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研究成果の概要（和文）：本申請課題では、生細胞ならびに生体内に存在する様々なプロテアー
ゼ活性の複数同時リアルタイム観測を可能とする新規蛍光および発光タンパク質型プローブ分
子の開発を行った。具体的には、人工的に切断した分割型タンパク質の自発的再構成反応を利用
し、任意のプロテアーゼ存在下においてのみ特異的に蛍光あるいは発光機能を示すことが可能な
新規タンパク質型バイオプローブの開発に成功した。また、新規に構築したタンパク質型バイオ
プローブを用いて、複数のプロテアーゼ活性の多色同時蛍光検出に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We designed a dual-protease biosensor for two different protease activities 

using doubly inhibited split-GFP, which was fully activated only when two proteases were present at the 

same time.  In the system, N- and C-terminal fragments of split-GFP of split-luciferase were cyclized 

via the distinct protease substrate sequences, respectively.  The simultaneous addition of two proteases 

resulted in cleavage of both substrate linkers, leading to the functional recovery of split-GFP and 

split-luciferase.  These results clearly demonstrate the successful construction of the dual-protease 

biosensor for two different caspase activities by using split-GFP and split-luciferase. 
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１．研究開始当初の背景 

 プロテアーゼは、ペプチド結合加水分解反応
を触媒的に進行させる酵素の総称である。生体
内には多様なプロテアーゼ群が存在し、生物の
発生、細胞分化、細胞周期、癌化、老化など様々
な生命現象や疾患に関与していることが判明し
ている。例えば、細胞内プロテアーゼによる配
列特異的なアミド結合の切断によって、特定タ
ンパク質の限定分解や酵素の活性化を介した細
胞周期制御や、アポトーシスにおけるプログラ
ム細胞死シグナルの開始•伝達等が厳密に実行
されている。従って、細胞内に存在する種々の
プロテアーゼの活性、種類ならびにその経時的
発現分布変化をタンパク質レベルで可視化し、

モニタリングすることは、複雑に分化した各
細胞機能を分子レベルで解析•理解する上で
非常に重要かつ緊急性を有する研究課題と
考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、生細胞ならびに生体内に存在
する様々なプロテアーゼ活性の複数同時リ
アルタイム観測を可能とする新規蛍光およ
び発光タンパク質型プローブ分子を開発す
ることを目的とする。 
 具体的には、人工的に切断した分割型タン
パク質の自発的再構成反応を利用し、任意の
プロテアーゼ存在下においてのみ特異的に
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蛍光あるいは発光機能を示すことが可能な新規
タンパク質型バイオプローブの開発を行う。 
 

３．研究の方法 

タンパク質型プローブ分子構築における基本的
な方法論として、人工的に切断した分割型タン
パク質の自発的再構成反応を利用する。具体的
には、分割型緑色蛍光タンパク質類縁体や分割
型ルシフェラーゼ等をタンパク質側の基体とし
て用いる。今回提案する研究では、二分割され
たタンパク質断片の一方あるいは両方に対し、
測定対象となるプロテアーゼ基質配列を付加す
る。さらに、各ペプチド断片の N- および C- 末
端を分子内架橋することで、環状タンパク質フ
ラグメントを構築する。設計上、各フラグメン
トの環状化によって、ターゲットとなるプロテ
アーゼ非存在下、あるいは不活性状態の場合は、
タンパク質フラグメント間の再構成反応は抑制
されることが予想される。一方、観測対象とな
るプロテアーゼ存在下では、環状化フラグメン
ト上の基質配列部位が特異的に切断を受け、分
割型タンパク質の再結合反応の進行とプロテア
ーゼ活性依存的な蛍光•発光機能の回復が期待
できる。以上の設計原理に基づき、研究期間内
に、任意のプロテアーゼ活性を蛍光および発光
タンパク質由来のシグナル強度を指標として特
異的に検出・定量するシステムの構築を行う 
(Figure 1)。さらに、異なる分光学的特性を持
つ蛍光および発光タンパク質を同時に利用する
ことで、細胞内に存在する複数のプロテアーゼ
の活性をリアルタイムかつ同時にマルチカラー
で検出可能な新規プロテアーゼセシングシステ
ムや、複数の活性型プロテアーゼが存在する場
合にのみシグナルを与えるデュアルプロテアー
ゼセンサーの構築を試みる (Figure 2 and 3)。 

 これまでの実験結果から多くの知見を有して
いる分割型 GFP (Split-GFP) を主なレポーター
タンパク質として用い、新規タンパク質型プロ
テアーゼ活性インディケーターの設計と構造•
機能最適化を行う。今回の研究では、Waldo ら
によって見いだされた 214 位分割型 GFP 変
異体 (GFP OPT) [S. Cabantous, Nature Methods, 3, 

845 (2006)]を第一候補として利用した。この変
異体は溶解性に優れる他、両断片を混合するこ
とでタンパク質リフォールディングと蛍光シグ
ナルの回復が進行する等、他の分割型蛍光タン
パク質変異体には無い特徴を持つ。蛍光プロー
ブの設計においては、二分割されたタンパク質
断片の一方に、測定対象となるプロテアーゼ基
質配列を付加した。さらに、基質配列を付加し
たペプチド断片の N- および C- 末端を分子
内架橋することで、環状化ペプチドフラグメン
トを構築した。環状化フラグメントの形成には、
Synechocystis sp. DnaE や DnaB 由来の分割型イ
ンテインを利用した。これらの分割型インテイ
ンの C- および N-末端フラグメント間に目的
とするポリペプチド配列を挿入することで、効

率的に環状ペプチドや環状タンパク質を得
た。プローブ設計上、フラグメントの環状化
によって、ターゲットプロテアーゼが不活性
な状態では分割型タンパク質の再構成反応
は抑制される。一方、測定対象となる任意の
プロテアーゼ存在下においては、環状化ポリ
ペプチド上の基質配列部位が特異的に切断
を受け、分割型タンパク質の再結合反応の進
行とプロテアーゼ活性依存的な蛍光機能が
回復することを期待した。 
 

 

 

Figure 1  カスパーゼ活性センシングシステ
ムの構築原理 

 

 

Figure 2  複数のプロテアーゼ活性を同時か
つマルチカラーで検出可能な新規プロテア
ーゼセシングシステム 
 

 

 

Figure 3  複数の活性型プロテアーゼが存在
する場合にのみシグナルを与えるデュアル
プロテアーゼセンサー 

 

 

４．研究成果 
上記の方法論によって、ターゲットとなるプ



 

 

ロテアーゼ活性を特異的に検出可能なセンシン
グシステムの構築に成功した。また、Split-GFP 

に加 えて、異な る蛍光極 大波長を持つ 

Split-YFP を合わせて使用し、それぞれに異な
るプロテアーゼ基質配列を複合化することによ
って、複数のプロテアーゼ活性の同時検出を可
能とするセンシングシステムの構築を達成した。
さらに、分割型タンパク質の環状化 N-末端側フ
ラグメントと環状化 C-末端側フラグメントに
挿入する各基質配列を異なるプロテアーゼに対
して特異的な配列にすることで、複数のプロテ
アーゼ同時存在下においてのみ蛍光を発するデ
ュアルプロテアーゼバイオセンサーの構築に成
功した。以上の成果は、多くの国内外学会にて
発表した。 
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