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研究成果の概要（和文）：蛍光タンパク質は生物学研究において欠かせないツールとして用いられているが、その蛍光
強度の増強はランダムな変異導入によって行われており効率化が求められてきた。本研究では、ランダム変異導入によ
り蛍光強度を増強させた蛍光タンパク質の各中間変異体の立体構造を決定し、それらを比較することにより蛍光タンパ
ク質改良の指針となる構造的特徴を見出した。蛍光強度の増強された変異体では、蛍光発色団の平面性の向上が見られ
、主鎖のβストランドはより蛍光発色団に近づいて安定化に寄与していた。今後、現在構築中の計算機シミュレーショ
ンによる分子モデリングの系を用いた高輝度蛍光タンパク質の合理的なデザイン法の確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：Fluorescent proteins are used as indispensable tool for biological research. Howev
er, enhancement of the fluorescence intensity has been accomplished by repeating the random mutagenesis, t
hus the effective way for improvement has been required. In this study we determined structures of the int
ermediates those were generated through the improvement of the fluorescence intensity for a bright fluores
cent protein. From the comparison among them, we found structural features contributing to the improvement
. In the mutants fluorescence intensity has enhanced, planarity of fluorescent chromophore is enhanced and
 main chain of the beta strand comes close to the fluorescent chromophore for stabilization. In combinatio
n with currently creating molecular modeling system based on the computational simulation, establishment o
f the rational design concept for bright fluorescent protein is expected by further study. 
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１．研究開始当初の背景 
 蛍光タンパク質は GFP（緑色蛍光タンパク
質）を発見した下村脩博士のノーベル化学賞
受賞により幅広い層の人々に知られるまで
になったが、現在のような細胞内のイメージ
ングのツールとして成熟するまでには同時
に受賞した Roger Tsienらによるより明るい
ものへ改良しようという飽くなき挑戦が無
くてはならないものであった。様々な蛍光色
を持つ蛍光タンパク質が用いられるように
なった今日でも尚、蛍光強度の増強は蛍光タ
ンパク質の開発において常に克服しなけれ
ばならない問題として残されている。研究代
表者らのグループにおいてUV励起蛍光タン
パク質 Siriusを開発した際にも、ランダム変
異導入を繰り返してより蛍光量子収率の高
い変異体を得る必要があった。 
 
２．研究の目的 
 今日では生物学研究において欠かせない
ツールとして、様々な蛍光色を持つ蛍光タン
パク質が、生細胞イメージング等に用いられ
るようになっている。このような現状におい
ても尚、蛍光強度の増強は主にランダムな変
異導入とスクリーニングによって行う必要
があり、時間と労力を必要としている。従っ
て、その効率化は蛍光タンパク質の開発にお
いて未だに克服しなければならない課題と
して残されている。本研究では、ランダム変
異導入によって段階的に蛍光強度を増強さ
せたUV励起蛍光タンパク質Siriusの各段階
の変異体の立体構造を決定し、分子シミュレ
ーション等の技法を組み合わせて用いなが
ら系統的に比較・解析して、蛍光タンパク質
改良に必要な変異のデザインの方法を見い
だすことを目的とした。 

３．研究の方法 
 本研究では蛍光強度が段階的に異なる UV
励起蛍光タンパク質 Sirius 及びその変異体
を研究対象とした。 
 蛍光タンパク質の蛍光発光には発色団周

囲の環境が大きく関わっているため、発色団
付近の水分子を含めた詳細な立体構造情報
を得ることができるX線結晶構造解析により
各変異体の立体構造を決定した。 
 決定された変異体間の立体構造の比較に
よりそれらの間の差異を見出し、それを手が
かりに蛍光強度変化をもたらす要因となり
得る構造的特徴を明らかにした。 
 さらに、各変異体について、タンパク質の
運動性と蛍光量子収率の相関を計算化学的
に考察するために QM/MM-MD（量子化学/分子
力学-分子動力学）計算を行う系を構築して
いる。 
 
４．研究成果 
(1) UV 励起蛍光タンパク質の X線結晶構造解
析 
①タンパク質の結晶化と回折測定 
 アミノ酸置換変異導入により段階的に蛍
光強度を増強させた UV 励起蛍光タンパク質
変異体の結晶化を行った。構造決定を予定し
た蛍光強度の異なる７つの変異体のうち全
てにおいて回折測定に十分な大きさの結晶
を得ることができた。当初の予定に反して、
反射の得られたサンプルの結晶化条件はそ
れぞれ異なり、個々に条件のスクリーニング
を必要とした。それらについて、北海道大学
薬学研究科の稲垣教授の研究室と共同で研
究室内のX線発生装置や国内の放射光施設で
回折測定を行った。そのうち、最終改良変異
体である Sirius を含む 5 つの変異体の結晶
については平成 21 年度中に構造決定に十分
な分解能２Å付近かそれ以下の良好な反射
データを得ることができた。残りの 2変異体
に関して引き続き結晶化条件のスクリーニ
ングを行い、平成 22 年度にそのうちの１サ
ンプルについて解析に十分な２Å付近の反
射データを得た。 
 
②測定データの解析 
 良好な反射の得られた6つのサンプルにつ
いて解析を行い、立体構造を決定した。それ
らの立体構造座標データは本研究の成果論
文の発表に合わせて登録する予定である。 
 
(2)変異体間での立体構造の比較 
①mSECFP-Y66F 変異体発色団からの 6 員環の
脱離 
 X 線結晶構造解析により、UV 励起蛍光タン
パク質 Sirius 開発の初段階で作製された
無蛍光性の変異体 mSECFP-Y66F では、それ以
降の改良変異体で見られる 5員環と 6員環か
ら形成されている蛍光発色団の6員環部分が
脱離していることが立体構造情報から明ら
かになった。また、π共役系の広がりが大き
いほど吸収・蛍光スペクトルの長波長化が起
こるという予想に相反して、5 員環のみから
なる発色団を持つ mSECFP-Y66F の吸収スペ
クトルの形状が、5 員環と 6 員環が共存し、
よりπ共役系の広がりを持つと思われる

 

図１ 変異導入に伴う蛍光強度の増強 

 変異導入により段階的に蛍光強度を増強

させて UV 励起蛍光タンパク質 Sirius が得

られた。 



Sirius のものとほぼ一致するような知見も
得られていた。そこで、北海道大学電子科学
研究所の玉置教授の研究室と共同で
mSECFP-Y66FとSiriusそれぞれの発色団単体
の化学合成及び吸収・蛍光スペクトル比較を
行ったところ、いずれも Sirius タンパク質
に近い吸収波長ピークを示し、mSECFP-Y66F
由来の 5員環構造に特徴的な現象であること
を明らかにした。これらの結果から、Sirius
の吸収も5員環部分で主に起こっていること
が示唆された。 
 また、mSECFP-Y66F の 6 員環の脱離をより
直接的に裏付ける為に、トリプシン消化した
mSECFP-Y66F について質量分析による解析を
行い、発色団が 5員環のみから形成されてい
ることが示唆される結果を得た。 
 
②蛍光発色団の平面性の違い 
 変異体間の蛍光発色団の立体構造を比較
すると、蛍光量子収率の低い変異体から最終
改良変異体 Sirius へ近づいていくにつれて、
発色団を形成する 5員環と 6員環の間のねじ
れが小さくなり、2 つの環の間の平面性が高
くなる傾向が見られた。このことは、吸収し
た励起光のエネルギーを効率良く蛍光へと
変換することに大きく寄与しており、蛍光量
子収率の向上に役立っていることを示唆し
ている。発色団周辺のアミノ酸残基に、この
平面性を向上させる変異を導入させること
により更なる改良が見込まれる。 

③蛍光発色団付近のパッキング 
 Sirius の立体構造では、発色団中の 65 残
基目に変異導入されたグルタミン残基の側
鎖が発色団を形成する６員環、５員環のなす
平面から上方に突き出して発色団近傍の蛋
白質内部の空隙を埋めるように位置してお
り、発色団の立体構造の揺らぎを小さくして
安定化させることにより蛍光量子収率の増

強に寄与していることが示唆された。 
 さらに変異体の主鎖の立体構造を詳細に
比較したところ、蛍光タンパク質に特徴的な
β-can 構造を形成するβストランドのうち
の、７番目のβストランドにおいて各変異体
の立体構造間で顕著な違いを見出した。蛍光
強度の増加した Sirius ではこの７番目のβ
ストランドがより蛍光発色団に近い位置に
シフトしており、タンパク質内での蛍光発色
団のパッキングの向上に寄与していること
が示唆された。 

 
(3)分子シミュレーションによる解析 
 決定した変異体立体構造を用いて発色団
近傍の詳細な電子状態を知るための QM（量子
化学）計算を行う並列計算環境を平成 22 年
度予算により購入した量子化学計算用ワー
クステーションにて構築し、発色団単体につ
いての電子状態の計算を行った。 
 さらに、立体構造と蛍光量子収率の相関を
考察するために QM/MM-MD（量子化学/分子力
学-分子動力学）計算を行う系を大阪大学蛋
白異質研究所の中村教授の研究室との共同
研究により構築している。第一段階として、
蛍光発色団のみに対して QM 計算を行い、そ
の結果を、Sirius、mSECFP-Y66F 両蛍光タン
パク質の発色団の吸収ピーク波長と比較し
たところ、測定値に近い値を得ることができ
た。 
現在はタンパク質中でのタンパク質の運動
を考慮した計算を QM/MM-MD 計算を行う段階
へと進んでいる。 
 
 以上の知見から、Sirius の変異導入による
蛍光量子収率の増加は、発色団切断の回避と
発色団構造の安定化の２段階の要因によっ
て起こっていることが明らかになった。これ
らの結果を論文発表することを予定してい
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図３ 蛍光発色団と７番目のβストランドの

位置関係の比較 

 蛍光強度の最も増強されたSiriusでは 7番

目のβストランド主鎖が蛍光発色団に接近

している。 
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図２ 変異体間の蛍光発色団の平面性の違い 

 UMFP1→UMFP2→UMFP3→Sirius の順に蛍光

量子収率が大きくなるにつれて平面性が増

している。 

 



る。今後、構造比較によって得られたこれら
の特徴をもつ変異体を、現在取り組んでいる
QM/MD 計算による分子モデリングによって合
理的にデザインする方法が確立されること
が期待される。また、QM／MD 計算により静的
な構造では説明出来なかった変異による効
果を、動きのあるタンパク質内での効果とし
て説明することのできる発展性も期待され
る。 
 本研究で用いた蛍光タンパク質立体構造
データの比較解析の手法は、他の蛍光タンパ
ク質の改良にも応用され、２量体を形成する
光増感蛍光タンパク質の単量化等の波及的
な研究成果をもたらしている。 
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