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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：タンパク質・非天然アミノ酸・揺らぎ・４塩基コドン・無細胞翻訳系・マルトー

ス結合タンパク質・蛍光共鳴エネルギー移動・一分子測定  
 
１．研究計画の概要 

タンパク質中のアミノ酸変異は、タンパク
質の揺らぎ研究において有効な研究手段で
ある。しかし、従来の研究では使用できるア
ミノ酸は天然の 20 種類に限られていたため
に、精密な揺らぎの制御や揺らぎの計測は困
難であった。本研究では、非天然アミノ酸の
タンパク質への部位特異的導入技術を用い
て、蛍光共鳴エネルギー移動のドナーおよび
アクセプターとなる非天然アミノ酸をタン
パク質の特定部位へ導入することで、タンパ
ク質の構造揺らぎを計測するとともに、さら
に 20 種類の天然アミノ酸に加えてそれらの
類似体となる様々な非天然アミノ酸や修飾
アミノ酸を導入することで、揺らぎを制御し
つつ計測できる手法を確立することを目的
として計画した。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) 蛍光標識アミノ酸の導入によるタンパ
ク質の基質結合に伴う構造変化の FRET 解析 

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て、その基質結合に伴う
構造変化を蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)
を用いて計測する手法を確立した。まず 4塩
基コドン CGGG を用いて 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、Tyr210 と Tyr242 に
導入した場合には、基質の結合に伴って蛍光
強度が大きく増加することを見出した。これ
は基質非存在下では BODIPYFL が近傍のトリ
プトファンにより消光されているが、基質の
結合による構造変化によってトリプトファ
ンの位置が変化し消光が起こらなくなった
ためだと確認された。また、Tyr210 部位に

BODIPY558 を導入しつつ、N 末端部分に
BODIPYFL を導入することで BODIPYFL から
BODIPY558 への FRET の変化と、Tyr210 での
BODIPY558 の蛍光消光の変化により、蛍光強
度比が大きく変化することも示した。 
 
(2) リンカーを含まない蛍光標識アミノ酸
の導入によるタンパク質の揺らぎ解析 
蛍光基の位置揺らぎを抑制するために、

FRET のドナーおよびアクセプターとアミノ
酸の間にリンカーを含まない非天然アミノ
酸を新たに設計し、マルトース結合タンパク
質のＮ末端および内部の様々な部位にそれ
ぞれ導入して、FRET の評価を行なった。その
結果、ドナー・アクセプター間距離とその分
布から、タンパク質の構造揺らぎを計測でき
る可能性を示すことができた。 
 

(3) 揺らぎ制御に向けた種々の非天然アミ
ノ酸の導入 
揺らぎ制御に対する非天然アミノ酸の導

入の効果を評価するために、様々なフェニル
アラニンの類似体や、PEG 鎖などを付加した
非天然アミノ酸、翻訳後修飾アミノ酸などに
ついて、新たにタンパク質への導入法を確立
した。 

 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由）当初の研究目的、研究計画・方法に
対しては、概ね順調に達成されつつある。研
究の過程では、いくつかの問題点および変更
点も生じているが、これは当初懸念していた
点を克服するものであり、適切な変更であっ
たと判断している。また、当初想定した件数
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以上の共同研究が進行しており、新たな学術
領域の形成という目的の達成にも貢献して
いる。 
 
４．今後の研究の推進方策 

今後も引き続き、非天然アミノ酸の導入に
よる揺らぎの計測および制御の研究を推進
する。その際、これまでの研究において生じ
た問題点を改善できるよう、新たな非天然ア
ミノ酸の設計・合成とタンパク質への導入も
行なう。また、新学術研究領域内の共同研究
により、タンパク質揺らぎの有用な計測方法
が開発されつつあることから、その計測方法
に適したタンパク質試料の合成にも注力す
る。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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