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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで開発してきた 4 塩基コドンなどを用いたタンパ

ク質の部位特異的二重蛍光標識法をさらに発展させることで、タンパク質の立体構造やその変

化を FRET により解析する手法の確立を行なった。実際に、マルトース結合タンパク質などに

ついて基質結合に伴う立体構造変化の FRET を用いた検出や、二重標識に有用な N 末端特異的

な非天然アミノ酸誘導体の導入法、高効率アンバーサプレッサーtRNA の開発などを達成した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, FRET analysis of protein structures and structural 
changes were investigated through site-specific incorporation of fluorescent nonnatural 
amino acids in response to expanded genetic codes. Detection of structural changes of 
maltose-binding protein upon ligand-binding by FRET, N-terminal specific incorporation 
of nonnatural amino acid derivatives, and screening of highly active amber suppressor 
tRNAs were achieved. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、X 線結晶構造解析などによりタンパ

ク質の静的な立体構造に関する知識と理解
は大幅に進んでいる。その一方で、タンパク
質は生体内では構造変化を伴いながら、他の
タンパク質や生体分子と相互作用して機能
していると考えられており、そのようなタン
パク質の構造変化を計測することのできる

手法は必要不可欠である。 
研究代表者らは、これまで開発してきた 4

塩基コドンを用いた非天然アミノ酸導入技
術を利用することで、タンパク質中の指定し
た 2 ヶ所の位置へ定量的に蛍光標識アミノ酸
を導入しておき、FRET(蛍光共鳴エネルギー
移動)によりタンパク質の立体構造変化を検
出する手法を開発した。この手法では、4 塩
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基コドン CGGG と GGGU（または UAG）を
導入した遺伝子と、それらのコドンに相補的
なアンチコドンを持ち 2 種類の蛍光標識アミ
ノ酸を付加した tRNA を合成し、これらを無
細胞翻訳系に加えることにより、4 塩基コド
ンなどで指定した位置に蛍光基を導入する
ことができる。 

この際、生命科学分野で広く使用されてい
る可視光領域に蛍光を発する分子構造の大
きな蛍光基を持つアミノ酸は、リボソームな
どの翻訳系に基質として許容されないとい
う問題があった。研究代表者らは非天然アミ
ノ酸に対する翻訳系の基質選択性(p-置換フ
ェニルアラニン誘導体が基質として好まれ
る)を明らかにした上で、翻訳系に許容される
ようにパラ位に蛍光基を結合させたフェニ
ルアラニン誘導体を設計・合成し、これらが
タンパク質へ効率良く導入できることを明
らかにしている。 

FRET によるタンパク質の立体構造解析法
自体は国内外で以前より行なわれており研
究報告も多いが、これまでは特定の 2 ヶ所の
みを定量的に二重蛍光標識することが困難
だったために、厳密な解析はできなかった。
研究代表者らが独自に開発した 4 塩基コドン
による二重蛍光標識法は、この困難を打ち破
り、タンパク質構造変化の FRET による解析
法を格段に発展させる契機となると期待さ
れる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、研究代表者らが独自に開発し
た部位特異的二重蛍光標識技術を利用した
タンパク質の立体構造変化の FRET 解析法を
発展させ、その有用性をさらに高めることを
目的とする。そのために、基質の結合による
タンパク質の構造変化について注目し、それ
を FRET により解析することを試みた。さら
にその FRET 効率の変化から蛍光基間の距離
情報を得て、立体構造データとの相関につい
て評価するとともに、二重蛍光標識タンパク
質をタンパク質間相互作用やリン酸化など
のプローブとして利用することの可能性に
ついても検討することを目指した。 

具体的には、まずマルトース結合タンパク
質をモデルとして取り上げて、マルトースの
結合に伴なう立体構造の変化を FRET により
解析することを試みた。マルトース結合タン
パク質の構造変化(結合前後の構造は X 線結
晶構造解析により決定されている)は比較的
小さいが、蛍光基を適切な位置へ導入するこ
とでそのような小さな構造変化も検出でき
るかどうかについて検証した。さらに立体構
造データ上での距離変化と FRET 効率変化の
定量的な関係を評価することも試みた。 
また、タンパク質の二重標識に有用な N 末

端特異的な非天然アミノ酸誘導体の導入法

や、高効率なアンバーサプレッサーtRNA の
開発なども合わせて実施した。 

 
３．研究の方法 
(1)マルトース結合タンパク質の基質結合に
伴う構造変化の FRET を用いた分析 
モデルタンパク質としてマルトース結合

タンパク質を使用し、まず 4 塩基コドン
CGGG を 15 ヶ所のチロシン部位に導入した
遺伝子を作製した。これらの変異遺伝子の
mRNA を、蛍光標識アミノ酸 BODIPY FL-ア
ミノフェニルアラニンを結合させ 4 塩基のア
ンチコドンを持つ tRNA とともに、大腸菌由
来無細胞翻訳系へ加え、蛍光標識タンパク質
の合成を行なった。遺伝子の C 末端に付加し
ておいた HisTag を利用して精製した後、マル
トースの添加による蛍光スペクトル変化を
測定した。蛍光強度の変化した導入部位につ
いては、トリプトファンによる蛍光消光の影
響を調べるために、蛍光基の近傍のトリプト
ファンをそれぞれフェニルアラニンに置換
して、蛍光消光に直接関与するトリプトファ
ン残基を同定した。 
 続いて、4 塩基コドンを用いて Tyr210 部位
に BODIPY558 を導入しつつ、終止コドン
UAG を用いて N 末端部分に BODIPYFL を導
入した二重蛍光標識 MBP を合成した（図 1）。
その蛍光スペクトル変化を測定して、マルト
ースの結合に伴う２つの蛍光強度比の変化
を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 拡張遺伝暗号を用いたタンパク質の部
位特異的二重蛍光標識法 
 
 同様の手法により、シアル酸結合レクチン
についても、糖基質の結合に伴う基質結合部
位近傍のトリプトファンによる蛍光消光の
変化、および、二重蛍光標識による蛍光強度
比の変化の測定を行なった。 
 
(2) タンパク質 N末端への非天然アミノ酸誘
導体の導入 

続いて、蛍光標識アミノ酸の導入をタンパ
ク質 N 末端特異的に行なうために、開始コド
ンに対して蛍光標識アミノ酸および蛍光標
識非 αアミノ酸の導入を検討した。ストレプ
トアビジンおよびマルトース結合タンパク
質の開始コドンを本来は終止コドンである
UAG に置換しておき、一方で、大腸菌開始
tRNA のアンチコドンを CUA に置換して、蛍
光標識された非天然アミノ酸、α 置換アミノ



 

 

酸、非 αアミノ酸を結合させた。無細胞翻訳
系における翻訳生成物を分析することで、開
始コドンによるタンパク質 N 末端への蛍光
基の導入を評価した。 

 
(3) 蛍光基の位置揺らぎを抑制した二重蛍
光標識法の開発 

リンカーを含まない蛍光標識アミノ酸の
Ｎ末端への導入と、リンカーを含まない非蛍
光性 FRET アクセプターとなる非天然アミノ
酸の内部部位への導入を行なった。これによ
り、アミノ酸主鎖と蛍光基との間にリンカー
を含まず、蛍光基の位置の揺らぎが生じない
ようにした。実際にマルトース結合タンパク
質について、Ｎ末端と種々の内部部位を二重
標識して、蛍光スペクトル測定および蛍光寿
命測定により、FRET 効率とドナーアクセプ
ター間距離の算出を試みた。 

 
(4) 非天然アミノ酸導入用 tRNA のスクリー
ニング 
リン酸化アミノ酸などの導入効率の低い

非天然アミノ酸を効率良く導入するために、
終止コドン UAG を用いて非天然アミノ酸を
効率良く導入できるアンバーサプレッサー
tRNA の開発を行なった。まず、様々な生物
種由来の tRNA を合成して、蛍光標識アミノ
酸を結合させ、タンパク質への導入を電気泳
動により評価した。また、蛍光検出をより簡
便に行なうために、緑色蛍光タンパク質 GFP
に BODIPY558 標識アミノ酸を導入する系を
利用して、アンバーサプレッサーtRNA の翻
訳活性をリアルタイム検出可能な手法を新
たに開発した。 

 
４．研究成果 
(1)マルトース結合タンパク質の基質結合に
伴う構造変化の FRET を用いた分析 

MBP の 15 ヶ所のチロシン部位に蛍光標識
アミノ酸 BODIPYFL-アミノフェニルアラニ
ンを導入して、基質結合に伴う蛍光変化を測
定したところ、Tyr210 と Tyr242 に導入した
場合には、マルトースの結合に伴って蛍光強
度が大きく増加することが見い出された。こ
れはマルトース非存在下では BODIPYFL が
近傍のトリプトファンにより消光されてい
るが、マルトースの結合による構造変化によ
ってトリプトファンの位置が変化して、消光
が起こらなくなったためだと考えられた。そ
こで、基質結合部位近傍の 4 つのトリプトフ
ァンをそれぞれフェニルアラニンに置換し
たところ、Tyr210 に蛍光基を導入した場合は
Trp340 が、Tyr242 の場合は Trp232 がそれぞ
れ主に消光変化を引き起こしていることが
確認された。 

続 い て 、 Tyr210 ま た は Tyr242 に
BODIPY558-アミノフェニルアラニンを導入

しつつ、N 末端領域に BODIPY558 の FRET
ドナーとなる BODIPYFL を導入することで、
蛍光強度比の大きな変化が観察できた（図 2）。
これは、BODIPYFL から BODIPY558 への
FRET が起きるとともに、Tyr210 または
Tyr242 での BODIPY558 の蛍光消光の変化が
起こり、その結果、蛍光強度比が大きく変化
したと解釈できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 マルトース結合タンパク質の基質結合
に伴う蛍光変化 
 
この原理の一般性と応用可能性を評価す

るために、同様に基質結合部位近傍にトリプ
トファンを有するシアル酸結合レクチン（ミ
ミズ由来レクチン変異体）について、BODIPY
標識アミノ酸の導入と基質結合に伴う蛍光
変化を測定した。その結果、基質結合部位近
傍に BODIPY 標識アミノ酸を導入すること
で、基質の結合に伴い蛍光の大きな増加が観
察された。また、別の部位に FRET ペアとな
る蛍光基を導入することで、基質結合に伴う
蛍光強度比の変化を検出することもできた。 
これらの蛍光分析方法は、特定の基質の結

合を蛍光で高感度に検出できるとともに、蛍
光レシオイメージングも可能にすることか
ら、様々な応用が期待される。 
 
(2) タンパク質 N 末端への非天然アミノ酸
誘導体の導入 
上記の二重蛍光標識の際には、タンパク質

の立体構造に大きな影響を与えないように
するために、一方の蛍光基を N 末端領域に導
入している。このような N 末端への導入を効
率的に行なうために、開始コドンに対して非
天然アミノ酸誘導体を導入する手法を開発
した。ただし通常の開始コドン AUG を用い
た場合には、メチオニンと競合するため、本
来は終止コドンであるアンバーコドン UAG
を拡張開始コドンとして使用した。これまで
に、翻訳開始過程ではαアミノ基は必ずしも
必要ないことが確認されていることから、そ



 

 

の基質選択性を明らかにするために、種々の
鎖長を有するアミノカルボン酸に蛍光基を
結合させて、N 末端への導入効率を評価した。
その結果、アルキル鎖長や蛍光基の種類がそ
の導入効率に大きく影響することが明らか
となった。また、蛍光標識アミノ酸のαアミ
ノ基にビオチンなどの別の標識分子を結合
させて、N 末端に導入することも可能であっ
た（図 3）。 

 
 
 
 
 
 

図 3 非天然アミノ酸誘導体のタンパク質 N
末端への導入法 

 
さらに、開始 UAG コドンを用いた N 末端

への導入と、伸長 UAG コドンを用いた内部
部位への非天然アミノ酸の導入は、互いに独
立して起こることも確認した。この手法を実
際に上記の二重蛍光標識 MBP の合成に応用
して、従来の 4 塩基コドンなどを用いた場合
と同様の蛍光変化を示す二重蛍光標識 MBP
が合成できることも示した。 

 
(3) 蛍光基の位置揺らぎを抑制した二重標
識法の開発 

上記の研究により、蛍光標識アミノ酸の導
入が、タンパク質の構造やその変化の解析に
有用であることを実証したが、FRET によっ
て 2 残基間距離を算出する場合には、蛍光基
とアミノ酸主鎖の間にリンカーが存在する
ために、蛍光基の位置が揺らいでしまい、正
確に測定できないという問題があった。そこ
で、リンカーを含まない蛍光標識アミノ酸
（N-RhodamineGreen-アラニン）とその非蛍光
性 FRET アクセプターとなる非天然アミノ酸
（NBD-アミノフェニルアラニン）を設計・合
成した。これらは、開始および伸長 UAG コ
ドンを用いた二重導入法を用いてマルトー
ス結合タンパク質の N 末端および内部部位
へ導入した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 リンカーを含まない標識アミノ酸のタ
ンパク質への導入 

 
得られた二重標識 MBP について、蛍光ス

ペクトル測定および蛍光寿命測定を行ない、

FRET 効率および 2 残基間距離の算出を行な
った。その結果、蛍光減衰曲線を通常の多成
分解析した場合は複数の成分に分離され、見
かけ上は FRET による短寿命成分の他に、ほ
とんど FRET を起こしていない長寿命成分が
現れることがわかった。そこで、2 残基間距
離に分布があると仮定して解析したところ、
やや広い距離分布を有することが推測され
た。これについては、今後も最適な解析が行
なえるよう、引き続き検討する予定である。 

 
(4) 非天然アミノ酸導入用 tRNA のスクリー
ニング 

蛍光標識アミノ酸 BODIPYFL-アミノフェ
ニルアラニンを用いて、スクリーニングを行
なった結果、マイコプラズマの Trp tRNA 変
異体が非常に高い導入効率を示すことが見
い出された。ただし、スクリーニングの過程
では蛍光標識アミノ酸を導入したタンパク
質を電気泳動して蛍光イメージを取得する
必要があり、大量の tRNA のスクリーニング
を行なうためには、より簡便な検出法が必要
であった。そこで、緑色蛍光タンパク質（GFP）
の N 末端領域に BODIPY558-アミノフェニル
アラニンを導入して、GFP から BODIPY558
への FRET をリアルタイム測定することで、
簡便に蛍光標識アミノ酸の導入を評価でき
る手法を確立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 非天然アミノ酸導入用アンバーサプレ
ッサーtRNA の新規スクリーニング方法 
 
 実際に20種類程度の tRNAについてスクリ
ーニングを行なったところ、既に得られてい
たマイコプラズマ由来の tRNA と同程度の活
性を持つ tRNA を取得することができた。今
後、スクリーニングのスケールアップを行な
うことで、さらに高い活性を持つ tRNA の取
得が可能になるとともに、そのような tRNA
を用いることで、導入効率の低いリン酸化ア
ミノ酸なども効率よく導入できるようにな
ると期待される。 
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