し、ウエスタンブロッティングによ
り検出を試みた（Figure 2）。その結果、細胞内の GLUT4 貯蔵小胞中に存在している蛋白質が検
出された。この他にも GLUT4 と相互作用する蛋白質候補を検出しており、さらなる詳細な解析
によって GLUT4 の膜動態における機構を明らかにできるものと考える。 
（3）BL タグシステムを用いた 1 分子イメージング系の構築 
BL タグにラベル化できるβラクタム基質を有する近赤外蛍光プローブを合成した。また、脂質

Figure 2. PYP タグを用いた GLUT4 相互作用蛋白質
の捕捉と検出 



ラフトに局在すると考えられる GPI アンカーや LCK の膜結合ドメインを BL タグに融合したコ
ンストラクトを作製した。合成したプローブを用い、細胞にこれらのコンストラクトを発現させ
た細胞をラベル化しイメージングを行ったところ、目的とする細胞膜上、および細胞膜内葉から
蛍光シグナルが観察された。 
（4）野生型 βラクタマーゼを用いた新たなラベル化システムの開発 
DBO 構造を有する β ラクタマーゼ阻害剤、
Relebactam と蛍光色素であるテトラメチルローダ
ミンを縮合させたプローブ RD を合成した（Figure 
3）。このプローブは SDS-PAGE 解析結果から、野生
型、変異体に関わらず βラクタマーゼと安定な複合
体を形成し、高いラベル化能を有していることが確
認された。また、膜蛋白質である上皮成長因子受容
体（EGFR）をラベル化し、長時間イメージングに
よってその一部が内在化していることも観察でき
た（Figure 3）。 
RD は優れたラベル化能を有している一方、阻害剤
由来の負に帯電したスルホン酸を有しているため、
細胞膜を透過することができず細胞内の蛋白質の
ラベル化には利用できない。そのため細胞内蛋白質
をラベル化する際にはスルホン酸部分の改変が必要になる。そこでカルボン酸エステルを有す
るプロドラッグに着目し、新たなプローブ RD2 を設計、合成およびその評価を行った。カルボ
ン酸エステルを有する RD2 は、中性の緩衝液中でエステルの加水分解が徐々に進行していくこ
とが HPLC により確認された。この性質を利用することで、最初はエステル構造のプローブが細
胞膜を透過し、細胞内で加水分解が起こり、ラベル化が起こることが期待された。そこで、RD2
を用いて細胞内（核や細胞膜内葉に局在する）蛋白質のラベル化を行ったところ、βラクタマー
ゼを発現している細胞から特異的に蛍光シグナルが見られ、高いコントラストでイメージング
することができた。 
本研究では、膜蛋白質の動態を調べるため、蛋白質ラベル化能を有する化学プローブを開発し、
イメージングや生化学的な手法によりその動態を解析できることを示した。今後、これらの化学
プローブをさらに深化し、応用研究を進めることで、さまざまな膜蛋白質の動態や蛋白質間相互
作用を明らかにできることが期待できる。 
 

Figure 3. β ラクタマーゼラベル化プローブ
（RD）によりラベル化された蛋白質の SDS-
PAGE による蛍光検出、βラクタマーゼタグ
を用いた EGFR の生細胞イメージング 
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