
処理済 (middle of cell)処理済 (bottom of cell)未処理

図1 TransfluorアッセイにおけるLiving Color DsRed2との融合タンパク質で見たGタンパク共役受容体の活性
化 U-2 OS細胞に、β2アドレナリン受容体およびβアレスチン2・DsRed2融合タンパク質との同時トランス
フェクションを行い、1µMイソプロテレノールで30分間処理しました。細胞は63倍の倍率で共焦点顕微鏡を
用いて観察しました。パネルA. 未処理の細胞　パネルBとC．処理された細胞の蛍光画像　細胞とプレートと
の接着面（B）、細胞の切片（C）

B CAA

●Phone:077-543-6116（テクニカルサポート） ●Fax:077-543-1977
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Appl icat ion Overv iew

Cell-BasedApplicationsof LivingColorsTMProteins
多重発光スクリーニング用途の貴重なツール

● Pathway HT共焦点バイオイメージン
グシステムなど、他のさまざまな測定
機器と連動・連携して使用できる簡便
な検出装置

● 細胞内タンパク質トラフィッキングや
ハイコンテンツスクリーニングアッセ
イに最適

● 補助因子や酵素基質の添加が不要

スクリーニング技術が、「費用対効果の観
念」と「生命科学分野における重要な意義」
に向けて変身しながら発展してきたため、
細胞を用いた種々のアッセイ法も、近年、
非常な勢いで開発・発展してきました。ス
クリーニング技術のこうした変化は細胞の
新しいアッセイシステムを目指すようにな
りました。従来のさまざまなin vitroアッセ
イ系に対し、真実をより忠実に反映し、よ
り多くの複雑な情報が得られるようなもの
でなければなりません。

蛍光タンパク質は、生きている細胞に対し
て非侵襲的で、リアルタイムの情報が得ら
れる実験手段としてその有用性がすでに確
立している研究ツールです。そしてその蛍
光タンパク質は、今、試薬不要の、均質性
を誇るさまざまなアッセイ系に使われてい
ます。こうした新しいスクリーニングアッ
セイの登場は、従来のスクリーニングアッ
セイに足りなかった要素を反映していると
もいえるでしょう。

蛍光タンパク質のスペクトル特性は、蛍光
測定装置、フローサイトメトリー、蛍光顕
微鏡で用いられる多重発光・測定に極めて
適しています。従って、医薬品開発におけ
る新薬候補化合物の探索やスクリーニング
工程を見直してさらに一層能率化させる
という観点から見た場合、蛍光タンパク質
は非常に大きな可能性を秘めているといえ
ます。

Biosciencesがお薦めするClontech Novel
Fluorescent Protein（NFPs）シリーズには、
Reef Coral Fluorescent Proteins（RCFPs）
としてAmCyan1、ZsGreen1、ZsYellow1、
DsRed、AsRed2、HcRed1があり、さらに、
弊社の新しい単量体蛍光タンパク質である
DsRed-Monomer（赤色）とAcGFP1（緑色）
が加わりました（1-3; 本文2～7ページも参
照）。DsRed-Monomerは、製品として唯一
の赤色の単量体蛍光タンパク質で、融合タ
ンパク質タグとしてAcGFP1と二重標識す
るのに大変適しています。

これらの蛍光タンパク質は、従来のものと
は異なる、新規の蛍光タンパク質で、489nm
（AmCyan1）から618nm（HcRed1）（4, 5）
に渡る広範囲の蛍光スペクトルをカバーし
ています。検出に補助因子や酵素基質を一
切必要としないので、実験系が簡単になり、
能率も上がります。

さまざまな応用例

弊社の蛍光タンパク質は、さまざまな種類
のアッセイ系を組み立てる際の極めて強力
なツールとなります（4の総説参照）。
RCFPsは、ユーザーが目的とするタンパク
質を標識する融合タンパク質の担い手とし
て、これまで好評のうちに使用されてきま
した。さらに、細胞自体や細胞内小器官の
理想的なマーカーでもあります（6-7; 本文2
～7ページも参照）。単量体のAcGFP1およ
びDsRed-Monomerは、完全長の融合タン
パク質が必要な研究には最適の選択となり
得ます。完全長のアクチン、チューブリン、
インシュリンなどがその例で、満足のいく
結果が得られています（データ未提示）。

さらにRCFPsは、さまざまな個体（植物か
ら動物に至るまで）でのタンパク質発現で
よい結果を残しています（1; データ未提
示）。RCFPsのうち、特に明るくかつ不安
定化ベクターとして用いることができる蛍
光タンパク質（例えば、Z s G r e e n 1、
HcRed1、DsRed-Expressなど）はいずれ
も理想的な転写レポーターとして働きます
（4, 6）。RCFPsシリーズ、特にZsGreenは、
転移癌の浸潤モデルの一つであるin vitro遊
走アッセイのマーカーとして使えることに
加えて、生きている細胞のプロテオソーム
活性をモニターする研究においても強力か
つ高感度のバイオセンサーとなることが示
されています（8; データ未提示）。



● http://clontech.takara-bio.co.jp ● 製品の仕様、価格は予告なく変更になる場合があります。 Clontech
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Cell-Based Applications...continued
Living Colors Products

サイズ カタログ番号 価格

pAcGFP1-N1 Vector
20 µg 632469 ¥88,000

pAcGFP1-C1 Vector
20 µg 632470 ¥88,000

pAmCyan1-N1 Vector
20 µg 632442 ¥88,000

pAmCyan1-C1 Vector
20 µg 632441 ¥88,000

pAsRed2-N1 Vector
20 µg 632449 ¥88,000

pAsRed2-C1 Vector
20 µg 632450 ¥88,000

pDsRed2-N1 Vector
20 µg 632406 ¥126,000

pDsRed2-C1 Vector
20 µg 632407 ¥126,000

pDsRed-Express-N1 Vector
20 µg 632429 ¥126,000

pDsRed-Express-C1 Vector
20 µg 632430 ¥126,000

pDsRed-Monomer-N1 Vector
20 µg 632465 ¥126,000

pDsRed-Monomer-C1 Vector
20 µg 632466 ¥126,000

pHcRed1-N1/1 Vector
20 µg 632424 ¥88,000

pHcRed1-C1 Vector
20 µg 632415 ¥88,000

pZsGreen1-N1 Vector
20 µg 632448 ¥88,000

pZsGreen1-C1 Vector
20 µg 632447 ¥88,000

pZsYellow1-N1 Vector
20 µg 632445 ¥88,000

pZsYellow1-C1 Vector
20 µg 632444 ¥88,000

NEW!

ご購入に際してライセンス確認書が必要となります。
営利施設の場合、ご購入前にライセンス（有償）を取得
する必要があります。

Living Colors 関連製品
● Anti-RCFP Polyclonal Pan Antibody
(Cat. No. 632475)

● Full-Length ZsGreen Polyclonal Antibody
(Cat. No. 632474)

● DsRed Monoclonal Antibody
(Cat. Nos. 632392 & 632393)

● DsRed Polyclonal Antibody
(Cat. No. 632397)

● HcRed Polyclonal Antibody
(Cat. No. 632452)

● Pathway Bioimager (inquire)

購入される方へのご注意
Living Colors製品については31ページのライセンス
確認事項をご覧ください。

ハイコンテンツスクリーニング・アッセ
イに最適

ここで取り上げた例は、スクリーニングに
特化したツールとしてすでに発表されてい
るClontech NFPsの使用方法を補うための
ものです。NFPsは、例えば、Gタンパク共
役受容体（GPCR）の活性化をモニターする
など、信頼性の高いハイコンテンツの細胞
アッセイ系を組み立てるのに使用できま
す。βアレスチン2調節タンパク質とDsRed2
との融合タンパク質を使うと、β2アドレナ
リン受容体の活性化をモニターする、すば
らしいNorak Transfluorのアッセイ系を組
み立てることができます（図1）。アゴニス
ト非存在下では、βアレスチン2調節タンパ
ク質とDsRed2との融合タンパク質は、き
れいに細胞質に局在し、アゴニスト添加時
には、融合タンパク質は細胞膜へと移動し
ます。細胞膜では、融合タンパク質は受容
体の脱感作を起こし、クラスリン・コー
テッドピットの内部化が起こります。この
コーテッドピットの形成は、β2アドレナリ
ン受容体の活性化を意味します。

複数のNFPsを行うと、同種細胞集団中
の変異細胞や、細胞内内部構造の特定が
可能です

AmCyan1、ZsGreen1、ZsYellow1、HcRed1
のいずれかを発現している細胞が混じった
集団においてはPathway HT Confocal
Bioimagerのような共焦点顕微鏡を用いる
システムを使って多重発光の検出が可能に

なります（図2、パネルA、本文10～11ペー
ジも参照）。弊社のNFPsを利用すると、細
胞内小器官や細胞内コンパートメントを標
識し、容易に他の小器官や細胞内構造物と
区別ができます（図2、パネルB）。

Clontech Fluorescent Proteinsマルチプレ
ックスの可能性と特性は、細胞アッセイを
使った創薬やスクリーニング工程をより一
層発展させる上で、重要性が増していくこ
とでしょう。
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図2  Pathway Confocal Bioimagerで画像処理したLiving Colors Novel Fluorescent Proteinsの4色発光可視
化　パネルA. AmCyan1、ZsGreen1、ZsYellow1、HcRed1のいずれかを安定的に発現しているクローン化さ
れたHEK293各細胞株を混合し同一のウェルに播種した後、20倍の倍率で Pathway Confocal Bioimagerで
画像処理しました。Chroma Technology社のフィルターセットを用いてそれぞれの蛍光タンパク質からの
シグナルを分離しました（AmCyan1タンパク質に対しては、HQ440/30、470DCXR、HQ488/35のフィルター
の組み合わせ; ZsGreen1タンパク質に対しては、HQ488/10、84100 beam splitter、HQ540/50; ZsYellow1タン
パク質に対しては、HQ500/40、530DCLP、HQ555/40; HcRed1タンパク質に対しては、HQ575/50x、Q610LP、
HQ640/50m）。パネルB. HEK293細胞は、AmCyan1-Peroxi（ペルオキシソーム）、ZsYellow1-Nuc（細胞核）、
HcRed1-Mito（ミトコンドリア）、それぞれの融合タンパク質をコードしているコンストラクトを一過性的に
トランスフェクションしました。60倍の倍率で油浸対物レンズを用いて上記の方法に従い画像処理しました。
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