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研究成果の概要（和文）：カイコ（Bombyx mori）の絹糸腺よりフェニルアラニル-tRNA 合成

酵素（PheRS）遺伝子をクローニングし、その全アミノ酸配列を明らかにした。他生物種の同

酵素との配列比較により、フェニルアラニン（Phe）の識別に関与する残基を特定し、その側

鎖が小さくなるような変異を導入した改変型 PheRS 遺伝子 5 種を作製した。In vitro アッセイ

により、Ala 450 を Gly に置換した改変型カイコ PheRS が、パラ位に置換基（Cl, Br）を有す

る Phe アナログを認識できることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The genes encoding phenylalanyl-tRNA synthetase (PheRS) were 
cloned from the silk glands of silkworm, Bombyx mori. Based on the sequence comparison 
with PheRSs from other organisms, residues responsible for discriminating phenylalanine 
(Phe) from others were identified, and these residues were mutated to amino acids with 
smaller side chains to obtain five mutant PheRS genes. In vitro assays revealed that the 
PheRS mutant with Ala 450 to Gly mutation recognizes Phe analogs bearing Cl and Br at 
the para position of the phenyl ring. 
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１．研究開始当初の背景 
カイコがつくるシルクは高い生体適合性

と力学強度を示すことから、再生医療分野で
用いる生体材料としての研究が国内外で進
んでいる。再生医療用材料では、使用部位や

目的にあわせて細胞接着性などの生体との
相互作用を自在に制御できることが重要な
要素となる。シルクの特性を制御する方法と
して、化学修飾により機能性分子を導入する
手法が有効であるが、反応部位や反応量の制
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御が困難で副生成物や残留試薬による毒性
の懸念があるなど、実用面では問題が多い。 

この問題を打開する方法として、シルクタ
ンパク質分子中に他の官能基と容易に区別
できる非天然の官能基を導入することが有
効であると考えられる。たとえば、ハロゲン
（-Cl, -Br, -I）やアジド（-N3）など、化学選
択的な反応性を示す官能基を特異的な反応
点として利用することで、カップリング反応
や光誘起反応などの副反応や副生成物の少
ないクリーンな反応を、分子内の特定の位置
でのみ行うことが可能になる。 

上記を実現する方法として、タンパク質中
の特定のアミノ酸をその誘導体に in vivo で
置換する手法に着目した。本手法は大腸菌で
確立された手法であり、アミノアシル-tRNA
合成酵素（※特定のアミノ酸と対応する
tRNA とを特異的に結合させる酵素群）のア
ミノ酸結合ポケットを空間的に拡張するこ
とで、アミノ酸誘導体を遺伝子翻訳システム
に取り込ませることができる。本手法をカイ
コに適用し、アミノ酸誘導体を取り込む遺伝
子組換えカイコをつくることができれば、シ
ルクタンパク質分子中の標的アミノ酸を、一
定の割合で非天然の官能基をもつ誘導体に
置き換えることができるようになる。 

 
２．研究の目的 

標的アミノ酸として、カイコの必須アミノ
酸であり他生物種での知見が豊富なフェニ
ルアラニン（Phe）を選び、Phe 誘導体をカ
イコの遺伝子翻訳システムへ取り込ませる
ことが可能かを明らかにする。そのために、
カイコ培養細胞を用いたシンプルな実験系
を構築する。そのために重要となるのは、フ
ェニルアラニル-tRNA 合成酵素（PheRS）の
クローニングと、Phe 誘導体を認識させるた
めの改変型 PheRS の作出である。 
カイコ PheRS は未同定なため、その遺伝

子をカイコ幼虫からクローニングし、アミノ
酸配列を明らかにする。酵素活性サイトが既
知である他生物種の PheRS との相同性解析
からアミノ酸結合ポケットを形成する残基
を推定し、これらを側鎖のより小さな残基に
置換してポケットのサイズを拡張した改変
型PheRSを、カイコ培養細胞で発現させる。
この細胞を、Phe 誘導体を含む培地中で培養
し、同時に発現させるモデルタンパク質中へ
の Phe 誘導体の取り込みについて、質量分析
により明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) カイコPheRSの２つのサブユニット（α, 
β）のうち、アミノ酸結合ポケットはαサブ
ユニット（PheRS-α）に存在する。他生物
種の PheRS-αとの配列比較から、カイコ
PheRS-αの Thr407 および Ala450 が Phe

の識別に重要であることが示唆されている。
そこで、これら残基を置換した３種の改変型
カイコ PheRS-α（Thr407Ala, Thr407Gly, 
Ala450Gly）をコードする遺伝子を、PCR を
用いた部位特異的変異導入法により作製す
る。 
 
(2) カ イ コ PheRS の β サ ブ ユ ニ ッ ト
（PheRS-β）遺伝子を、カイコ幼虫からク
ローニングする。 
 
(3) 改変型 PheRS-α遺伝子とモデルタンパ
ク質（His-tag 融合緑色蛍光タンパク質
（GFP））遺伝子を、卵巣由来のカイコ培養
細胞（BmN）に導入する。形質転換した BmN
細胞中での改変型 PheRS-αおよび His-tag
融合 GFP の発現を、電気泳動・ウエスタン
ブロットおよび蛍光観察により確認する。 
 
(4) 市販品として容易に入手できるパラ位置
換 Phe 誘導体（p-Cl-, p-Br-, p-I-Phe）をそ
れぞれ一定量添加した培地中で、(3)で作出し
た培養細胞を培養する。細胞溶解液より精製
した His-tag 融合 GFP およびそのトリプシ
ン消化物の TOF-MS 分析を行い、誘導体へ
の置換にともなう分子量の増加を検出して
置換率を算出する。 
 
(5) カイコ PheRS-α（野生および改変型）お
よび-β（野生型）を His-tag 融合タンパク質
として大腸菌で発現させ、精製する。同時に、
カイコ tRNAPheを in vitro 転写により合成す
る。PheRS（野生および改変型）、tRNAPhe

およびPhe（天然または誘導体）を基質とし、
アミノアシル化反応のアッセイを行う。 
 
４．研究成果 
(1) カイコ PheRS-α（図１A）に含まれるア
ミノ酸結合ポケットを空間的に拡張するた
め、Thr407 を Ala または Gly に置換した変
異体(T407A, T407G)ならびに Ala450 を Gly
に置換した変異体(A450G)、さらにこれらの
二重変異体(T407A/A450G, T407G/A450G)
の計 5 種の改変型 PheRS-α 遺伝子を、PCR
を用いた部位特異的変異導入法により作製
した。 
 
(2) カイコ EST データベースおよびゲノム
データベースよりカイコ PheRS-β遺伝子の
配列を予測し、これに基づいて設計したプラ
イマーを用いた RT-PCR により、同遺伝子を
カイコ絹糸腺よりクローニングした。DNA
シークエンスにより、その全アミノ酸配列を
明らかにした（図１B）。 
 
 
(A) PheRS-α 
MELNERILKYLENSDKADTLKLCEEFNEEHQKIVGAVKSLE



 

 

ALEMVISEAVKITKWELTEEGELVANNGSHEAVLYRSIPDS
GVPQSEAMKMVPNAKVGFSKAMSSGWIYIDKSSGPPLVKRK
VDSITDIVQENLSEIRKGIDNLSENVRNDYKKRKLLQEVTI
KSFLLSKGPQFAITIKKLETDLTSDMLLSGSWKTLEFKPYN
FDALGQPPECGHLHPLLKVRSEFREIFLEMGFTEMPTNKYV
ESSFWNFDALFQPQQHPARDAHDTFFMSSPAATTEFPMEYL
ERVKKVHSKGGYGSQGYRYDWKIEEAQKNLLRTHTTAVSAR
MLYRLAQQTEFTPQKYFSIDKVFRNETLDATHLAEFHQVEG
VVADRGLGLADLITVLDAFFKRLGFDQLQFKPAYNPYTEPS
MEIFAYHTGLAKWIEIGNSGVFRPEMLLPMGLPEDVNVIAW
GLSLERPTMIKYGLNNIRDLVGPKVDLRMVYNNPICRLDK 
(491aa) 
 
(B) PheRS-β 
MPTISLKRDALFAALGSTYTDEEFQDLCFKFGLELDEVTTE
KQMLIKEQGDQADAELSDEILYRIDIPANRYDLLCLEGLVD
GLLVFQGKKPPPQYKVKKYEDCNSLHLTMATAQIRPYAVAA
VLRGITFTKESYDSFIDLQDKLHQNICRKRTLVAIGTHDLD
TIHGPFIYDALPPNEIKFKALNQPKELTAPELMELYSNHAQ
LKQYLGIIKESPVYPIIKDKNGVILSMPPIINSDHSKITLN
TKNVFIECTATDLTKAIVVLDTVVSMFSKYCTSEYEVQQCK
VFSPDGTYELYPKLQYREELINVDKANNYIGISEEGDKLAS
LLSRMCLQTAHEGSVLRVRVPPTRHDVIHACDLYEDIAIAY
GYNRIARRPARAVTSGGQDPANKLTEQLRNECARAGYTEAL
TFTLCSREDVSTKLGVKIEDVPAAHISNPKTLEFQVVRTLL
LPGLLKTIAANKKMPLPLKLFEISDVVLLDENAESGARNVR
RACGVHCGRAAGFQHVHGLLDRLMAQLRVRHRDQYALRPAQ
DPAYFPGRCAEVVLQGKVIGKIGVIHPNVLTAFELTNPCSA
VEIDIEPFV 
(583aa) 
 
図 1．カイコ PheRS-α(A)および-β(B)の全アミノ

酸配列 
 
 
(3) 野生型および 5 種の改変型 PheRS-αな
らびにモデルタンパク質として His-tag 融合
GFP をコードする高発現プラスミドベクタ
ーを作製した。これらベクターをトランスフ
ェクションした BmN 細胞における PheRS-
αおよび GFP 遺伝子の発現を、それぞれ
RT-PCR 法および蛍光観察により確認した。 
 
(4) モデルタンパク質として His-tag 融合
GFPを発現させたBmN細胞から当該タンパ
ク質を簡便な方法で精製し、これのゲル内消
化断片の MALDI-TOF-MS 解析により、フェ
ニルアラニン（Phe）を含む断片を同定した。
また、Phe を欠乏した培地中ではモデルタン
パク質の発現が大幅に抑制されることを確
認した。これにより、BmN 細胞を用いてモ
デルタンパク質への Phe 誘導体の取り込み
をアッセイする実験系を確立した。天然の
Phe をパラ位置換誘導体（p-Cl-, p-Br-, 
p-I-Phe）へ置換した培地中で、改変型フェニ
ルアラニル-tRNA 合成酵素（PheRS）とモデ
ルタンパク質を共発現させアッセイを試み
たが、誘導体の取り込みを確認するには至ら
なかった。今後、アッセイに適した発現条件
を詳細に検討する。 
 
(5) 野生型および改変型カイコ PheRS を大
腸菌で発現・精製する条件を確立した（図２）。
In vitro においてこの組換え PheRS がカイ

コ tRNAPhe をアミノアシル化する活性を有
することを、電気泳動を用いた定性評価法で
確認した（図２）。カイコ PheRS-αの A450G
変異体が、パラ位に置換基（p-Cl-. p-Br-）を
有する Phe 誘導体を基質として認識できる
ことを明らかにした（図３）。これは、非天
然アミノ酸を認識するカイコ由来アミノア
シル-tRNA 合成酵素変異体の初めての作出
例であり、カイコの遺伝子組換え技術を用い
て非天然アミノ酸を含むタンパク質を大量
に合成するための重要な知見として利用で
きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．【上段】大腸菌で発現・精製したカイコ

PheRS-αおよび-βの SDS-PAGE 
    トリプシン消化断片の MALDI-TOF-MS

解析によりバンドを同定 
   【下段】カイコ tRNAPheの酸性 PAGE 
    アミノアシル化されると移動度が変化す

ることにより酵素活性をアッセイ 
    レーン１：空ベクター 
    レーン２：PheRS-αのみ発現 
    レーン３：PheRS-α,-βを共発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．【上段】アッセイに用いたパラ位置換 Phe

誘導体の構造 
   【下段】カイコ tRNAPheの酸性 PAGE 

アミノアシル化されると移動度が変化す

ることにより酵素活性をアッセイ 
    左カラム：野生型カイコ PheRS 
    右カラム：改変型カイコ PheRS (A450G） 
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