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研究成果の概要（和文）：本研究は酵素タグと細胞内抗体導入法を組み合わせた細胞ターゲティングシステムの開発を
目的とした。ここでは酵素タグとして利用するSNAP-tagを分割したsplit SNAP-tagが、融合したタンパク質の分子間相
互作用に応じて活性を回復することを見出し、分子間相互作用検出の新たな手法となることを示した。また、分子認識
素子としてDNAアプタマーを利用する可能性を考慮し、ファージ由来Gene A*タンパク質を利用したDNA-タンパク質ハイ
ブリッド分子作製法を構築した。

研究成果の概要（英文）： In this experiment, a novel active targeting system based on split SNAP-tag was d
eveloped. Firstly, split SNAP-tag complementation was studied. Split SNAP-tags, fragments of divided SNAP-
tag were fused to proteins that can interact with each other. After incubation with a fluorescent SNAP-tag
 substrate, cells that expressed split SNAP-tag fusion proteins generated fluorescent signals when these p
roteins interacted. It was shown that split SNAP-tag labeling method should be a useful tool for visualiza
tion of protein-protein interaction processes. 
Next, for using DNA aptamer in our system, we developed a method for site-specific labeling of single-stra
nded DNA (ssDNA) to a recombinant protein of interest (POI) through the Gene-A* protein (Gene-A*) from bac
teriophage phi X174, without any chemical modifications of ssDNA.
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１． 研究開始当初の背景 
 

 細胞ターゲティングは、イメージング・DDS
などにおける重要な基盤技術である。細胞タ
ーゲティングにおいて標的細胞が特異的に
発現するタンパク質の認識には、優れた分子
認識能を有する抗体が一般に使用されてい
る。しかしながら、抗体は細胞膜透過能を持
たないことから、その標的分子は細胞膜表面
タンパク質に限定されていた。細胞機能を司
るタンパク質の多くが細胞内に存在するこ
とを考えれば、細胞内分子を標的とすること
により細胞ターゲティングの可能性が飛躍
的に広がるものと考えられる。つまり、抗体
分子を細胞内へと導入することが可能にな
れば、細胞内タンパク質をも細胞ターゲティ
ングの標的とすることが可能になるものと
期待される。 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究では、独自に開発した生細胞内への
抗体導入法を基盤とし、この方法と酵素タグ
を組み合わせた細胞内分子を標的とした細
胞ターゲティングシステムの構築を目的と
した。ここでは酵素タグとして human 
alkylguanine-DNA alkyltransferase (hAGT) 
の変異体である SNAP-tag に着目した。この
SNAP-tag は、リガンドと特異的に化学結合す
る。したがって、目的タンパク質とタグ酵素
を融合し、蛍光分子・放射性分子・抗がん剤
等をリガンドに修飾すれば、目的タンパク質
を様々な分子で、任意のタイミングにラべリ
ングすることが出来る。しかしながら、通常
SNAP-tag は常時活性を示すため、ターゲティ
ングシステムにおいては分子認識に依存し
た活性の制御が必要とされる。そこで本研究
では、分割した酵素が近接した際に、その酵
素活性を回復するα-complementation に着
目し、この方法が SNAP-tag にも適用できる
のではないかと考え、分割した SNAP-tag 
(split SNAP-tag) の評価を行った。 
また、split SNAP-tag の検討と並行して
細胞ターゲティング素子としてDNAアプタマ
ーを利用する可能性を考慮し、SNAP-tag タン
パク質とDNA分子を簡便に結合させる方法と
して、ファージ由来 Gene A*タンパク質を利
用した DNA-タンパク質ハイブリッド分子構
築法の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) split SNAP-tag システムの構築 
 
① SNAP-tag の分割位置の検討 
 既に報告されている SNAP-tag の立体構造
と過去の論文を参考にして、SNAP-tag の
91-92 番目のアミノ酸の間を分割位置として
選択した。PCR により、N 末端側と C 末端側
の split SNAP-tag 断片の遺伝子を増幅した。

これらを、ヘテロダイマーを形成することが
知られている Jun、Fos タンパク質遺伝子の
上流、または下流に挿入し、動物細胞発現プ
ラスドを構築した。これらのプラスミドを動
物細胞に導入し、融合タンパク質を発現させ、
蛍光分子が標識された SNAP-tag 基質を加え
た。未反応基質を培地交換により除去した後、
細胞を共焦点顕微鏡により観察した。 
 
② split SNAP-tag を用いたタンパク質間相
互作用イメージング 
次にホモダイマーを形成する FKBP12 の変
異体である FM タンパク質下流に split 
SNAP-tag 断片を融合したプラスミドを構築
し、動物細胞内で発現させた。このとき、
SNAP-tag の基質が結合する split-SNAP 断片
には FM に加え、核移行シグナル、あるいは
膜結合配列を融合した。タンパク質を細胞内
で発現させた後、①と同様に共焦点顕微鏡に
より観察した。 
 
(2) Gene A*タンパク質を利用した DNA-タン
パク質ハイブリッド分子構築法の開発 
 
① Gene A*タンパク質の発現と活性評価 
 Gene A*遺伝子はφX174 ファージゲノムよ
り PCR により増幅した。増幅した遺伝子を
pET32c ベクターに挿入した発現用プラスミ
ドを構築し、大腸菌 BL21(DE3)株を形質転換
した。タンパク質の発現を誘導した後、大腸
菌を破砕し、末端を FITC 標識した Gene A*
認識配列を含むオリゴ DNA を加え、Gene A*
と反応させた。その後、サンプルを SDS-PAGE
により分離し、蛍光スキャナーでタンパク質
と DNA の結合を評価した。 
 
② Gene A*融合タンパク質の構築とその機
能評価 
 Gene A*と GFP、ルシフェラーゼ、抗体結合
タンパク質等の融合タンパク質を遺伝子工
学的に作製した。大腸菌内で発現させた融合
タンパク質は His タグを利用して精製した。
ルシフェラーゼとの融合タンパク質は、DNA
アプタマーと結合させ、発光によるリガンド
の検出を試みた。抗体結合タンパク質との融
合タンパク質では、結合させた DNA 部分を増
幅する方法により抗原抗体反応の検出を試
みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) Split SNAP-tag システムの構築 
 はじめに分割した SNAP-tag が分割断片の
近接により活性を回復するかを検討した。相
互作用することが知られている Fos・Jun タ
ンパク質を分割した SNAP-tag 断片に遺伝子
工学的に融合し、動物細胞内で発現させた。
蛍光標識した SNAP-tag 基質を加え反応させ
た後、未反応の基質を除去し蛍光顕微鏡下で
観察した（Fig.1）。 



Fig.1 Split SNAP-tag の活性回復 
     
その結果、分割した SNAP-tag が Fos・Jun の
相互作用に依存して活性を回復することが
示された。このことから、91-92 番目のアミ
ノ酸の間で分割した SNAP-tag が、分割断片
の近接により活性を回復することが明らか
になった。 
 次に SNAP-tag 断片を FKBP12 の変異体であ
りホモダイマーを形成することが知られて
いる FM と融合した。また同時に、これらの
融合タンパク質に核移行シグナルペプチド、
膜結合ぺプチドを融合した（Fig.2）。 
 

 Fig.2 局在シグナル融合 split SNAP-tag 
 
その結果、蛍光シグナルは分割断片の局在と
一致していた。このことから、split SNAP-tag
システムがタンパク質間相互作用イメージ
ング法としても利用可能であることが示さ
れた。この方法は論文発表後、海外からも注
目されプラスミド分与の依頼を数多く受け
ている。 
 
(2) Gene A*タンパク質を利用した DNA-タン
パク質ハイブリッド分子構築法の開発 
 
φX174 ファージ由来の Gene A*タンパク質は、
ファージの自己複製に関与し、その過程にお
いて、DNA と化学的に結合することが知られ
ている。そこで、このタンパク質と目的タン
パク質との融合タンパク質を構築すれば、目
的タンパク質とDNAとのハイブリッド分子を
簡便に構築出来るものと考えた（Fig.3 ）。 
 
 
 

Fig.3 本法の概念図 
 
はじめに、Gene A*タンパク質を大腸菌内で
発現し、DNA との結合能を確認した。超音波
破砕した大腸菌ライセートに 3’末端を蛍光
標識 Gene A*の認識配列を含む一本鎖 DNA を
加え、SDS-PAGE により分離した。このサンプ
ルを蛍光スキャナーでイメージングしたと
ころ、タンパク質との複合体と思われるシグ
ナルが得られた。このことから、発現した
Gene A*タンパク質が活性を有することが示
された。次に、Gene A*と GFP の融合タンパ
ク質を構築し、Gene A*の N 末端側、あるい
はC末端側のどちらに目的タンパク質を融合
可能であるかを検討した。その結果、Gene A*
タンパク質は目的タンパク質をどちらの末
端側に融合しても活性を保持していること
が明らかになった。加えて、この方法による
ハイブリッド分子の作製効率は非常に高く、
煩雑な操作などを必要としないことから、新
たな DNA-タンパク質ハイブリッド分子作製
法として、今後広く利用されていくものと期
待される。 
次にトロンビンアプタマー配列に Gene A*認
識配列を連結した一本鎖 DNA を用意し、Gene 
A*を介した Luciferase タンパク質とのハイ
ブリッド分子を構築した。この分子を利用し
て、トロンビンの検出を行った（Fig.4）。 

Fig.4 トロンビンアプタマーとルシフェラ
ーゼタンパク質のハイブリッド分子による
トロンビンの検出 
 
その結果、このハイブリッド分子が分子検出
に利用出来ることが示され、本法と split 
SNAP-tag を組み合わせが、細胞ターゲティン
グシステムに適用できる可能性があること
が示された。なお、本法についても論文発表

 

 

POI: Protein of interest
A*: PhiX174 Gene-A*

 



後、海外からの問い合わせがあるなど、大き
な注目を受けている。 
 
本研究では、以上の成果が得られた。当初の
研究計画を完遂するに至らなかったが、基本
原理となる split SNAP-tag システムの可能
性を明らかにし、細胞ターゲティングを実現
するために、このシステムが利用可能である
ことを示した。 
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