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研究成果の概要（和文）：細胞膜近傍には「細胞の動き」に関連する重要なタンパク質が数多く

存在すると考えられる．従来の分析法により，細胞膜界面に近接するタンパク質を同定するこ

とは難しい．そこで本研究では，細胞の内膜上および界面に存在するタンパク質を非破壊的に

同定できる可視化プローブ開発を行った． 

 
研究成果の概要（英文）： It is likely that proteins related to cell movement are localized in the 

intracellular juxtamembrane region.  By using existing methods, it is difficult to identify such 

proteins localized in proximity to the plasma membrane.  In this study, I developed a general 

method applicable to noninvasive identification of proteins localized on the plasma membrane or in 

the juxtamembrane space.   
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１．研究開始当初の背景 

高等生物の DNA 情報が次々と解明され，
ポストゲノム時代を迎えた．生命科学の研究
対象は，遺伝子からタンパク質へと移り変わ
っている．生きた細胞内での様々な化学的プ
ロセスや情報伝達は，タンパク質を介して実
行されている．そのため，タンパク質機能・
動態の分析，すなわち，プロテオーム解析は，

生命科学のみならず化学研究においても重
要なテーマのひとつである．プロテオーム解
析は主に，細胞内のタンパク質を 2 次元電気
泳動により等電点・分子量に応じて分離され
たタンパク質のスポットを質量分析するこ
とで行われる．異なる組織間のタンパク質発
現およびその発現量の違いや，同一組織にお
けるタンパク質発現の変化を解析する上で
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は有用である．しかし，その分析は細胞をす
りつぶしてサンプルを調製する「破壊分析」
であるため，細胞膜界面付近に存在するタン
パク質の同定は難しい．タンパク質の細胞内
局在を非破壊的に調べるためには，緑色蛍光
タンパク質（GFP）を融合させた標的タンパ
ク質を発現する細胞を顕微鏡でひとつひと
つ観察する手法も考えられるが，大量のタン
パク質について局在を検討するには膨大な
時間と労力を要する．細胞膜近傍には細胞の
遊走やガン細胞の転移などの「細胞の動き」
に関係のある重要なタンパク質が数多く存
在すると考えられる．したがって，今後の生
命科学研究においては，細胞膜界面に必要に
応じて近接するタンパク質を非破壊的かつ
網羅的に同定する化学分析法の確立が極め
て重要である． 

 

２．研究の目的 

細胞膜近傍には「細胞そのものの動き」に
関係のある重要なタンパク質が数多く存在
すると考えられる．しかし，従来の分析法に
より，細胞膜界面に近接するタンパク質を同
定することは難しい．そこで本研究ではこれ
までの研究成果をもとに，細胞の内膜上およ
び界面に存在するタンパク質を非破壊的に
同定できる可視化プローブを開発を目指し
た．  

 

３．研究の方法 

プロテインスプライシング反応を起こす
タンパク質インテインと GFP を利用し，細胞
膜界面に分析対象のタンパク質が近接する
と全長 GFP を形成する蛍光可視化プローブ
を設計し，作製する．作製したプローブを培
養細胞に発現させ，蛍光を指標に，転移に関
わるタンパク質の同定を行う． 

プローブの cDNA の設計および作製：GFP と
インテインを用い，標的タンパク質が細胞膜
近傍に局在してはじめて蛍光が回復する新
規蛍光プローブを開発する．特定のアミノ酸
残基で分割した GFP のアミノ末（N 末）側断
片に，インテインの N 末側断片と細胞膜局在
シグナルペプチド（MLS）を連結した遺伝子
を作製する（N 末プローブ）．GFP のカルボ
キシ末（C 末）側断片にインテインの C 末側
断片と MLS を連結した遺伝子を作製する（C

末プローブ）． 

プローブを用いたタンパク質の同定法の確
立：作製した 2 つの遺伝子を細胞に導入して
GFP が形成されることを，蛍光顕微鏡を用い
て観察する．次に C 末プローブの MLS を，
細胞膜近傍・細胞質・核のいずれかに局在す
るタンパク質で置き換えたプローブ遺伝子
を作製する．おのおののプローブを，N 末プ
ローブと同時に細胞内で発現させる．細胞膜
近傍に局在するタンパク質を含むC末プロー

ブとともに発現させたときのみ，GFP の蛍光
が回復することを FACS および蛍光顕微鏡を
用いて観察する． 

 
４．研究成果 
プローブの cDNA 作製：GFP とインテインを
用い，標的タンパク質が細胞膜近傍に局在し
てはじめて蛍光が回復する新規蛍光プロー
ブを作製した．特定のアミノ酸残基で分割し
た GFP の N 末に N 末インテインと細胞膜局
在シグナルペプチド（MLS）を連結した「N

末プローブ」の cDNA を作製した．C 末 GFP

に C 末インテインと MLS を連結した「C 末
プローブ」の cDNA を作製した．また，C 末
プローブの MLS を，細胞膜近傍・細胞質・
核に局在することが知られているタンパク
質で置き換えたプローブの cDNAを作製した．
プローブを用いたタンパク質の同定法の確
立：N 末および C 末プローブをほ乳類細胞に
発現させたところ，GFP の再構成に基づく蛍
光の回復が観察された．また，N 末プローブ
の MLS を細胞膜近傍に局在するタンパク質
に置換したプローブおよびC末プローブを細
胞に発現させたところ，蛍光の回復が確認さ
れた．一方，MLS を核局在タンパク質に置換
したN末プローブおよびC末プローブを細胞
に発現させたところ，微弱な蛍光の回復が観
察された．本申請研究で開発したプローブ分
子は，細胞膜近傍に局在するタンパク質を同
定するツールとして有用であることいえる． 
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