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研究成果の概要：本研究では、新規タンパク質蛍光ラベル化試薬を開発した。ヒスタグと

呼ばれる短いペプチドと金属錯体との選択的かつ強固な結合を利用した。開発した試薬は、

タンパク質との結合に伴い、蛍光強度が増大するという特長を持つ。同一の原理に基づき、

紫外光励起可能な NTAC 類と可視光励起可能な NTAF 類の２群の新規試薬を開発した。これ

らの試薬は、ヒスタグを持つペプチド／タンパク質と選択的に結合し、蛍光強度が増大し

た。 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の蛍光ラベル化技術は、タンパ

ク質研究に必須の基盤技術である。目的とす

るタンパク質のみを蛍光標識可能で、かつ

様々なタンパク質に適用可能な汎用的手法

の開発は最重要課題の１つといえる。 

筆者は、「ペプチドタグ／蛍光プローブ」ペ
アによる標識法に着目した。この方法は、既
存の手法の欠点を克服するものであるが、タ
ンパク質との相互作用前後で蛍光強度変化
が見られないものがほとんどである。そのた

めタンパク質標識後、未反応プローブの洗浄
除去が必要であり、バイオイメージング等へ
の応用は困難であった。 
 
２．研究の目的 
 ペプチドタグとの結合に伴って、蛍光強度
が増大する「発蛍光型試薬」の開発を目的と
する。ペプチドタグとして「ヒスタグ
（(His)6）」を、蛍光プローブとして「Co

2+-NTA
（ニトリロ三酢酸）部位を有する蛍光プロー
ブ」を用いた。ヒスタグと金属-NTA 錯体との
選択的相互作用は、タンパク質の精製や固定
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化に汎用されており、信頼性が高いためであ
る。 
 
３．研究の方法 
 発蛍光型試薬の設計にあたり、金属配位性
の蛍光団に着目した。金属配位性の蛍光団に
は、金属に配位することで、蛍光が消光する
分子が知られている。金属配位性の蛍光団と
Co2+-NTA 錯体構造を併せ持つ分子は、「発蛍光
型試薬」となると考えた（図 1）。蛍光試薬単
独では、蛍光団は Co2+に配位しているため蛍
光は消光している。そこにヒスタグを持つタ
ンパク質を添加すると、蛍光団よりも強く
Co2+に配位するヒスタグが存在するため、
Co2+-NTA 錯体部位が目的タンパク質と結合す
る。それに伴い、蛍光団は遊離し蛍光が回復
することを期待した。 
 本研究では、金属配位能を持つことが知ら
れている蛍光団２種を用いた試薬を合成し、
ヒスタグペプチド／ヒスタグタンパク質に
対する蛍光応答を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
紫外光励起可能なヒドロキシクマリンを蛍
光団とする NTAC 類と、可視光励起可能なフ
ルオレセインを蛍光団とするNTAF 類を設計、
合成した（図 2）。合成した蛍光試薬 NTAC 及
び NTAF は、期待通り、ヒスタグ配列を有す
るペプチドとµMオーダーで相互作用し、6-22
倍に蛍光量子収率が増大するという性質を
示した（図 3）。ヒスタグ配列を持たないペプ
チド／タンパク質の添加では蛍光変化は起
こらず、ヒスタグに対して特異性を持つこと
が示された。さらにヒスタグ導入タンパク質
の蛍光標識にも成功した。これらの結果は、
電気泳動ゲルの染色や細胞イメージング等

への応用研究が期待できる結果である。 
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