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Protein labeling systems based on small-molecule probes and protein tags are essential tools 
for visualizing protein localization and biological processes in living cells. To establish a novel 
intracellular protein labeling system using an artificial antibody (monobody) against the small-
molecule 1-(4-hydroxyphenyl)-3-phenylurea (HPPU), we designed and synthesized an HPPU 
derivative tethered to a fluorogenic dye. Fluorescence microscopic study revealed that proteins 
fused to the anti-HPPU monobody tag could be fluorescently visualized with a high signal-to-
noise ratio by the fluorogenic HPPU probe even without washing procedures. 
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細胞内におけるタンパク質の動態解析や機能解明において，小分子蛍光プローブと

タンパク質タグを利用した蛍光標識（タグラベリング）法の重要性が高まっている 1)．

理想的なタンパク質タグの性質として，素早い標識速度，対象タンパク質への摂動を

最小限に抑える小さいサイズ，生体直交性などが挙げられる．このような背景から

我々は，非天然の低分子リガンドに対する人工抗体（Monobody: 10 kDa）を用いた新

規タンパク質ラベル化システムの開発に着手した．これまでに，人工リガンドとして

1-(4-hydroxyphenyl)-3-phenylurea（HPPU）を選定し，HPPU に特異的に結合するフィブ

ロネクチン型人工抗体を TRAP 提示法を用いて取得することに成功した 2,3)．本研究

では，抗 HPPU 人工抗体のタンパク質標識タグとしての応用を目指し，HPPU に発蛍

光性プローブを連結した HPPU-MaP555 を設計・合成した．抗 HPPU 人工抗体タグを

融合したタンパク質を生細胞内に発現させ，HPPU-MaP555 を添加することで，その

標的タンパク質を（無洗浄条件

下において）高いコントラスト

で蛍光標識できることを実証

した．本発表では，抗 HPPU 人

工抗体をタグとする新規発蛍

光型タンパク質ラベル化シス

テムの詳細について報告する． 
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