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タンパク質は生体内において重要な役割を担っており、化学修飾を用いてタンパク質機能を解

析・制御することは非常に有効であり、これまでにも様々なラベル化法が報告されている。当研究

室では、ペプチドタグ/金属錯体プローブによる標的タンパク質特異的ラベル化法「リアクティブ

タグシステム」の開発を行ってきた（Fig. 1）。本手法は特定の配列を持つペプチドタグと金属錯

体プローブが配位結合に基づく特異的相互作用により近接することで、タグ上の Cys残基とプロー

ブの反応基の共有結合ラベル化が誘起されることを利用している。これまでに開発した Asp 連続配

列を有する Asp-rich タグ/Zn(II)錯

体プローブペアと直交性を持つタ

グ・プローブペアによって、同一

細胞表層上の異なるタンパク質の

マルチカラーイメージングが可能

になる。そのため今回新たに His

連続配列を持つ Cys-His タグ

/Ni(II)-NTA錯体プローブペアの開

発を行った。 

Cys-His タグを利用したタンパク質ラベル化法はこれまでにも研究が行われてきたが、ペプチド

タグ配列の最適化や、非特異反応を抑制するための反応基部位のチューニングがほとんど行われて

こなかった。そこで演者らは、(1)Cys-Hisタグの配列探索と(2)Ni(II)-NTA錯体プローブの詳細な構

造最適化、(3)反応基の探索を行い、高いラベル化速度と高いラベル化選択性の両方を有するタグ・

プローブペアを見出すことを目指した。反応速度は、Cys－His タグを有する MBP タンパク質に

対して蛍光色素を持つ Ni(II)-NTA プローブを反応させ、蛍光ゲル解析によりラベル化速度を算出

して評価した。その結果、H5CH5 の配列を持つ Cys-His タグと DabC4 プローブが、最も速い反

応速度を示す最適なタグ/プローブペアであることを明らかにした(Fig. 2)。さらに、大腸菌ライセ

ート中での Cys-Hisタグ融合MBPのラベル化によりプローブの非特異反応性の評価を行った。こ

れにより十分なラベル化速度と高いラベル化選択の両立を可能とするプローブとして、4- (ジメチ

ルアミノ) クロトン酸アミド（DMAC）を導入する芳香環のオルト位に CF3基を導入した、MACF3

型のプローブを見出した。また、

このペアを用いて細胞表層に発

現させたタグ融合受容体タンパ

ク質の蛍光イメージングを行い、

従来の Asp-richタグ/Zn(II)錯体

プローブとの直交性が示された

ため、併せて報告する。 
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Fig. 2 Optimization of the tag sequence and the probe structure. 

Fig. 1 Reactive tag system. 


