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細胞外環境に適応した小さな分子イメージングツールの開発

蛍光タンパク質を用いたバイオイメージングは、生命科学を研究する上で重要な技

法である。蛍光タンパク質は遺伝子発現のモニターや、異所的発現により、特定の細

胞や組織を追跡することができるだけでなく、融合タンパタ質として細胞に発現させ

ることで、目的のタンパク質を「生きたままの細胞でJ観察することができる。しか

し蛍光イメージングに用いられる蛍光タンパタ質は細胞質由来であるために、小胞体

内腔においてフォーノレディングした場合には、細胞質とは異なる酸化的な環境に曝さ

れた結果、標識分子の構造や挙動に影響を与える場合もある。

そこで、従来型蛍光タンパク質が引き起こす問題点について検討し、それを解決す

るための新たな蛍光タンバク質群の開発と、その過程で得られたイメ}ジング技法に

ついて研究を行い、本論文として報告する。

従来型蛍光タンパク質の問題点としては、①蛍光タンパク質が有するシステイン残

基の酸化がターグyト分子の酸化的フオ}ノレディングを著しく阻害する、②N製糖鎖

付加などの分泌系に固有で分子特性に大きな影響を与える修飾を受ける、という点が

挙げられる。それらを解決するために、蛍光輝度の低下を起こす事なしにそれらの部

位を排除する改変を飽和変異によって検討し、細胞外環境でも安定で高い輝度を持つ

一連の蛍光タグを開発した。

とのアプローチを発展させて光変換の特性を持つ蛍光タンパタ質についても同様の

改変体を二種類開発した。この改変型光変換型蛍光タンパク質は、その光変換の性質

を利用して、細胞外環境での分子の非侵襲的なトラッキングを可能にしただけでなく、

光変換のstochasticな特性を生かして、 FRET(Forster resonance energy transfer) 

を用いた分子間相互作用解析が可能なことを示した。

さらに、蛍光タンパタ質の大きさ自体がタグとしての無傷性の妨げとなる場合もあ

るので、細胞外環境で安定な、小さな蛍光タグの開発を行った。その結果、 FMNを

蛍光基とする蛍光タンパクについて、ほぽ2倍の輝度と光耐性を持ち、無傷性の高い

分子を開発した。この蛍光タグは従来型蛍光タンパク質より半分程度の分子量である

ため、これまで困難だった小さな分子の標識に利用できると期待される。

※日本語で記載するとと。 1200字以内にまとめること。






