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研究成果の概要（和文）：古細菌 Sulfolobus tokodaii由来のビオチン化反応は、ビオチン化酵

素がそのビオチン化された基質タンパク質と安定な複合体を形成するという特異な性質を有し

ている。本研究ではこのビオチン化酵素反応系を利用して、標的タンパク質の細胞内での機能

を制御できるシステムの構築について検討を行った。実際にこの酵素反応系を利用して、動物

細胞内に発現させた標的タンパク質に関して、その細胞内での局在を制御することに成功した。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Biotinylation reaction from archaeon Sulfolobus tokodaii has a unique characteristic 
that the biotin ligase forms a stable complex with its biotinylated substrate protein. In 
the present work, by using this unique biotinylation reaction, we attempted to 
construct the system that enables the regulation of the functions of the target proteins 
in living cells. As a result of the study, we have succeeded in the regulation of 
localization of a target protein in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内に存在するすべてのタンパク質の機
能解明を目的とした、プロテオーム解析が
精力的に展開されている。細胞内での特定
のタンパク質の機能・役割を推定する手法
としては、遺伝子ノックアウト法や遺伝子

ノックダウン法があるが、これらにはそれ
ぞれ問題点がある。具体的には、遺伝子ノ
ックアウト法では、対象とするタンパク質
がその生物（細胞）の生育にとって必須で
ある場合、原理的にその遺伝子を破壊した
細胞株を作製することができないため、こ
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のような系に遺伝子ノックアウト法を適用
することはできない。一方で RNAi 法などに
代表される遺伝子ノックダウン法では、必
ずしも目的遺伝子の発現を抑えることがで
きない可能性や、目的以外の遺伝子の発現
が抑制される可能性があるという問題点が
指摘されている。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、このような既存の手法
とは原理の異なる細胞内でのタンパク質の
機能解析手法を開発することを目的として
検討を行った。この目的ために、古細菌の
Sulfolobus tokodaii 由来のビオチン化酵
素反応系を利用した。この酵素反応系を利
用して、標的タンパク質の細胞内での局在
を制御することにより、特異的にタンパク
質の機能制御が可能なシステムの構築につ
いて検討した。 
 

３．研究の方法 

ビオチン化酵素反応は、ビオチンリガーゼ
（BPL）がその基質タンパク質（BCCP）の特
定のリジン残基にビオチンを固定化する反
応である。S. tokodaii 由来のビオチン化
反応は、BPL がその反応生成物であるビオ
チン化された BCCP と非常に安定な複合体
を形成するという特徴を有している（図１）。 
 

 
 
図 1 S. tokodaii ビオチン化反応の模式図
(a)ならびに BPL-BCCP 複合体のモデル図 
 

本研究では標的とするタンパク質を BCCP
との融合タンパク質として発現させ、BPL
との複合体形成反応を通じて、その細胞内
での機能を制御することを試みた（図２）。
具体的には、BCCP を連結した標的タンパク
質を細胞内に発現させた後、膜タンパクを
連結した BPL を共発現させる。この際、BCCP
部位と BPL との間で安定な複合体が形成さ
れ、標的タンパク質が細胞膜の内側に固定
されることになる。これにより標的タンパ
ク質が細胞内で自由に動くことができなく
なり、その細胞内での働きが抑制されるこ
とが期待される。その後、その細胞株の表
現型を調べることにより、標的タンパク質
の機能を推定することができる。 
 

 

図２ S. tokodaii ビオチン化反応を利用し
たタンパク質の機能制御システムの模式図 
 
４．研究成果 
(1)融合タンパク質の発現系の構築 
膜タンパク質と BPL の融合タンパク質、並び
に標的タンパク質と BCCP の融合タンパク質
の動物細胞での発現系を構築した。膜タンパ
ク質としては、ブラジキニン B2 レセプター
（B2R）及び PDGF レセプターの膜貫通ドメイ
ン（TM）を選び、それぞれを BPL の N末端に
連結した融合タンパク質（B2R-BPL 及び
TM-BPL）の発現プラスミドを作成した（図３）。
この際、膜タンパク質と BPL 間での立体的な
衝突を回避するために、両タンパク質間に十
分長さのリンカー配列を挿入した。また、発
現確認を容易にするために、膜タンパク質と
そのシグナル配列（膜移行配列）の間に FLAG
タグ配列を挿入した。一方で、BCCP を連結す
る標的タンパク質としては、蛍光タンパク質
（GFP）を選び、GFP の N末端に BCCPを連結 



 
 
図３ 本研究で使用した融合タンパク質の
ドメイン構造 
 
した融合タンパク質（BCCP-GFP）の動物細胞
での発現系を構築した（図３）。標的タンパ
ク質として GFP を選んだ理由は、その細胞内
での局在が蛍光顕微鏡を利用して容易に観
察ができるためである。 

 

(2)融合タンパク質の発現確認 
まず目的の融合タンパク質の動物細胞
（HEK293 細胞）での発現確認を行った。発現
プラスミドの細胞への導入（トランスフェク
ション）は、市販のリポフェクション試薬を
用いて行った。トランスフェクション後、1
日あるいは２日細胞を培養した後、発現確認
を行った。BCCP-GFP に関しては、トランスフ
ェクション後 24 時間で十分に細胞内に発現
することが、蛍光顕微鏡を利用した観察や、
アビジンブロッティングにより確認できた。
同じく、TM-BPLに関してもトランスフェクシ
ョン後 24 時間で十分に細胞内に発現するこ
とがわかった。この際、発現確認は FLAG 抗
体を利用した蛍光イメージングやブロッテ
ィング解析により行った。一方で B2R-BPL に
関しては、十分な量の発現には、トランスフ
ェクション後 48 時間程度の培養が必要であ
ることがわかった。これは B2R が 7回膜貫通
構造を有する GPCR タンパク質の一種で、一
回膜貫通構造の TM よりも複雑な構造を有す
るためであると考えられた。 
 
(3)ビオチン化反応を利用した標的タンパク
質の細胞内での局在制御 
BCCP を連結した標的タンパク質（BCCP-GFP）
を、膜タンパク質を連結した BPL と共に細胞
内に発現させ、その細胞内での局在を共焦点
レーザー顕微鏡を用いて観察した。まず
B2R-BCCP を用いて検討を行ったところ、GFP
に由来する蛍光が細胞の輪郭から確認でき
た（図４A）。一方で BCCP-GFP のみを発現さ
せた場合にはこのような局在は確認できな
かった（図４C）。これより期待通り BCCP と
BPL 間の複合体形成反応（ビオチン化反応）

を通じて、標的タンパク質の細胞内での局在
を制御できることがわかった。 
細胞内に発現させる B2R-BPL と BCCP-GFP

の量比について検討を行ったところ、
B2R-BPL を過剰に発現させた方が、BCCP-GFP
の局在化が明瞭になることがわかった。また
培地へのビオチンの添加効果について検討
を行ったところ、ビオチンを添加することに
より局在化が抑制されることがわかった。こ
れは過剰のビオチンが細胞内に存在すると、
BPL の活性サイトにビオチンが結合し、すで
に細胞内でビオチン化されている BCCP 融合
タンパク質のBPLへの結合を阻害するためで
あると考えられた。これより、血清入り培地
中に元々存在する少量のビオチンだけを利
用した方が、標的タンパク質の局在化制御に
有利であることがわかった。 
 同様にTM-BPLと BCCP-GFPを共発現させた
細胞について蛍光観察を行った。その結果、
この場合も BCCP-GFP の細胞内での局在は確
認できたが、BCCP-GFP は細胞膜（形質膜）で
はなく、主として核膜上に局在化することが
わかった（図４B）。形質膜よりも核膜に局在
化した理由は不明であるが、核の外膜が小胞
体と連続していることを考えると理論的に
起こり得る事象である。この性質を利用する 
 

 

図４ 膜タンパク質を連結した BPL と
BCCP-GFP を共発現させた細胞の共焦点レー
ザー顕微鏡像（左：蛍光像、右：微分干渉像）、
（A）B2R-BPL を共発現させた系、（B）TM-BPL
を共発現させた系、（C）BCCP-GFP のみを発現
させた系（コントロール） 



と核へ移行する性質を有するタンパク質の
機能を積極的に制御できるものと期待され
る。例えば転写調節因子などの機能制御が考
えられる。 
 
 (4)得られた成果の国内外における位置づ
け等・今後の展望 
本研究では S. tokodaii 由来の特異なビオチ
ン化酵素反応系を利用して、タンパク質の細
胞内での局在を制御することに成功した。細
胞内に存在する多くのタンパク質は、細胞内
での動きを制御されることによりその機能
を果たせなくなるため、本手法はタンパク質
の機能制御システムとして活用できるもの
と期待される。本手法では細胞の生育に必須
なタンパク質についても解析可能であり、ま
たその反応特異性が非常に高いため、既存の
遺伝子ノックアウト法や遺伝子ノックダウ
ン法を代替あるいは補完する手法として発
展させることが可能であると考えられる。 
今後はまず本システムを実用化に近づけ

るために、細胞内に元々存在するタンパク質
を標的として実験を行う必要があると考え
られる。そのためには染色体上に存在する標
的タンパク質の遺伝子を、BCCP を有する同遺
伝子で置換する必要がある。従来は高等生物
の遺伝子の組み換えは熟練した技術と長い
時間を有することが常識であったが、最近で
は配列特異的な人工ヌクレアーゼが開発さ
れ、比較的容易に染色体上の遺伝子の改変が
可能となっている。したがって、このような
人工ヌクレアーゼを利用して、染色体上の標
的タンパク質の遺伝子に BCCP をコードする
DNA 断片を挿入する。そして、このような染
色体上の遺伝子について改変を行った細胞
を利用して解析を行うことにより、これまで
得られていなかった様々な有用な知見が得
られるものと期待される。 
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