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蛋白質導入 (proteintramsuduction)は,ウイルス由来のアミ}酸配列タグを用いて,外因性

組換え蛋白質を細胞内に酎妾導入する方法である.この方法は,遺伝子過剰発現に代わる利点

をいくつか持っている,例えば,この方法は1時間以内に蛋白質を導入することができる.しか

し,欠点として,導入した蛋白質を細胞内の特定の部位に局在化させることができない.本研究

では,小胞輸送に関与する形質膜蛋白質syntaxin-3のH3Sドメイン [192-241]を付加 した

組換え蛋白質が,蛋白質導入法では形質膜の内側にとどまることを明らかにし,可溶性蛋白質

の線色蛍光蛋白質 (EGFP)および脳型脂肪酸結合蛋白質 (FABp-7)が形質膜に結合できる

ことを定量的に証明した.H3S自体は組換え蛋白質としても可溶性であるため,その付加は蛋

白質導入による導入分子の局在性のコントロールに有用であると結論される.

辛-ワ-ド:蛋白質導入/シンタキシン/脳型脂肪酸結合蛋白質/形質膜

緒 n 細胞培養液などに組換 え蛋白質を加 えるだけで,

その蛋白質を形質膜透過によって直接細胞内に導

蛋白質導入 (proteまntransductiom)は,例 えば 入する方法である 1ト 3).この方法では種々のウ
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イルス,例 えば HrVなどが,形質膜を透過する際

に利用 しているアミノ酸配列をもとに作られたタ

グを,組換 え蛋白肇に融合することで,導入が可

能 となる4).これらのタグは塩基性ア ミノ酸のク

ラスタ- (伊jえば ユ‖園の連結 したアルギニンか

ら成るRll)を持ち,形質膜の表面にある陰性竃

荷と結合するため,高い膜透過性を持つと考えら

れる5).すでに開発から10年を経ず して,この方

法は蛋白質の細胞内での機能を理解する上で,数

多くの研究に用いられている.細胞内での蛋白質

機能研究に最も多く用いられている方法は,その

cDNAをtransfectionして過剰発現するという手

法であるが,この方法には効果を見るためには最

低でも舶 時間程度かかるという欠点があり,細
胞への蛋白質の急性導入効果をみるためには不適

である∴-∵方,蛋白質導入は,30分以内に導入効

果を見ることが可能であり,際立った利点となっ
ている5).

しかし蛋自質導入は組換え蛋白質をあらかじめ

作成 しておく必要があり,それが峨容性でなけれ

ばならないという制約がある.例えば遺伝子導入

法では,膜質適部位のような疎水性部位が存在 し

ても正しく局在化できるが,蛋白質導入に用いる

蛋白質にそのような部位 を付加することは難し

く,導入された蛋白質が本来の屈在とは異なると

いう欠点が存在していた.

本研究では膜質適部 位のような疎水性の高い部

位に代わって,膜蛋白質であるsyntaxin-3由来

の 50残 基 [192-241] (H3S ド メ イ ン ;

SEIEGRHKDIVRLESSIKELHDMFMDIAMIJVEN-

QGEMLDNIELNVMHTVか)を利用 して,蛋白質

に結合させ,形質膜への局在化を調べた.この蛋

白質は小胞輸送に関係する,巨SNARE(targeト

SNARE)と呼ばれる分子であり,H3Sは種々の

分子間相互作用に関係す る部分に由来する (5).

Rl卜H3Sをタグとして,組換え蛋白質として 線

色蛍光蛋白質 (enhancedgreen飢10reSCentPro-

tein;EGFP)に結合させたものを蛋白質導入する

と,melaI2-aメラノ-マ,PC12,および NG108

細胞に導入することができ,いずれも形質膜近傍

に局在 した.このタグを結合 させた脂肪酸結合蛋

白質脳型 ア イソフォ-ム (fattyacid-binding

pr(搬in-7;FABp-7)7)は本来は可溶性分 子であ

るにもかかわらず,蛋白質導入後は導入細胞の形

質膜近傍の領域に分布 した.これ らの結 果は,

Rll-H3Sタダは蛋自質の舶溶性を高く保ったま

ま,効果的に導入蛋白質を形質膜領域に分布させ

ることができることを示 したものである.

方 法

1.発現ベクターの設計と蛋白質導入

pEn la佃ovagef3)改発現ベクタ- 5)は松下

正之博士 (現 ･三菱化学生命化学研究所),松井

秀樹教授 (岡山大学)より供与噴いた.このベク

タ-にsyntaxin-3のH3ドメインの前半3分の2

(192-241残基 ;H3Sドメイン上 FABp-7(伝

州大学 藤井博教授より供 与-)を連結 した (図

IA).

2.蛋白質の精製 郎

蛋白質を発現 させた大腸菌を0.1M塩化ナ トリ
ウム,20mM イミダゾ-ルと7.2M尿素を含む

20mMHEPES(PHS.0)バ ッファ-で潜解 した.

遠心 後 , 口舌に含 まれ る日的蛋 自 署 を Ni-

Sepharose6FastFlow (GEhealthcare)カラムで

精製をした.精製 した蛋白質をPD-10カラムで

脱塩 し,終濃度100/oとなるようにグリセロール

を加え-80℃で保存 した.導入の際は,蛋白質溶

液 を16,000Ⅹg4℃で 10分間遠心 した後,細胞

へ導入した.

3.細胞培養

マウスの不死化 したメラノ-マ細胞株である

melan-a細胞 佃.C.Bennett教授より供与)は,

10%ウシ胎児郎 責,ペニシリン-ス トレプ トマイ

シン,phorbol12-myristate13-acetateを含む

RPM卜1640培地で 37℃,lo艶CO29)存在下で

培養 した.

NG108細胞 (産業技術総合研究所 加藤薫博

士より供与)は,100/Oウシ胎児血清,1ⅩHATsup-

plement,lmM ピルビン酸ナ トリウム,ペニシリ
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図 L iiiL'lぎき人法を行うため 本棚欠で什射した

糾換え窮｢l門

(A)それぞれをコードするel)NAは卦'r'Ll発現ペ

'///-氏ll-EGFPIPE1､215)I:迎紺.した
(B)ft拳法Lt_:組換え粥flJE'Eの''-till(JhL動作 (クマソ
ーブリリアント7'ル-flと色)

糾据えiJirlrflは.容弘に抑制でき.･'†満性も
快たれていた

(C)献 ft㌍｢l紫導 入校の ノラノーマ細胞
(melon-tl)0)ウエスタ/プロノト性

CelllysalerFlに組換えタンパク円を認めた

ンー ス トレプ トマ イン ンを含 む Du】beccos

ModlrledEag】cFか也で 5% CO2(1在 卜で蛸詫 し
た

4.蛋白質導入と和胞染色

MelE7n-a細川針ま.L.lb-1ekチャンバースライ

ド (NalgeNur)C) 卜に播 き.48から72時l別後に.

900nMの組み撫え郡rLITlを含むRPMト1640伯
他に,交換した 20/JIlE"'JJg;超した縁 8),洗浄を行い

蛋白'L-'Eを含まない培地を,1枚 し.史に5'JIFT''JJ.新婚
を'lTった

細川白を2%パラホルムアルデヒトと01%グル

タルアルデヒトで 20/Jlrl'目前固定 し,形′門膜及び

細川包朋 を染 色 す るため に 10/Lg/mlCM-Dll

(lnvllrogell)を加 え水 Lで放起 した 】0) その後.

2%パラホルムアルデヒ ドで20分m後同左を行

った

5.免疫染色

免疫染色は.0i%TrltOn-XIOOで順透過性処

世を 15/分間71つた後,1%ウ/dlLlF7を用いて.プ

ロ ソキングを省LLrLTLで 1時間行 った 杭 GFPポ リ

クローナル1JILt本 (1500MliL),Alexa-Fluor488

co■lJugatedTgG (11000MolecLll,lr･PIOhes)を川

いた問腰蛍光IJLt体法で染色し観察 した ｣tJtミ点 レ

ーザー捕微錦はLSM510rvIETA(CarlZelSS)を快

用 し,顕微鏡附純の ソフ トウエアを川いて.形乍乍
順rL'llの雌朗と.TTr,FPのスポ ノトを那糾 した

6.統計処理

CraphPad什雛 pRISM5でMann-Wl111neyの

U検J,Lfを川いて統計処理をfJつた 増光弓如Llを測

り.EGFPの/Jl布を評†Ilrrした 仙Iiに,I)1Tの'iiを光

強度を測り.形fl暇間およびそのrrlrSを決定 した

(Eg]11)

7.ウエスタンフロット

掘伸 した細胞を ドデシル硫酸ナい)ウム(SDS)

を含むサンプル溶;馴 こ溶附 した SDS-ポ リアク

リルア ミド'rlE斌1永動を行った後.ニ トロセルロ-

ス暇へ転写 した その後,5%無脂11/U乳 を含む紙

筒油小でプロ ソキングを行った後,机EGFPモ ノ

クローナル抗体 (11OOOベ- リンガ一社射)を

川い､r削接蛍光抗体法で検.Ll'.Lた

結 果

まず H3S部分が Rll-EGFPの形Tlll柴近傍への

輔 人に寄 与す るか と うか を模 証 した R11-

EGFP発現ベクターを用いて (図 )A).'ikt三旧 邸
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11Re llRe-H3

phase GFP phase GドP

pc12[重量田』』
11Re-BF llRe-BF-H3

phase GFP phase GFP

･G108腿■闇穫団■
図2 ミ中人した川くL･113の/Jl(1J

lH‡t･-1t3与,それぞれをPC12州他 日)汁).COS7抑胞 (Ll■J'1).N(.108細胞 (卜I'1)に,仲人した
ところ.ソl三なるYI"LrbfLrlにJ'jいても形ア川Lt近傍にlJさftlLた

/一 仙IIZ'胤 /1'ij(光惟 Sc.lteb.llAL()Nnl

人川の組挟え矧'lJf'Fを大脳lnAで作JRLた このタ

ンハ'/'門は､抑l'dIJlへ効率よく導^することがで

き.'iiモ光拙微段で拙?.iする･ljが可能である トはS

ドメインr日本はJJ即 t池領域ではなく 非疎水性で

あり.人"剃場内で容易に作成する,lfが可能であっ
た (図 IB)糾換え炎白質である 111te一日3(図

JA)は.可L"il'作であり,fl7割も容易であった (図

IB) 私1根えポrI門を悪性架色服の抑胞株である

ITIC/aIJ-a細胞に主雅人L JjLEGFPlJlLt本でウエス
タンプロ ノトを'rrい.細胞内への対人を確認した

(E2日C).

iFin質くり人に倒するほ唯手法 8■を川いる小で.
EGFPはマテ切に,挿入することができ.形質暇の近

伐へ/FIたした (図2)器｢lrlをPC12細胞や神舶

紺胞株であるNGIO8者耶担に封入した際にも岡城

に形相I/j!近傍にI.j/tした (図2) これらの結火に

より,H3SタグをIIJJJlした鮮人出t′lfiは 抑II'd揃

にILi((･せず形Tf順棚城へ分布することがホ唆され

た

次に.肘flJ).椴糾合諜FLl'j乍(FABP)-7(Fll<'IJ州別JJ

俄iLl.合軌Lrlて)が細胞内へ)挿入できるかとうかを
胤IJ･した この小 さな張r7円は.FAtiPファミリ
ーの -Hで あ り.細胞質に/il任 している 71
Fju3P出LJTtは不飽RIの長蛸iIFFr抑懐に対するt.1ili
部位をllしている FABP77ミリ-は細胞特-!･i

作 ･臓器持米作があり,例えば FABp-7はql'14で

の発現が.I.t71められ,それ故,脳型 FABPとも呼ば

れている.FABp-7自体は暇ff適領域を1ト)てい
ないため､me･Jan-a細胞で過剰発現 した際には細

胞全t小二認められた (データはホしていない)

純株出目質であるRl卜H3SIFABP7-EC.FP

(llRe-H3-BF)i.零坊に大脳歯内で作成する
11ができ.また['T.'iiMも保たれたままm判をする

一作ができた MeI,7n-,1細胞FJlへ,狩人した 11Re一

日31BFは,共樵15レ-ザ一期微税で枚Y.iした耶
りにおいては.形門脈領域に1"llfした (図3)

JJL H3Sタ グ を /̂ い た Rll-ECITP-1TABP7
(llLくC-BIT.E2日)は.llRermfR,洲胞内に均一に
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図:I ll3Sによる細胞IJl村人 FARP7の形門順近傍へのLjき付i
llRe-H3-BF及び llRe-BFをme/.lI】-<7訓=i'dl二JjJ入校 jrl帖卓レ-tf一節徴税で
拙架を'IIった 帆IbmまCM-Dll(,J､紫).呼人irirr'lJiは抗EGFP〃L†本(Y:I,)でホす
/了は 2,)の性を･rljlf†わせた憎を小す

糾掃え出自TrをO9′jlM(7)L矧蟹で20/JTI(I",Tg人し.射 'lTrを弁まない).LH也で5分r川上li
涼を'TJつた綾,L占】k'娃色して枇?,iを'rl-)た rI3S夕J/をllJJllLI=FABP(llRe-H3-
Ljl.)は主E:形TfJl穴傾城にTflEしたが.lI3Sをt'fたない Fへ[111(11RtLT3｢)は細胞乍Fi全
域にrf/_たした Sctllebar- lO/jm
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I- G

∴八
D.str.but,｡nrat.0=ヱ旦

両

⊆岩書芸;

11Fh llRt卜H:I
pr｡loEntypt)

NumberofGドPspots 208 37

Meanj=SEM O5703±00186 03412±00474'←̀'''p<0001

C

11RolBF 1lRB･且 F･H3

prE)telntype

NumberofG仁Pspols 44 ZZ

Mean±SEM o5855±00406 02769±00682 … p<0001

図Il lt3Sタ'/が付JJ目された狩人/iEiF'個 のT..川-〟)tlii主的脈trr

r.lT10を定木した PP'は形慣順ILruULl臥 MはそのlTl点を′1号す PP 上の
EGFPの蛍光儀TEを.汁測し (lt7:色のE川練).射光EJ･BUEのJliも償い/t.'Jt＼点をG

とした PP は 】)11の蛍光範Jif(,̂1色のLHl線)をFrlいて決定 した

DJ5LTLblJLLOnratJOはPCI.'りの机王蝕をPMrZL,Jの距離で測ったrltiである

(zl及びC)(ll)は HRc-1T3と 1日くeC7)JJt作 (C)は 1日くe-13Ⅰ'一H3

とLIRe-H3の/'川了を比較したlxrMa仙-WhLtney0)U検誼で綻副的イ†i:(

-井に側して解析を'r下った (B)(C)肘 こ,H3Sタグを付加lLた矧j'LJ'iは

グをトHJTけ ることで肋'lTrが形TT膜近傍に近ついたlllを-CLLたしている
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存在した (図3).

導入した蛋白質の分布をより明確にするため

に,膜の脂質をDiIを用いて染色 した (図3).

llRe-H3-BFの分布はDiIの分布に近かったが

(図3),llRe-BFは細胞質全体にびまん性に存

在し,形質膜付近への存在を認めなかった (図

3).この様に,H3Sドメインは融合蛋白質を形質

膜へ運ぶ作用があると考えられる.

次 いで,H3Sドメインを付加した組換蛋白質が

形質膜領域近傍に留まるかどうか定量的に検証を

行った (図 4).共焦点レーザ-顕微鏡で得られ

た二重染色像を用い,形質膜からの距離を測定し

解析を行った.著者は,細胞の形質膜からの距離

を表す定量指標として "dJ'strlbutionr7atJ'0"を定

義した (図 4A).この比は,0から1までの間の

値となり,0に近づくほど形質膜に近い事を意味

する.この数値をもとに定量解析を行った結果,

H3Sフラグ メ ン トを付加 す る事 で,EGFP,

FABp-EGFPの融合蛋白質は共に比が下がり,

H3Sフラグメントが導入蛋白質を形質膜領域に

分布させる事がわかった (図4B,C).

考 察

現在,細胞内での蛋白質機能解析の方法として

最も用いられている方法は,目的とする遺伝子の

cDNAを遺伝子導入し過剰発現する方法である.

これは極めて有用度の高い方法ではあるが,いく

つかの欠点がある.最も問題となるのは,発現ベ

クタ-を細胞内へ導入してから蛋白質として発現

するまで,最低でも48時間必要とする点である.

それ故,導入によって生じる急性の効果を見るの

には不適である.一方,蛋白質導入法は,30分な

いしはそれより短い時間で導入効果を見る事が可

能であり,過剰発現の欠点を克服することが可能

である (例 図 1C,図2).蛋白質導入法におい

て,特定の細胞内小器官への局在性がコントロ-

ル可能となり,この手法の有用性をさらに増す事

が出来ると考えられる.発現ベクタ-では,細胞

内小器官をターゲットとするタグを付加する事が

可能であったが,蛋白質導入法においては,この
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様な細胞内小器官を標的とする系が現在までに開

発されていなかった.本研究では,H3Sドメイン

を結合する事でFABPの様に細胞質に存在する

蛋白質でも形質膜領域へ分布させることができる

事を示した.この結果は H3S部分を付加する事

で,如何なる蛋白質や ドメインでも形質膜領域へ

留まらせる事が可能であると考えられる.

蛋白質導入法は組換え蛋白質の作成が可能かど

うかに依存するため,付加するタグの可溶性につ

いてはさらなる考慮が必要である.しかし形質膜

へ付加するタグの多くは非常に疎水性が高く,可

溶性蛋白質として精製する事が非常に困難である

事が多いが,H3Sに関しては問題とならないた

め,この利点は大きい.

なぜ H3Sを付加 した組換え蛋白質が形質膜に

留まるかに関するメカニズムはよく分かっていな

い (図3,図4B,図4C).SyrltaXinはt-SNARE

を介する細胞内小胞輸送系において最大のファミ

リーを形成しており11ト 12),それぞれ,C端側に

H3ドメインと呼ばれるヘリックス ドメインを持

つ.さらにH3ドメインを介して,他のSNARE蛋

白質 と結合する事で SNARE複合体 を形成 し,

SNARE複合体が形成される事により小胞と標的

腰間の融合が起こる.この中で,syntaxin-3は形

質膜に局在するsyntaxinであり13),消化管細胞

で発現が認められる6).syntajdn-1Aの H3ドメ

イン全長を導入した際には,細胞内輸送が阻害 14)

されたが,著者の研究で用いた濃度ではH3Sタ

グは細胞内輸送に影響は来さなかった.例 えば,

導入後のメラノソームの数,分布は変化していな

かった (データは示 していない).H3Sタグが形

質膜 を構成する蛋白質 と結合す る事 により,

llRe-H3蛋白質は,形質膜に結合 している可能

性がある.H3Sタグがどのように融合蛋白質を形

質腰へ標的にしているかに関しては,更なる研究

が必要である.

異なる細胞種において,H3Sドメイン15)を付

加する事で,蛋白導入法で融合蛋白質を形質膜へ

留まる事が明らかになった (図3,図 4B,図4C).

このフラグメントはそれ自身可溶性であり,組み

換え蛋白質に付加しても可溶性や,細胞形態に影
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響を及ぼさず,導入蛋白質を形質膜へ結合する事

が出来る理想的なタグであることを示 した.この

タグを用いる率で,細胞生物学分野において,導

入蛋白質の有用性をより高める事ができるであろ

う.
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