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TRPA1 is identified as an oxygen-sensitive ion-channels, which is associated with the 
adaptation of cancer cells to hypoxic condition. Analysis of the trafficking of TRPA1 expressed 
on the cell surface by fluorescent labeling would allow us to reveal the mechanism of TRPA1-
related oncogenesis. Fusion with self-labeling protein tags such as Halo-tag on the N- or C-
terminus would be powerful for fluorescent labeling on the cell-surface. However, it is difficult 
for TRPA1 because both N- and C-terminus of TRPA1 locate intracellular region. Here, we 
develop a method for introducing Halo-tag into the extracellular loop without perturbing the 
function of TRPA1. To reduce the steric hindrance, we performed circular permutation to Halo-
tag, where the original terminus of Halo-tag are connected with an artificial linker to create 
new terminus. The cpHalo-tag was fused TRPA1 with a minimal effects on channel activity, 
which allowed selective fluorescent labeling of TRPA1 on cell surface using Halo-tag 
fluorescent ligands. 
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TRPA1 は酸素感受性のイオンチャネルであり、ガンの低酸素抵抗性との関連が示
唆されている。TRPA1の活性化と細胞内動態変化が関連するため、細胞表層に発現す
る TRPA1 を蛍光標識して動態を定量解析することは、細胞のガン化メカニズムの解
明に繋がると考えられる。Halo-tag などの self-labeling タンパク質を細胞外の末端に
融合することで瞬時に細胞膜表層のタンパク質を蛍光ラベル化することが可能であ
るが、TRPA1 のように両末端が細胞内に存在するタンパク質の細胞表層選択的なラ
ベル化は困難であった。本研究では、TRPA1 の機能に摂動を与えずに細胞外ループへ
Halo-tagを導入する方法の開発に着手した。具体的には Halo-tagの本来の末端を人工
のリンカーで繋ぎ、新たな末端を作り出す circular permutation を施した cpHalo-tagを
TRPA1 の細胞外ループに融合した。この cpHalo-tag融合 TRPA1 はチャネル活性への
影響を最小限に抑えられており、蛍光標識した Halo-tag ligandとの反応により細胞膜
表層選択的な蛍光ラベル化に成功した。 
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