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研究の概要 
生命の素過程を化学的視点から理解する試みは、科学全体の発展の為に極めて重要な課題で 

ある。本研究では、タンパク質再構成法をさらに発展させ、生細胞中の分子素過程を解明する 

新たな基盤技術の開発を目的とする。具体的には、1）生きた細胞内の生体分子の機能を可視化 

する分子プローブ、2）細胞内シグナル伝達に関与する新規分子種同定法、3）生体分子の機能 

を時空間制御する機能性分子材料、の開発を目指す。タンパク質化学に関する知見を元に、 

分子科学と遺伝子工学の最先端技術を利用して、革新的光生体分析法を創出する。 
研 究 分 野：理工系・化学 
科研費の分科・細目：複合化学・分析化学 
キ ー ワ ー ド：可視化・ナノバイオ・光スイッチ・バイオテクノロジー・酵素反応 

１．研究開始当初の背景 
 生命の素過程を化学的視点から理解する
試みは、科学全体の発展の為に極めて重要な
課題である。この課題に挑むため、生命現象
に学習した新しい化学的基盤技術の創出が
強く求められている。我々は独自に初めて見
出した現象—プロテインスプライシング反応
による緑色蛍光タンパク質（GFP）の再構成
—の発見に端緒をなし、生細胞内で分子の素
過程を可視化するプローブ開発を展開して
きている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、タンパク質再構成法をさらに
発展させ、生細胞中の分子素過程を解明する
新たな基盤技術の開発を目的とする。具体的
には、 
1）生きた細胞内の生体分子の機能を可視化
する分子プローブ 
2）細胞内シグナル伝達に関与する新規分子
種同定法 
3）生体分子の機能を時空間制御する機能性
分子材料 
の開発を目指す。タンパク質化学に関する知
見を元に、分子科学と遺伝子工学の最先端技
術を利用して、革新的機能性分子を創出する。 
 
３．研究の方法 
 タンパク質の立体構造と機能に関する情
報に基づき合理的な設計を行う。遺伝子工学

手法ならびに合成化学を利用して、作製する
分子の機能評価を、試験管内および細胞内で
行う。さらにランダムなアミノ酸の変異導
入・削除・挿入を行う「分子進化法」を取り
入れ、タンパク質ライブラリーから目的の機
能性分子をスクリーニングする。新規分子種
同定法では、生理活性物質のスクリーニング
法を開発し、遺伝子ライブラリーから、開発
する機能性分子を用いて、目的とする機能性
分子を探索する。光制御分子の開発では、光
受容タンパク質と機能性分子の融合タンパ
ク質を作製し、生細胞内で酵素活性を光制御
する分子プローブを創出する。 
 
４．これまでの成果 
研究目的 1)では、コメツキムシ由来の発光タ
ンパク質（ルシフェラーゼ）にアミノ酸変位
を加え、 535 nm〜615 nm の発光極大波長
を有するルシフェラーゼ変異体の開発に成
功した。次にこのルシフェラーゼの切断位置
を決定し、各ルシフェラーゼフラグメントを
利用して、ツメガエル卵の発生段階で重要な
Smad1-Smad4、および Smad2-Smad4 タン
パク質の競争的な相互作用をリアルタイム
で可視化することに成功した。蛍光イメージ
ングが困難な不透明な組織や動物個体を対
象とした新たなイメージング技術を提唱し
た。 
 ウミシイタケ由来ルシフェラーゼを三分
割し、再構成させることに成功した。この三
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分割したフラグメントを用いて、G タンパク
質 α、β、γ サブユニットの複合体形成と
解離反応をリアルタイムに検出することに
成功した。 
 細胞内の 1 分子βアクチン mRNA の可視
化を可能にする技術革新を行った。 EGFP
の 再 構 成 技 術 を 応 用 す る こ と に よ り
background 蛍光を抑制すると同時に、全反
射蛍光顕微鏡を用いて背景光を削除するこ
とに成功した。その結果、細胞骨格のチュー
ブリン上を移動するβアクチン mRNA の 1
分子観察を可能にした。βアクチン mRNA
の動態および運動速度の解析に成功した。 
 その他、ルシフェラーゼフラグメントを利
用して、cAMP および cGMP 発光プローブの
開発、エストロゲンの高感度発光イメージン
グ法を開発し、基礎生命化学研究等に役立て
ている。 
研究目的 2)では、 Small Ubiquitin-like 
Modifier（SUMO）タンパク質をターゲット
として、その修飾を受けるタンパク質の網羅
解析法を創案した。マウス cDNA Library に
分割した蛍光タンパク質 VENUS を連結し、
タ ン パ ク 質 が 融 合 し た プ ロ ー ブ 
(VC-Library) を細胞内に発現させた。 
VC-Library を導入した細胞群から、 蛍光性
の細胞を FACS にて分離回収することで、 
SUMO 化が起こったと推定される Library
タンパク質のスクリーニングを行った。 塩
基配列を解読した結果、 SUMO 化の報告例
がない全 27種類のSUMO化候補タンパク質
の取得に成功した。現在、SUMO 化候補タン
パク質の生化学的解析を進めている。 
 アポトーシスの重要なチェックポイント
の一つである「ミトコンドリアからのタンパ
ク質の放出」を可視化するプローブを開発し
た。紫外線照射すると、ミトコンドリアから
Smac が放出され、 GFP の 2 断片が自発的
再構成を引き起こし、蛍光が回復することを
実証した。プローブを恒常的に安定発現する
細胞株を樹立し、化合物ライブラリーのスク
リーニングに着手している。 
研究目的 3)では、セリン/トレオニンキナー
ゼ Akt/PKB のキナーゼ活性を光照射により
制御するツールの開発を行った。440 nm の
レーザー光照射にともない、1 秒以内で細胞
膜に移行し、数分かけてサイトゾルに拡散す
る様子を観察した。次に Akt/PKB のキナー
ゼ活性を調べたところ、Akt/PKB 自身のリン
酸化、基質である一酸化窒素合成酵素
（eNOS）や PLCγのリン酸化を確認した。
さらに、光照射にともなう細胞内における
NO 産生や細胞遊走、アクチンタンパク質の
重合などが制御できることが解った。開発し
た方法は、セリンスレオニンリン酸化酵素を
光制御できることを実証した初めての例で
あり、新たな生命分析法を創出することがで
きる。 

５．今後の計画 
 研究課題 1)〜3)について、今後の主たる計
画と方法を項目毎に記す。課題 1)では、ルシ
フェラーゼ再構成法を利用したタンパク質
間相互作用の検出法の応用例を実証する。細
胞内シグナルに関与する重要なタンパク質
間相互作用に焦点を絞り実践する。課題 2)
では、同定した SUMO 化候補タンパク質に
ついて、SUMO 化修飾を受けるアミノ酸を同
定する。次に SUMO 化部位を欠損した新規
タンパク質を細胞内に過剰発現させ、その時
の細胞内シグナルおよび細胞表現系を観察
する。 SUMO 化タンパク質を同定する方法
論の提唱に加え生化学的知見を与えること
が期待できる。課題 3)では、光パルス幅及び
強度を変化させ、 Akt/PKB 活性を時間的に
変動させる。この時の FOXO1 の核外輸送の
時間変化を追跡する。 FOXO1 核外輸送と遺
伝子発現及び Akt/PKB の活性化パターンの
関係を、数理モデルにより解析する。 
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