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研究成果の概要（和文）：タンパク質は生命現象を担う中心的な分子であり、その構造と機能の解析が精力的に進めら
れている。特に最近、その解析を単離精製した状態だけでなく、タンパク質が本来存在する細胞系で評価する重要性が
認識されてきている。本研究では、複数のタンパク質から構成される過渡的な準安定複合体を分光学的手法により特異
的に検出するために、特定のタンパク質を、生きた細胞環境で、選択的にラベル化・可視化・ラベル化できるオリジナ
ルな新手法／技術の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Protein is one of the central biomolecules that is involved in almost all biologic
al events and thus its quantitative analysis has been actively conducted for many years. Recently, it is n
ow regarded that protein analysis in natural habitats (living systems is ideal) should be crucial, in addi
tion to the analysis in the purified test tube systems. In this research project, we successfully develope
d several original methods (or synthetic small molecules) based on chemistry that allow for selective labe
ling and imaging target proteins under nearly natural conditions. These methods may contribute to analyzin
g protein structure and functions in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は生命現象を担う中心的な分
子であり、その構造と機能の解析が精力的に
進められている。特に最近、その解析を単離
精製した状態だけでなく、タンパク質が本来
存在する細胞系で評価する重要性が認識さ
れてきている。特に複数のタンパク質から構
成される過渡的な準安定複合体を分光学的
手法により特異的に検出するためには、種々
の分光学的シグナルを発信するプローブ分
子を特定のタンパクへ部位選択的にラベル
化する技術が必須となる。ところが生化学的
な方法論の発展と比較して、化学的手法の開
発は大きく遅れており、プローブ導入などに
おいて自由度の高い化学的方法論の進展が
望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、特定のタンパク質を選択
的に小分子プローブなどで可視化・ラベル化
する新手法／技術を開発し、様々な分光学的
手法の活用を可能にすることによってタン
パク質機能解析を行う新しい方法論の確立
である。とりわけタンパク質の真の構造と機
能を明らかにするために、標的タンパク質が
本来存在する生細胞環境あるいはそれに可
能なかぎり近い環境でのプローブ導入を目
指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ラベル化や可視化を可能とす
る分子（化合物）を、まず分子設計しその後
有機合成によって得た。その後、幾つかのモ
デルタンパク質や標的分子を用いたインビ
トロ実験を行い、設計した分子の性能評価を
試験管レベルで実施した。その時点で十分な
性能を発揮しない場合は分子設計を改善し、
また優れた性能を発揮した場合には細胞破
砕液／生細胞系での実験を行い、その機能を
より詳細に検討し、これまでにない独特の手
法／分子の開発に繋げた。 
 
４．研究成果 
（１）自己組織化ナノプローブによるタンパ
ク質オフオンイメージング 
 我々は、同領域３班の白川教授のグループ
との共同研究で、特定のタンパク質の存在を
19F-NMR/MRI を用いて検出しイメージングで
きる新しい検出原理の創製に成功した。これ
は、自己組織性のナノプローブが、タンパク
質に認識されることによって、会合体の崩壊
を起こすことによるものであり、細胞系でも
特定の内在性タンパク質の検出が可能であ
ることを実証した。また、19F-NMR プローブを
赤血球細胞中で選択的にラベル化した炭酸
脱水酵素のリガンド認識に関わる動的挙動
が、赤血球内と単離精製した試験管中とでは、
明らかに異なる事を発見した。 
 
（２）新規ペプチドタグによる膜蛋白質のケ

ミカルラベル化とイメージング 
 膜タンパク質の生細胞での新しいラベル
化手法として、短いペプチド鎖（Asp４連続
配列）を標的タンパク質に予め融合し、哺乳
類細胞で発現後にそのタグ選択的にプロー
ブ導入する独自の手法（D4-reactive tag 法）
を開発した。特に、膜タンパク質である GPCR
（m1R や B2R）を生細胞でこのタグプローブ
で蛍光プローブやビオチンラベル化するこ
とに成功し、internalization などの動的挙
動の可視化が可能となることを明らかにし
た。 
 
（３）内在性タンパク質のケミカルラベル化
新手法の開発 
 我々が、独自に開発してきた細胞内タンパ
ク質を選択的にケミカルラベル化できるリ
ガンド指向性トシル化学（LDT）を活用して、
生細胞内に内在する FKBP12 への蛍光団や光
クロスリンク機能分子の導入が可能な事を
実証した。詳細なラベル化機構の検討から、
ラベル化効率や修飾されるアミノ酸部位を
支配する因子としてスペーサー長だけでな
く配向／剛直性が重要であることを明らか
にするとともに、ラパマイシンなどの小分子
添加によって誘導されるタンパク質−タンパ
ク質相互作用を光架橋によって生細胞系で
同定できることを示した。また、LDT 法と既
存の GFP 融合法とを同時に用いて、生来た１
細胞中での小分子駆動によるタンパク質−タ
ンパク質相互作用のイメージングおよびそ
のリガンド滴定に成功した。これらの成功事
例を基に、リガンド指向性化学の潜在力を強
力に実証することに成功した。 
 次いで、LDT とは異なる新しいリガンド指
向性化学として、アルコキシアシルイミダゾ
ールを用いたリガンド指向性アシルイミダ
ゾール化学（LDAI）の開発に成功した。これ
はトシル化学と異なる反応特性を示し、反応
するアミノ酸選択性が異なるだけでなく形
成される化学結合も炭酸エステルやウレタ
ン結合であり、またジヒドロ葉酸還元酵素
（DHFR）や葉酸受容体（FR）への適用におい
て、LDT よりも速いラベル化反応であること
を明らかとした。さらに、生細胞（KB細胞）
表層に発現している FR を標的としたラベル
化すると、フルオレセインラベル化 FR が葉
酸やその誘導体リガンドを結合することに
よって蛍光強度が増強するセンサー機能を
発現することを見出し、生細胞環境下で、内
在性タンパク質と種々のリガンドとの結合
に関する平衡論と速度論的な解析を初めて
実現した。このことは、内在性蛋白質を細胞
環境でそのまま修飾できるケミカルラベル
化法の特長を端的に示すものである。 
 
（４）生細胞で活用できる蛍光プローブの創
出 
 この他に、生細胞系で特定のオルガネラの
ATP 濃度変化を動的にイメージング可能な局



在型小分子プローブ、細胞内オルガネラの温
度変化を可視化できるプローブ、またタンパ
ク質局在をオルガネラ選択的に制御できる
オルガネラ局在型合成リガンドを世界に先
駆けて開発した。 
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