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３． 研究のねらい  

 細胞内の多くのタンパク質は、複数のタンパク質からなるタンパク質複合体を構成して機能

を発現している。本研究では、タンパク質複合体の構成と機能を解析するため新しいタンパク

質ラベル化法の開発を目指す。このタンパク質ラベル化技術を用いて様々な機能性分子プ

ローブの標的タンパク質への特異的にラベル化を実現し、タンパク質複合体の蛍光可視化

やタンパク質間相互作用変化の検出を可能とする基盤技術の確立を目指す。 

 

４． 研究成果 

機能性プローブによるタンパク質のラベル化は、タンパク質の機能解析に極めて有用な手

法である。このプローブラベル化によるタンパク質機能解析を行うためには、小分子プローブ

を特定のタンパク質の特定部位に選択的に標識する技術が必要となる。タンパク質に導入し

た短いペプチドタグと、これと特異的に強く相互作用する小分子プローブの組み合わせを利

用したタグ・プローブペアは、タンパク質の特異的ラベル化を可能とする分子ツールとして有

用である。本さきがけ研究では、このタグ・プローブペアによるタンパク質ラベル化技術を応

用して、様々な小分子プローブをタグ導入タンパク質へと共有結合ラベル化できる手法（リア

クティブタグシステム）の開発を行った（図１）。本研究では、このタグ・プローブペアから構成

されるタンパク質ラベル化法を、細胞系におけるタンパク質間相互作用解析へと応用するこ

とを目標として研究を展開した。 

 

 
図１．リアクティブタグ法によるタグ導入タンパク質の特異的共有結合ラベル化 

 

本研究の開始に先駆けて我々は、チロシンを基本骨格とする二核亜鉛錯体Zn(II)-DpaTyr

が、連続するアスパラギン酸４連続配列(DDDD; D4 タグ) と 1 : 1 のコンプレックスを形成して

強く相互作用できる基礎的な知見を見出した（図２）。我々は、タグとZn(II)-DpaTyr亜鉛錯体

間のより強い相互作用を得るために、D4 タグを二つ連続させた配列(DDDDGDDDD)を有する

タンパク質とZn(II)-DpaTyrを二つ連結した亜鉛錯体ダイマーとの親和性はKdにして 55 nMに

達し、マルチバレントな相互作用により非常に強いタグ・プローブ間の相互作用が達成できる

ことを明らかとした。本研究において我々は、このタグ/プローブペアを細胞表層に発現する

GPCRタンパク質のバイオイメージングへと応用した。すなわち、細胞外領域にD4 タグを導入

したアセチルコリン受容体(AChR)をCHO細胞に発現させ、亜鉛錯体型プローブ 1-4Zn(II)を持

いてラベル化する事により、細胞表層に発現している受容体を蛍光可視化することに成功し

た（図２）。 
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           図２.D4 タグと Zn(II)-DpaTyr の特異的相互作用 

 

しかしながら、このラベル化法では、タグとプローブは可逆な金属−配位子相互作用で結

合しているのみであり、蛍光標識はしだいに減弱し、またラベル化後の FACS やブロッティン

グ解析などは困難となりツールとしての応用性に限りがある。本研究では、この問題を解決

するために、タグと小分子プローブとが非加逆的な共有結合により連結される新しい手法（リ

アクティブタグシステム）の開発を行った（図１）。このリアクティブタグシステムでは、タグとプ

ローブとが分子認識により複合体を形成した状態において、両者の近接および配向効果に

より特異的な共有結合形成反応が起こる。このような共有結合反応を起こす組み合わせとし

て、タグとしてはシステインを有するアスパラギン酸４連続配列、プローブはα—クロロアセチ

ル基を有する Zn(II)-DpaTyr を新たにデザインした（図３）。アスパラギン酸４連続配列とシス

テインとの間に複数個のアラニンを含むペプチドタグとプローブ 2-2Zn(II)との共有結合反応

を検討したところ、アラニンが６個のペプチドタグ(CAAAAAADDDD；CA6D4 タグ)が非常に早

い反応速度で特異的にラベル化されることが明らかとなった。その反応の初速度は、タグと

プローブ間の分子間相互作用がない場合と比較すると約 1,500 倍加速されていた（図３）。ア

ラニンの数が異なるペプチドでは、CA6D4 タグに見られる大きな反応速度は観測されず、

CA6D4 タグの特異的な高反応性は興味ある現象である。次に CA6D4 タグを導入した EGFP

タンパク質を用いてラベル化反応についての検討を行った。MALDI-TOF マスにより、CA6D4

タグを有する EGFP タンパク質のラベル化反応を追跡すると、反応は非常に迅速であり開始

後１５分でほぼ定量的なラベル化が起こる事が明らかとなった（図３）。また、フリーのシステ

インを有する複数のタンパク質との混合系において反応を行ったところ、反応は CA6D4 タグ

を有する EGFP にのみ選択的進行している事が明らかとなった。さらに我々は、大腸菌ライセ

ート中において過剰発現させたタグ導入 MBP プロテインに対しても、ラベル化反応が選択的

に進行する事を確認した。この様な人工のタグ・プローブペア間の非酵素的かつ特異的な共

有結合ラベル化法はこれまでに例がなく、我々はこれを「リアクティブタグシステム」と名付け

た。 
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図３．a) リアクティブタグシステムにおける共有結合形成反応 b) 各タグペプチドの反応初速度の

比較 c) CA6D4 タグを導入した EGFP タンパク質のラベル化反応の追跡(MALDI-TOF マス) 

 

次に「リアクティブタグシステム」を細胞表層に発現させた GPCR 受容体の共有結合ラベル

化へと応用した。GPCR としてまず、ブラジキン受容体(B2R)を選択し、細胞外領域に 16 残基

のタグ配列(CAAAAAADDDDGDDDD;CA6Dx2 タグ)を有する形で HEK293 細胞に発現させた。

プローブとしては、α−クロロアセチル基（反応部位）とローダミン(蛍光団)を有する 4 核亜鉛

錯体 3-4Zn(II)を設計した（図３）。当初、両者の反応は進行しなかったが、細胞を TCEP など

の穏やかな還元剤で処理することにより、B2R受容体の共有結合ラベル化反応が効よく進行

することが共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光イメージング実験から明らかとなった（図３）。

この原因としては、タグ上のシステイン残基が細胞外の酸化的雰囲気化で酸化され、ジスル

フィドを形成、不活性化されているためであると考えられる。ラベル化反応の定量的解析を行

ったところ、反応は細胞表層においても３０分程度で飽和に達することが明らかとなった。通

常の蛍光によりバイオイメージングを行うのであれば、ラベル化はわずか１０分程度であった。

ラベル化のコントロール実験としてタグのない B2R 受容体やα−クロロアセチル基を持たない

プローブを用いた場合には、ラベル化反応は進行しない。これらの二つのコントロール実験

の結果および上記の還元剤処理の必要性から、ラベル化反応は受容体に導入したタグ上の

システイン残基とプローブのα−クロロアセチル基間で進行していることが強く示唆される。ま

た、GPCR としてアセチルコリン受容体(AChR)を用いても、ラベル化は HEK293 細胞表層にお

いて同様に効率よく進行することを確認した。本手法のラベル化技術としての汎用性を示す

結果である。 

 

 
図４．a) ラベル化プローブ構造 b) 3-4Zn(II)による B2R 受容体の蛍光ラベリング c) 4-4Zn(II)によ

る B2R 受容体ラベル化後のブロッティング解析 

 

本ラベル化反応を用いることにより、様々な機能性プローブを GPCR 上に導入する事が可

能である。例えば、異なる色の蛍光色素を有するプローブを用いてラベル化を行う事により、

様々な蛍光波長での GPCR のイメージングが可能であった。また、ビオチン型プロ 4-4Zn(II)
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を用いる事により、GPCR 上にビオチンを導入することが可能であった。ビオチンの導入は、

細胞破砕後のブロッティング解析により確認された（図４）。このようなラベル化後のブロッティ

ング解析は、付加逆な共有結合ラベル化においてはじめて可能であり、先に開発した分子間

相互作用によるラベル化法ではなし得ない事である。我々はさらに、ラベル化を行った膜受

容体の細胞内動態解析として、アゴニスト刺激による受容体インターナリゼーションの蛍光イ

メージングを行った（図５）。B2R および AChR をそれぞれ対応するアゴニストで刺激を行うと、

蛍光ラベル化された受容体を含むエンドソーム顆粒が時間の経過に伴って細胞内に移行、

蓄積する様子をとらえることに成功した。この結果は、標識された受容体の機能が阻害され

ておらず、アゴニスト刺激に対する応答能を維持している事を示す。また、pH 感受性の蛍光

プローブをラベル化する事により、エンドソーム内の酸性化を蛍光により検出することにも成

功し、本手法がタンパク質に連関した様々な細胞機能解析へと応用可能であることを実証し

た。 

 

 
 

図５. 3-4Zn(II)でラベル化された B2R 受容体(a)および AChR 受容体(b)のアゴニスト刺激に伴うイ

ンターナリゼーションの蛍光可視化 

 

５．自己評価  

    標的タンパク質の特異的ラベル化を目指した「リアクティブタグシステム」として、１）非常に

早い速度でラベル反応を起こすタグ／プローブのペアを見出した。２）見い出したタグ／プロ

ーブペアを細胞表層に発現する GPCR 受容体タンパク質に対して適用し、特異的なラベル化

に成功した。３）タンパク質機能の解析例として、GPCR 受容体のインターナリゼーションの可

視化などへの応用に成功した。以上の結果から、細胞表層タンパク質のラベル化および機

能解析の確かな技術として「リアクティブタグシステム」を確立できたと考えている。 

 

６．研究総括の見解 

(Asp)4 あるいはこれを倍長した亜鉛錯体を SH 基と共有結合可能なタグ認識ラベル化分子

を作製し、具体的応用例としてブラディキニン受容体をラベル化し多色イメージングに成功し

ている。まだ細胞表層膜タンパク質だけであり、しかも細胞外からのラベル化など限定的であ

る。しかし、pH 感受性色素を用いてエンドソーム内の酸性度をイメージング化している点は興

味深い。細胞研究のための合成小分子ラベル法を着実に進めていると評価出来る。より簡

便な導入法と合成法の開発が望まれる。 
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