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研究成果の概要（和文）：タンパク質の局在変化や分解は細胞内代謝を制御する重要な役割を果たしている。タ
ンパク質分解の既存の検出法は、タンパク質合成阻害剤を添加してウエスタンブロットを行うものであるが、細
胞全体のタンパク質合成に影響を及ぼす。この問題を解決すべく、本研究では、タンパク質をラベル化すると蛍
光性となり、分解されると蛍光が抑制されるOFF-ON-OFF蛍光プローブを開発し、代謝関連タンパク質の分解を可
視化した。

研究成果の概要（英文）：Protein localization changes and degradation play an important role in 
regulating cellular metabolism. Existing detection methods for protein degradation involve Western 
blotting with the addition of protein synthesis inhibitors, which affect whole protein synthesis 
throughout the cell. To solve this problem, we developed OFF-ON-OFF fluorescent probes, which become
 fluorescent when protein is labeled and suppress fluorescence upon degradation, to visualize the 
degradation of metabolism-related proteins.

研究分野： ケミカルバイオロジー・蛍光イメージング

キーワード： 蛍光プローブ　タンパク質の分解

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
代謝に関わるタンパク質には、栄養状態の変化やストレスに応じて、細胞内局在や発現・分解量をダイナミック
に変化させるものがある。その異常は癌や生活習慣病の原因となるため、タンパク質動態・分解の可視化は疾病
治療の観点から極めて重要な課題である。一方、特にタンパク質の分解を検出する既存の技術には、タンパク質
合成阻害剤を使用するなど不十分な点が多い。本研究では、新たな化学原理に基づく蛍光プローブを開発するこ
とで、現在のタンパク質動態・分解可視化技術における問題を解決し、代謝に関するタンパク質の動態研究や、
代謝異常に伴う疾病に関する医療研究に有用なツールと知見を与える。

※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 
代謝に関わるタンパク質には、栄養状態の変化やストレスに応じて、細胞内局在や発現・分解

量をダイナミックに変化させるものがある。その異常は癌や生活習慣病の原因となるため、タン
パク質動態の可視化は疾病治療の観点から極めて重要な課題である。例えば、グルコース輸送体
の一種である GLUT4 は、空腹時では、細胞内の貯蔵小胞に主に存在するのに対し、食事摂取に
よりインスリンが分泌されインスリン受容体に結合すると、そのシグナルがトリガーとなり、
GLUT4 は細胞膜に移行する。その結果、GLUT4 は、グルコースを細胞内に取り込み、血糖値
を低下させる。この細胞膜移行が障害されると高血糖状態が続くこととなり、2 型糖尿病の症状
を示すこととなる。また、我々の最近の研究では、GLUT4 に本来結合している糖鎖が欠損する
と、GLUT4 は、インスリン刺激時においても、細胞膜に留まらず、細胞内小胞における局在が
優勢になるほか、一部は ER よりリソソームに移行し分解されることを示唆するデータが得ら
れている 1。このように、タンパク質の動態や分解を明らかにすることは、そのタンパク質の制
御機構や疾病の理解に繋がる。 
タンパク質の分解を検出する代表的な手法としては、タンパク質合成阻害剤を添加し、タンパ

ク質合成を止めたうえで、ウエスタンブロットでタンパク質の量をモニタリングする手法がと
られる。タンパク質合成阻害剤を添加するのは、タンパク質分解と合成が同時に起こり、分解の
みを選択的にみることができないためである。一方、この手法では、細胞全体のタンパク質合成
が止まるため、細胞毒性の影響が生じることや目的タンパク質のみの発現を止めることもでき
ない。このため、タンパク質合成阻害剤を用いることなく、タンパク質の局在や分解を可視化す
る新たな技術の開発が強く求められている。 
これまでに、我々は、タグタンパク質である PYP（Photoactive yellow protein）とその特異

的蛍光プローブを利用したタンパク質ラベル化法を開発してきた 2。PYP タグは、細菌由来の小
タンパク質であり、プローブと共有結合する。本手法の利点は、タグのサイズ（14 kDa）が小
さく、遊離状態では非蛍光性で、PYP タグをラベル化すると初めて蛍光性となる「発蛍光プロ
ーブ」を利用できることである。この結果、これまでに迅速・高コントラストなタンパク質の可
視化に成功してきた。また、タンパク質の分解を可視化するために、タンパク質の分解とともに
蛍光強度が低下するジメチルアミノクマリン型プローブの開発に成功している 3。一方、このプ
ローブは、タンパク質との結合が不安定であり、変異を導入しないと細胞内で PYP タグから解
離し分解を識別できないことや、クマリン型であることから明るさにも問題があった。このため、
複合体の安定性が高く、明るい色素を持つプローブの開発が課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、蛍光強度が高いものが多いキサンテン系色素を利用して、遊離状態では蛍光強度
が低く、PYP タグをラベル化すると蛍光強度が上昇し、タンパク質が分解すると蛍光が再び抑
制される OFF-ON-OFF プローブを開発する。また、PYP との複合体との安定性が高いとされ
るリガンドを用いたプローブ設計を行う。さらに、オルニチン代謝に関わり癌との関わりが示唆
され、短寿命のタンパク質であるオルニチンデカルボキシラーゼを細胞内で可視化する。 
 
３．研究の方法 
(1) プローブ分子の設計と開発 
 これまでの研究で、クマリンの 7 位にジメチルアミノ基がある場合、PYP タグの結合部位に
ある Glu46 のカルボキシ基との水素結合が効果的に形成されないことが示唆されている 3。その
結果、プローブと PYP タグの複合体の安定性が低くなり、プローブと PYP タグを繋ぐチオエス
テル結合が細胞内グルタチオンにより攻撃を受けやすくなるため、プローブが PYP タグから解
離すると考えられた。一方、7 位の置換基がヒドロキシ基であるとグルタチオンによる攻撃は受
けないことが分かっている。そこで、目的とするプローブの PYP タグリガンド部位を 7-ヒドロ

図 1. OFF-ON-OFF プローブの分子設計と蛍光制御機構。 



キシクマリンとした（図 1）。 
また、色素部位をモル吸光係数と蛍光量子収率が高く安価な色素であるフルオレセインとし

て、7-ヒドロキシクマリン型リガンドとフレキシブルな PEG リンカーで連結した。我々の以前
の研究で、フルオレセインと 7-ヒドロキシクマリンをフレキシブルなリンカーで繋ぐと、これ
ら 2 分子が会合し消光するとともに、PYP タグとのラベル化反応において、立体障害となり、ラ
ベル化速度を大きく低下させる（24 時間以上）ことが分かっている。一方、PYP タグリガンド
のチオエステルを介してジニトロベンゼンを繋いでおくと、色素部位がリガンド部位より優先
的にジニトロベンゼン部位と相互作用し、蛍光消光を引き起こすとともに、ラベル化速度を改善
することができることが分かっている。そこで、本研究でも、7-ヒドロキシクマリン型リガンド
にチオエステルを介してジニトロベンゼンを連結することで、フルオレセインは、ジニトロベン
ゼンの効果で消光し、ラベル化するとジニトロベンゼンが脱離するため蛍光を増大させ、しかも
ラベル化速度の低下を抑制できると考えた。また、タンパク質が分解すると、今度はリガンド部
位が消光基となり、フルオレセインの蛍光を抑制できると考えた。 
このとき、色素部位とリガンド部位の相互作用を抑制し、消光基の相互作用を最適化するため

に、色素部位とリガンド部位を繋ぐリンカーを in silico で複数デザインし、MacroModel を用い
て conformational search を行い mimimization した。その結果、最適な相互作用を行うリンカーと
して PEG5 が選ばれた。以上の設計方針に基づき、F5DNB2 が合成された。 
 
(2) PYP タグ変異体の設計とラベル化・イメージング実験 
 F5DNB2 は、水溶液中では 3 価のアニオンであるが、これまでの研究で、PYP タグが酸性タン
パク質であるために、静電反発により、アニオン性分子とのラベル化速度は低くなることが分か
っている。この問題を解決するために、PYP タグの反応速度に影響を与えるリガンド結合部位付
近の 3 つの酸性アミノ酸をそれぞれ塩基性アミノ酸と中性アミノ酸に変異させた PYP3R と
PYPNQN を用いることとして、F5-DNB2 とのラベル化反応と蛍光測定及び生細胞イメージング
実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ラベル化実験と蛍光測定 
 F5-DNB2 と PYP3R または PYPNQN と反応
させ、蛍光強度を経時的に測定したところ、蛍
光強度の上昇が確認できた（図 2a, b）。また、
反応後に SDS-PAGE を実施すると、PYP タグ
のバンドから蛍光が観測されたことから、プロ
ーブは、それぞれのタンパク質を共有結合でラ
ベル化できることが分かった（図 2c, d）。次に、
ラベル化反応後に、トリプシンを添加すると蛍
光強度が低下することが示された。SDS-PAGE
を行ったところ、PYP タグの分子量の位置から
バンドが消失していることが分かったことか
ら、タンパク質の分解により、プローブの蛍光
強度が低下していると考えられた。以上のこと
より、設計時に意図したとおり、遊離状態では
蛍光が弱く、ラベル化反応により蛍光強度が上
昇し、タンパク質の分解に伴い蛍光強度が低下
する OFF-ON-OFF 型蛍光プローブが開発でき
たといえる。 
 
(2) イメージング実験 
 マウス由来オルニチンデカルボキシラーゼ
MODC は、タンパク質発現後、比較的速やかに
（ユビキチン非依存的にプロテアソームに分
解される。一方、タンパク質合成阻害剤存在下
で EGFP 融合 MODC の分解を調べた過去の研
究によると、2 時間程度の短い半減期で速やかにタンパク質が分解されることが示されている 4。
このため、合成蛍光プローブとタグによるタンパク質ラベル化技術で MODC の分解を可視化す
るには、MODC が分解する前に迅速に MODC をラベル化し、その後蛍光強度の低下をモニタリ
ングできる必要がある。 
 そこで、in vitro で検証したラベル化技術で半減期の短いタンパク質を可視化できるかを調べ
るために、PYPNQN を MODC の分解ドメインに融合させたタンパク質に核局在化シグナルをつ
けた HA-PYPNQN-MODC422-461-NLS（HA はエピトープタグ）を細胞核に発現させた。コントロ
ール実験として、MODC を融合させていない HA-PYPNQN-NLS も別途発現させた細胞も準備し
た。F5-DNB2 をこれらの発現細胞に添加し、共焦点顕微鏡でイメージングを行った。 
 プローブを添加して遊離のプローブを除去し、イメージング実験を行ったところ、それぞれの

図 2. F5-DNB2 の OFF-ON-OFF 応答。
(a, b) F5-DNB2 と (a) PYP3R または(b) 
PYPNQN を反応させ、トリプシンを添
加した時の蛍光強度の経時変化。(c, d) 
F5-DNB2 と (c) PYP3R または(d) 
PYPNQN を反応後、トリプシ F5 ン処理
/未処理の試料の SDS-PAGE の結果。 



遺伝子を発現させた細胞核から蛍光が観測さ
れた。この結果から、F5-DNB2 により、HA-
PYPNQN-MODC422-461-NLS は分解される前
に、ラベル化されていることが分かった。ま
た、既存のクマリン型プローブを用いて、比
較したところ、色素をフルオレセインとした
F5-DNB2 でラベル化した方が、明るくイメー
ジングできることが分かった。 
次に、タイムラプスイメージングにより、

分解を可視化することができるかを検証した
ところ、HA-PYPNQN-MODC422-461-NLS 発現
細胞では、迅速に蛍光が減弱したのに対し、
コントロールの HA-PYPNQN-NLS 発現細胞
では、蛍光は 180 min 経過後に一定程度低下
はしたものの、明確に観測された。また、タ
ンパク質合成阻害剤を用いて従来型のウエス
タンブロットの方法でタンパク質分解を検出
したところ、PYPNQN-MODC422-461-NLS の分
解が確認された。さらに、PYPNQN-MODC422-

461-NLS 発現細胞から観測された蛍光の強度
を定量化して、タンパク質の半減期を推定し
たところ、107 min 程度であり、前述した半減
期と同等の結果が得られた。 
以上のように、本技術を用いることで、半

減期の短い不安定なタンパク質でも、その分
解を定量的に可視化できることが示された 5。
また、課題であったイメージング時の明るさ
の問題は解決され、安定化変異を入れること
なく複合体の安定性が向上したと考えられ
る。 
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図 3. F5-DNB2 による MODC の分解イメ
ージング。(a) イメージングの手順。(b) 
HA-PYPNQN-NLS と(c) PYPNQN-MODC422-

461-NLS のタイムラプスイメージング。(d) イ
メージングの定量結果。 
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