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Protein-protein interactions (PPIs) regulate not only protein function but also protein 

dynamics, which are critical in maintaining cellular homeostasis. Protein labeling technology 

offers biological tools that enable both interaction analysis and fluorescence imaging of 

proteins of interest. Herein, we developed a pull-down technique that is applied for PPI analysis, 

using a protein labeling technique based on PYP-tag.  

In this study, we selected GLUT4, a glucose transporter, as a protein of interest. GLUT4 is 

translocated to the plasma membrane in response to insulin stimulation and internalized in the 

absence of insulin. Using the PYP-tag labeling technique, we previously imaged GLUT4 

translocation1), which is suggested to be involved in PPI. To detect the PPI of GLUT4, we 

developed PCAF-Biotin, a PYP-tag labeling probe that biotinylates GLUT4 and thereby 

enables pull-down experiments. In this meeting, we will report the details of the labeling 

reaction, live-cell imaging and pull-down experiments. 
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生体内の生命現象を担っている多くのタンパク質は、他のタンパク質と相互作用す

ることにより機能している。タンパク質間相互作用はタンパク質の動態制御にも関わ

り、細胞の生理機能を維持している。この相互作用の解析と動態可視化の両方が可能

な技術はタンパク質の機能解明において極めて有用であるといえる。タンパク質ラベ

ル化技術は、その両方の解析を可能とするケミカルバイオロジーツールを提供する。

これまでに、演者らは、PYPタグと合成蛍光プローブを用いたタンパク質ラベル化技

術を開発し、標的タンパク質の可視化を行ってきた。本研究では、この技術を応用し、

タンパク質間相互作用解析に有用なプルダウン技術の開発を行った。 

標的タンパク質は、グルコース輸送体の一種である GLUT4とした。GLUT4はイン

スリン刺激に応答して細胞膜移行し、インスリン非存在下では細胞内移行する。これ

まで、PYP タグラベル化技術を用いて GLUT4 の動態可視化に成功してきた 1)。その

動態制御にはタンパク質間相互作用が関与している可能性があることが示唆された。

そこで、本研究では、GLUT4 と相互作用するタンパク質を同定することを目的とし

て、PYPタグラベル化技術により GLUT4をプルダウンするべく、PYP タグリガンド

PCAFにビオチンを連結した PCAF-Biotin を開発した。本講演では、PYPタグ融合タ

ンパク質のPCAF-Biotinによるラベル化反応及びイメージング実験の詳細を報告する

とともに、プルダウン実験に関して検討した。 
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