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研究成果の概要 

本研究課題では、タンパク質結合時に蛍光を発するプローブを合成し、非共有結合を利用して

入れ替わりが可能なタンパク質標識法を開発する。特に、①時間無制限イメージング、②直交的な

タンパク質標識法の開発とマルチカラーイメージング、③タンパク質間相互作用の検出の各項目

について研究を進めた。①においては、長時間のタンパク質 1 分子イメージングが可能な本標識

法を応用し、数分以上のタイムスケールでないと観察できない弱い相互作用を検出、解析できるこ

とを示した。②においては、直交的な標識法となる新たな蛍光プローブ、タグタンパク質のペアを

獲得するため、タグタンパク質側の変異導入と新たな発蛍光プローブ色素の合成を行った。プロー

ブにおいては、発蛍光性を有すること、マルチカラーイメージングのために長波長の蛍光波長を有

すること、変異導入前のタグタンパク質とは結合せず変異体に特異的に結合する点を考慮して設

計、合成を行った。新たに開発した発蛍光性プローブは元々のタグタンパク質にはほとんど結合せ

ず、変異体タグタンパク質特異的に結合することが分かり、直交的なプローブ、タグタンパク質対と

して機能することが分かった。各タグを異なる細胞内オルガネラに発現し、プローブで同時に標識

することで、細胞内オルガネラを異なるプローブで染め分けてマルチカラーイメージングを行うこと

ができた。③においては、非共有結合を利用したプローブを市販の HaloTag を用いて一方のタン

パク質側に固定化することで、タンパク質相互作用に伴い近接した時に発蛍光性を示すプローブ

の開発に取り組んだ。プローブとHaloTag リガンドとのリンカー構造を検討したところ、両者のタンパ

ク質が共存した際に蛍光増大を示すプローブを開発することができた。③の成果においては特許

申請を行った。 
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