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研究成果の概要（和文）：細胞内の標的蛋白質の局在や刺激による細胞内移動を可視化して見る

方法の一つとして、緑色蛍光蛋白質(GFP)を目的の標的蛋白質に融合させて細胞あるいは個体

に発現させて、その蛍光を蛍光顕微鏡あるいは共焦点顕微鏡で捉える方法が、広く使われてい

る。しかし、GFP は分子量が 27kDa もあり、標的蛋白質の分子量が小さい時、定常配置に位

置しにくくなること、標的蛋白質の刺激に応答した動きを阻害する。それには、レポーター分

子の低分子量化が必要不可欠である。また、GFP は哺乳動物が持たない異種蛋白質であるため

に、個体に発現させた場合、その毒性や抗体の出現も問題となる。そこで、分子量が小さく、

抗体ができないレポーター分子としてビタミン B12 のポルフィリン環の蛍光を用いる手法を

開発することを試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：The green fluorescent protein (GFP) gene is frequently used in 
spatiotemporal analysis of membrane protein as a reporter gene. GFP gene is introduced 
into cell using vector systems to trace of a target membrane protein. However, GFP protein 
is composed of 238 amino acids with the molecular mass of 27kDa. In the target membrane 
protein with small molecular mass, GFP affects the localization of target membrane 
protein. It is more convenient that the molecular mass of reporter protein is smaller than 
that of GFP. We tried to develop to use porphyrin ring of vitamin B12 as a reporter, because 
porphyrin ring has small molecular mass and fluorescence. 
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１． 研究開始当初の背景 
(１) 細胞内の標的蛋白質の局在や刺激によ
る細胞内移動を可視化して見る方法の一つ
として、緑色蛍光蛋白質(GFP)を目的の標的
蛋白質に融合させて細胞あるいは個体に発

現させて、その蛍光を蛍光顕微鏡あるいは共
焦点顕微鏡で捉える方法が、広く使われてい
る。しかし、GFP は分子量が 27kDa もあり、
標的蛋白質が定常配置に位置しにくくなる
こと、標的蛋白質の刺激に応答した動きを阻
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害することのために、多くの研究者が困難を
極めている。それには、レポーター分子の低
分子量化が必要不可欠である。 
(２) また、GFP は哺乳動物が持たない異種
蛋白質であるために、個体に発現させた場合、
その毒性や抗体の出現も問題である。 
 
２．研究の目的 

標的蛋白質の細胞内発現や刺激に伴う細
胞内移動を追跡するためのレポーターとし
て、分子量が小さく、抗体ができないレポー
ター分子を探索することを目的とした。 

ビタミン B12 は分子量 1.3kDa と小さく、
ポルフィリン環を有し、このポルフィリン環
は 460nm の励起波長で、 660nm に赤色蛍光を
発する。このビタミン B12をレポーターとし、
ポルフィリン環蛍光を利用する方法を探索
する。 
 
３． 研究の方法 
（１）標的蛋白質とビタミン B12(レポータ
ー)をつなぐ結合蛋白質を検索するため、ビ
タミン B12 結合蛋白質を同定した。       
ビタミン B12が結合したアフィニティカラ

ム(VB12-bounded Sepharose)を作製し、0.2M 
Phosphate buffer (pH 7.5)でラット耳下腺
のホモジネートを調製し、この アフィニテ
ィカラムを平衡化した。非吸着画分を洗浄後、
10% glucose を含む 0.1M Phosphate buffer
で溶出し、溶出画分を 0.1M Phosphate buffer
に対し透析した。アフィニティ溶出画分を電
気泳動後、ペプチド解析からビタミン B12 結
合蛋白質を同定した。 
（２）(1)にて同定されたビタミン B12 結合
ペプチドの遺伝子をクローニングした。 
（３）ビタミン B12 結合ペプチド融合標的蛋
白質遺伝子発現用プラスミドベクターを作
製した。 

(2)で作製されたビタミン B12 結合ペプチ
ドの cDNA を挿入したプラスミドベクターを
調製した。標的蛋白質として水チャネル・ア
クアポリン(AQP)-5 を用い、既に研究分担者
らが作製した AQP5cDNA (Biochim Biophys 
Acta. 1790, 49－56, 2009)をビタミン B12
結合蛋白質発現ベクターに挿入した。この際
AQP5 の C-末にビタミン B12 結合蛋白質を挿
入するベクター(pFP-N1)と N-末に挿入する
ベクター(pFP-C1)の両方を用いて作製した。 
（４）ビタミン B12 結合蛋白質融合標的蛋白
質発現用プラスミドベクターの細胞へトラ
ンスフェクションした。     

前法(J Dent Res. 82:476-80. 2003)に従
って、ラットより耳下腺を摘出し、コラゲナ
ーゼとヒアルロニダーゼを用いて遊離細胞
を調製する。調製した遊離細胞、HMG cell お
よび ACC3 cell へ、(3)で作製されたベクタ
ーをトランスフェクションした。2 時間後血

清入り培養液の入った「生体培養チャンバー
構 造 体 」 ( 庄 野 正 行 ,  特 許 出 願 番
号:2004-368661)へ移し培養した。 
（５）レポーターの局在・動態を可視化した。 
(4)より適宜細胞を集め、先に開発した

「Fluorescent Microscope」(Masayuki Shono, 
国際特許公開番号;WO 2007/136075 A1)や「蛍
光顕微鏡および遮蔽部材および顕微鏡観察
システム」(庄野正行, 特許出願番号：
2006-143441)を用い、本システムへセビメリ
ンをはじめとする各種刺激薬を添加したり、
システム内のカルシウム濃度を変えたり、カ
ルシウムキレーターを添加して可視化した。 
 
４．研究成果 
（１）標的蛋白質とビタミン B12(レポータ
ー)をつなぐ結合蛋白質の検索 
 ほとんどの標的蛋白質は、ビタミン B12 と
直接結合しない。そこで、まず、両者を繋ぐ
結合蛋白質を見つけるひつようがある。 
 血漿中に存在してビタミン B12(と結合し
ているトランスコバラミンの分子量は 37kDa
であり、ビタミン B12 をレポーターとして使
うための結合蛋白質としてはふさわしくな
い。ビタミン B12 が結合したアフィニティカ
ラム(VB12-bounded Sepharose)を用いて種々
の物質を探索探索した結果、ペプチド
luteinizing hormone-releasing hormone 
(LHRH)が分子量 1.2 kDa と小さく、使える可
能性を得た。 
（２）図 1のように LHRHcDNA と AQP5cDNA を
挿入したプラスミドベクターを調製した。こ 
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      図 1 ベクターの作成法 
のベクターを耳下腺遊離細胞へトランスフ
ェクションすることとした。 
（３）トランスフェクションし、2 時間培養
後、培地へカルシゥムイオノフォア・A-23187
の濃度が 10-5M となるように添加して(図
2-2)蛍光強度を観察し、無添加(図 2-1)の蛍
光強度と比較した。A-23187 を添加して細胞
内の カルシウム濃度を上昇させると、細胞
膜、特に管腔膜で蛍光強度の増強が認められ
た。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２ 刺激に伴う AQP5 の細胞内移動 
  2-1 は生理食塩水、2-2 は A-23187 を添

加して 3 分後の蛍光を 460nm で励起し、 
660nm にて測定した。 

 
 以上のことから、ビタミン B12 と標的蛋白
質を直接つなぐことはできないので、それら
を繋ぐ因子として LHRH を用いることを提案
する。LHRHcDNA と標的膜輸送蛋白質の
cDNA(ここでは AQP5cDNA を使用)をベクター
へ導入し、そのベクターを細胞へトランスフ
ェクトして発現させ、細胞内のビタミン B12
を結合させてレポーターとして利用できる。 
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