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研究成果の概要（和文）：生体分子を可視化することは、生きた細胞内で生命現象を解明する有用な方法とな
る。これまで、蛍光蛋白質を用いた方法で蛋白質の生細胞イメージングが行われてきた。本研究では、生体分子
と結合して蛍光を発する発蛍光プローブを開発して、既存技術では限界のあった生命現象を可視化した。この発
蛍光プローブを用いることで、蛋白質の動態、糖鎖の機能、及び核酸の化学修飾を生細胞で解析することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：Imaging of biomolecules is a useful method to elucidate biological phenomena
 in living cells. So far, fluorescent proteins have been used for live-cell imaging of proteins. In 
this research, to overcome limitations of existing methods, we developed fluorogenic probes, which 
emit fluorescence upon binding to biomolecules. By using the fluorogenic probes, we succeeded in 
analyzing protein trafficking, glycan function, and chemical modification of nucleic acids.

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： 発蛍光プローブ　GLUT4　DNAメチル化　PYPタグ

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
蛋白質の蛍光ラベル化は、蛋白質の動態や

機能を解明する技術として生命科学分野で
汎用されている。今日、蛍光蛋白質を用いた
手法が主流となっているが、蛍光蛋白質のサ
イズが大きいことや、蛍光団の成熟に時間を
要することなどの問題が指摘されている。こ
れに対し、合成蛍光プローブとタグ蛋白質を
用いた蛋白質ラベル化法は、化学を基盤とし
た蛋白質の蛍光イメージング技術として大
きく発展しつつある。この手法では、目的蛋
白質に融合させたタグ蛋白質を合成蛍光プ
ローブにより特異的にラベル化することで
目的蛋白質を可視化することができる。我々
は、タグ蛋白質として PYP（Photoactive 
yellow protein）に着目し、その特異的蛍光
ラベル化プローブの開発を行ってきた。PYP
タグは、紅色細菌由来の小蛋白質であり、桂
皮酸／クマリン誘導体のリガンドに特異的
に共有結合する。これまでに、化学原理を精
査することで、遊離状態では非蛍光性で、PYP
タグに結合したとき蛍光を発する「発蛍光プ
ローブ」を開発し、PYP タグ融合蛋白質を生
細胞において特異的にラベル化することに
成功してきた。本技術では、非蛍光性の遊離
プローブを洗浄除去することなく蛍光ラベ
ル化した蛋白質を高いS/N比で迅速にイメー
ジングできる。特に、この技術の着目すべき
点は、（1）タグのサイズが小さく（14 kDa）、
蛍光蛋白質の半分であり、目的蛋白質への影
響を最小化できること、（2）生細胞内蛋白質
を極めて短い時間でイメージングできるこ
と（1 min で検出可）、（3）蛍光以外の機能を
有する分子をプローブに組み込めることで
ある。これらの利点は蛍光蛋白質の欠点をカ
バーするものであり、本研究では、蛍光蛋白
質では達成されていない生命現象の可視化
を行った。 
 
２．研究の目的 
（１）合成蛍光プローブを用いた蛋白質動態
の可視化 
 グルコース輸送体の一つである GLUT4 は、
N型糖鎖を細胞膜外ループに一つだけ持つ12
回膜貫通型膜蛋白質である。GLUT4 は、イン
スリン刺激時に血中グルコースを細胞内に
取り込み血糖値を低下させる重要な役割を
果たしている。インスリン抵抗性 2型糖尿病
では、インスリン刺激時においても、GLUT4
が機能しないため、血糖値が低下しない。こ
のため、糖尿病の発症機構解明や治療の観点
から、GLUT4 のグルコース取り込み機構を明
らかにすることは、生命科学・医学の重要な
課題である。 
これまでに、GLUT4 制御機構に関する多く

の研究がなされており、それによると、GLUT4
は、通常は、細胞内の GLUT4 貯蔵小胞に大部
分が存在するが、インスリン刺激時に細胞膜
移行し、グルコースを細胞内に取り込むこと
が分かっている。一方、まだ明確になってい

なかったのが、GLUT4 の細胞内動態における
N 型糖鎖の役割である。本研究では、GLUT4
の動態解析を行うために、PYP タグラベル化
技術を応用し、マルチカラーで GLUT4 をラベ
ル化するプローブを開発した。次に、このマ
ルチカラー解析技術を用いて、GLUT4 の糖鎖
の役割を明らかにした。 
 
（２）ハイブリッドプローブによる DNA メチ
ル化の可視化 
DNA メチル化は、エピジェネティックな遺

伝子発現制御に関わる重要な化学修飾であ
り、その異常は癌化の原因となる。このため、
その生細胞可視化技術は、DNA メチル化の生
理的役割の解明に有用であると同時に、DNA
のメチル化酵素を標的とした医薬品の評価
ツールとしての応用が期待できる。既存の
DNA メチル化生細胞解析法では、蛍光蛋白質
とメチル化DNA結合蛋白質との融合蛋白質の
局在を可視化する。しかしながら、標的 DNA
に結合していない融合蛋白質からも蛍光が
観測されるため、DNA メチル化部位を選択的
に検出できない。そこで、本研究では、機能
性小分子とPYPタグを生細胞内で集積させる
ことによって、メチル化 DNA 部位に結合した
ときのみ蛍光を発するハイブリッドプロー
ブを開発した。 
 
３．研究の方法 
（１）合成蛍光プローブを用いた蛋白質動態
の可視化 
①プローブの合成 
 4-ブロモ-3-メチルフェノールのヒドロキ
シ基をメトキシメチル基で保護後、N-ブロモ
-スクシンイミドで 3 位のメチル基をブロモ
化し、Boc 保護したポリエチレングリコール
鎖をリンカーとして繋ぎPYPリガンドを得た。
また、4-メルカプト安息香酸もしくは 4-メル
カプトフェニル酢酸のチオールをトリチル
基で保護後、(3,5-ジニトロフェニル)メタン
アミンを縮合し、TFA で脱保護後、脱離基を
得た。リガンドと脱離基を縮合し、TFA で脱
保護後、TAMRA もしくは ATTO6655 を縮合し、
プローブ TAMRA-DNB、TAMRA-DNB2、AT-DNB、
AT-DNB2 を得た。 
 
②PYP タグと各プローブのラベル化反応 
 PYP タグと各プローブを HEPES 緩衝液中、
37℃で反応させ、SDS-PAGE もしくは蛍光分光
光度計を用いて解析した。 
 
③生細胞イメージング実験 
 Lipofectamine3000 を用いて、HEK293T 細
胞もしくは HeLa 細胞に遺伝子導入し、37℃
で培養後、顕微鏡観察を行った。GLUT4 発現
細胞におけるインスリン添加実験では、血清
入りDMEM培地で細胞を培養後、Krebs-Ringer 
Bicarbonate 緩衝液でインキュベートし、イ
ンスリンとプローブを添加し、観察を行った。
顕微鏡は、共焦点レーザー顕微鏡 FV10i を用



いて、405 nm、473 nm、559 nm、635 nm のそ
れぞれのレーザーにて励起し、観察を行った。 
 
（２）ハイブリッドプローブによる DNA メチ
ル化の可視化 
①ラベル化分子の合成 
前述のプローブと同様に、PYP タグのリガ

ンドを合成した。脱離基に関しては、4-ニト
ロフェニルメタンアミンとチオールを縮合
して合成した。この脱離基とリガンドを縮合
後、TFA で脱保護し、オキサゾールイエロー
と縮合し、YOCNB を得た。 
 
② PYP タグと YOCNB のラベル化反応 
 PYP タグと YOCNB を 25℃、HEPES 緩衝液中で
反応させ、紫外・可視吸収分光光度計を用い
て、ラベル化反応の進行を解析した。 
 
③DNA 結合実験 
 まず、PYP タグと YOCNB を反応させ、ハイ
ブリッドプローブを創製した。このハイブリ
ッドプローブとメチル化・非メチル化 DNA を
それぞれ25℃、HEPES緩衝液中で反応させた。
反応混合物を非変性アクリルアミドゲルに
ロードし、電気泳動を行った後、SYBR Green 
I にて蛍光染色し、Typhoon FLA9500 にて画
像化し解析した。 
 
④生細胞イメージング実験 
 Lipofectamine 3000 を用いて、NIH3T3 細
胞に遺伝子導入を行い、MEM 培地、37℃にて
細胞培養を行った。YOCNB を細胞に添加 1 時
間後に Hoechst33342 を添加し 15分インキュ
ベート後、共焦点レーザー顕微鏡 FV10i もし
くは蛍光顕微鏡 BZ-X700 を用いて、観測を行
った。また、DNA メチル化の阻害実験では、
トランスフェクションの 5 時間後に 5-AzadC
を添加し、24 時間、37℃にて培養後、YOCNB
を添加し、解析を行った。細胞分裂の観測実
験では、Fucci システムの hGeminin に
mCherry を用い、細胞周期インジケーターと
して観測を行った。 
 
４．研究成果 
（１）合成蛍光プローブを用いた蛋白質動態
の可視化 
① PYP タグを標識する長波長発蛍光プロー
ブの開発 
 これまでに、FCANB を呼ぶ緑色蛍光を発す
る発蛍光 PYP タグプローブを開発している。
このプローブは、リガンドである 4-ヒドロキ
シ桂皮酸、蛍光色素であるフルオレセイン、
消光基であるニトロベンゼンから構成され
る。このフルオレセインの部分を、より長波
長の TAMRA 及び ATTO655 に変更した。また、
これらの色素の蛍光を効率よく消光できる
分子として、ジニトロベンゼンを見出した。
このジニトロベンゼンを組み込んだ新規プ
ローブを TAMRA-DNB 及び AT-DNB とした。更
に、ジニトロベンゼンをリガンドとつないで

いるチオフェノールの pKa を低下させるよう
に改変したものを、それぞれ TMARA-DNB2 及
び AT-DNB2 とした。これらのプローブと PYP
タグを反応させると、すべてのプローブは、
FCANB よりも高い二次速度定数を示した。ま
た、すべてのプローブは、遊離状態では蛍光
強度が弱く、PYP タグとの反応に伴い、蛍光
強度を上昇させた。以上のことから、PYP タ
グを標識できる長波長発蛍光プローブの開
発に成功した。 
 
②GLUT4 の動態解析技術の確立 
 まず、GLUT4 の膜外第一ループに PYP タグ
を挿入したコンストラクトPYP-GLUT4をHeLa
細胞に発現させ、Krebs-Ringer Bicarbonate
緩衝液でインキュベート後に、インスリンと
AT-DNB2 を添加した。その結果、細胞膜上か
ら蛍光が観測され、20～30 分程度でその蛍光
が飽和した。また、インスリンを培地から除
去すると、その蛍光は細胞内に内在化してい
く様子が観測された。これらの結果は、PYP
タグを融合したGLUT4がインスリンに応答し
て正常に細胞内局在を変化させることを示
している。 
 
③GLUT4 の糖鎖機能の解析 
 糖鎖の機能を解析するために、糖鎖生合成
の阻害剤であるキフネンシンを用いた。まず、
PYP-GLUT4 を細胞に発現させ、細胞膜透過性
プローブである TAMRA-DNB を添加し、細胞中
の PYP-GLUT4 をラベル化する。その後、洗浄
操作により遊離の TAMRA-DNB を除去し、キフ
ネンシンを添加した。この結果、キフネンシ
ン添加後に新たに発現する PYP-GLUT4 は、異
常糖鎖を持つことになる。キフネンシン添加
後 1 日培養し、キフネンシンを洗浄除去し、
インスリンと AT-DNB2 を添加し、新たに発現
した異常糖鎖を持つPYP-GLUT4の動態を解析
した。まず、TAMRA-DNB の蛍光がリソソーム
から観測されることが分かった。このことか
ら、キフネンシン添加後、正常糖鎖を持つ
PYP-GLUT4 の大部分は細胞膜移行せずリソソ
ームに移行することが分かった。また、
AT-DNB2 の蛍光に着目すると、キフネンシン
非添加時と異なり、細胞膜から蛍光が観測さ
れず、細胞内から蛍光が観測された。以上の
結果から、異常糖鎖を持つ GLUT4 は、一旦細
胞膜に移行し、膜に維持されることなく細胞
内に内在化することが考えられた。そこで、
実際に過渡的なエキソサイトーシスが起こ
っていることを確かめるために、細胞を氷上
に静置し、エンドサイトーシスを阻害したと
ころ、細胞膜から蛍光が観測され、エキソサ
イトーシスが起こっていることが判明した。
同様の結果は、GLUT4 の糖鎖欠損変異体でも
得られた。 
 以上より、GLUT4 の糖鎖は、インスリン刺
激時にGLUT4を細胞膜に留める役割を果たし
ていることが示された（図 1）。GLUT4 は、細
胞膜上に維持されないと細胞外のグルコー



スを細胞内に取り込むことができない。この
ため、糖鎖は、GLUT4 の血中グルコースの低
下において重要な役割を果たしていること
が示唆された。 
 

 
図１．GLUT4 の細胞内移行と糖鎖の役割。 
 
（２）ハイブリッドプローブによる DNA メチ
ル化の可視化 
①メチル化 DNA を可視化する原理 
 PYPタグの4-ヒドロキシ桂皮酸リガンドに
PEG リンカーを介してオキサゾールイエロー
を繋いだ YOCNB を開発した。オキサゾールイ
エローは、DNA に結合すると蛍光を発する色
素である。一方、DNA 結合親和性が低いため、
低濃度では、DNA に対してほとんど結合しな
い。メチル化 DNA 結合ドメインである MBD を
PYP タグ（PYP タグ変異体 PYP3R を使用）を
融合させ（PYP3R-MBD）、YOCNB でラベル化す
る。この状態では、オキサゾールイエローは
ほとんど蛍光を発さない。一方、MBD がメチ
ル化 DNA に結合すると、オキサゾールイエロ
ーが DNA 近傍に配置される。その結果、近接
効果が作用し、オキサゾールイエローが DNA
に安定的に結合し、蛍光を発すると考えた。 
 
②ハイブリッドプローブによるメチル化 DNA
への結合 
 まず、YOCNB が PYP3R をラベル化できるか
を検証した。YOCNB の PYP タグリガンド部位
である 4-ヒドロキシ桂皮酸は、PYP タグに結
合すると、450 nm 付近の吸光度が増大するこ
とが知られている。そこで、YOCNB と
PYP3R-MBD を反応させ、紫外・可視吸収分光
光度計により、吸収スペクトルの測定を行っ
た。その結果、450 nm 付近の吸光度が上昇し
たことから、YOCNB と PYP3R-MBD は結合し、
合成分子と蛋白質からなるハイブリッドプ
ローブができていることが示された。 
 次に、ハイブリッドプローブとメチル化
DNA 及び非メチル化 DNA を反応させ、ゲルシ
フト法により解析を行った。非メチル化 DNA

と反応させたときは、DNA との結合がほとん
ど確認されなかったのに対し、メチル化 DNA
と反応させた時、複合体形成を示すバンドが
確認された。このことから、ハイブリッドプ
ローブは、選択的にメチル化 DNA を認識し結
合することが示された。 
更に、ハイブリッドプローブがメチル化

DNA に結合したときの蛍光強度を蛍光分光光
度計により検証した。YOCNB 単独のときは、
非蛍光性であり、DNA 非存在下及び非メチル
化 DNA 存在下のハイブリッドプローブは、低
い蛍光強度しか示さなかった。これに対し、
メチル化DNA存在下におけるハイブリッドプ
ローブは、大きく蛍光強度を上昇させること
が示された。以上の結果をまとめると、ハイ
ブリッドプローブは、選択的にメチル化 DNA
に結合し、蛍光強度を上昇させることが示さ
れた。 
 
③メチル化 DNA の生細胞イメージング 
 PYP3R-MBD と PYP3R の遺伝子及び Empty 
vector を細胞内に導入し培養後、YOCNB を添
加し、共焦点レーザー顕微鏡にて蛍光イメー
ジングを行った。その結果、PYP3R-MBD 発現
細胞の核内から複数の蛍光輝点が確認され
た。これに対し、PYP3R 発現細胞及び Empty 
vector からは細胞核内からそのような蛍光
輝点は確認されなかった。更に、PYP3R-MBD
の遺伝子をトランスフェクションした細胞
を DNAメチル化阻害剤である 5-AzadC により
処置し、生細胞イメージングを行ったところ、
細胞核内の蛍光が消失した。細胞核内の蛍光
は、5-AxadC の濃度に依存して減弱すること
も分かった。以上の結果から、YOCNB は
PYP3R-MBD と細胞内で結合しハイブリッドプ
ローブを形成し、メチル化 DNA に結合するこ
とで蛍光を発していると考えられた（図２）。 
 

 
図２．ハイブリッドプローブによるメチル化
DNA の生細胞イメージング。 
 
 更に、上記のハイブリッドプローブ含有細
胞を長時間観測すると、細胞分裂が観測され
た。細胞核内の蛍光は、はじめは複数の輝点
が観測されたが、時間の経過とともに、細胞

DNAメチル化
阻害剤で処理
→ 蛍光消失

PYP

MBD

メチル化DNA



中心部で凝縮し、分離していく様子が観測さ
れた。このことから、細胞分裂中のメチル化
DNA が検出できたといえる。 
 以上の結果から、合成分子と蛋白質を組み
合わせることで、内在性メチル化 DNA を生細
胞で検出することに成功し、長時間観測する
ことも可能であることを示した。本研究成果
は、エピジェネティクスの新たな研究ツール
を提供するとともに、内在性生体分子のイメ
ージングの新しい原理を提示したといえる。 
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