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研究成果の概要（和文）：本研究では、非天然アミノ酸導入技術を用いることで、天然および非

天然アミノ酸への置換の影響を効率的・系統的に調べることのできる手法の開発や、蛍光標識

非天然アミノ酸を導入してタンパク質の構造や機能を蛍光変化や蛍光共鳴エネルギー移動を用

いて解析できる手法の開発などを行なった。また得られたタンパク質を診断薬などへ応用し、

そのための非天然アミノ酸導入タンパク質の大量合成技術の開発も行なった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, an improved method for saturation mutagenesis 
allowing the substitution with natural and nonnatural amino acids to investigate the 
effect of the mutagenesis on proteins was developed. In addition, we developed a method 
for structural and functional protein analysis by introducing fluorescent nonnatural 
amino acids. Practical application of nonnatural amino acid-containing proteins as 
analytical tools and large-scale production of nonnatural proteins were also 
investigated. 
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研究分野：生体関連化学 
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ルギー移動、部位特異的変異導入 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまでに、通常の 3塩基か

らなるコドンを 4塩基へ拡張することで、非
天然アミノ酸をタンパク質へ部位特異的か
つ効率的に導入できる手法を世界に先駆け
て独自に開発してきた。研究代表者はまた、
翻訳系に取り込まれうる蛍光標識非天然ア
ミノ酸を設計・合成し、タンパク質へ部位特

異的に導入することに成功し、さらに 2種類
の 4塩基コドンを同時に使用して、蛍光共鳴
エネルギー移動(FRET)の供与体と受容体と
なる 2種類の蛍光標識アミノ酸をタンパク質
の特定の 2ヶ所へ導入することで、タンパク
質の構造変化を FRET の変化として検出する
ことも可能にしている。例えばカルモジュリ
ンの特定の2ヶ所に蛍光色素としてBODIPYFL
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および BODIPY558で標識された非天然アミノ
酸を導入することで、基質ペプチドの結合に
よるタンパク質の立体構造変化を FRET 変化
として計測できることを実証した。 

一方、タンパク質のアミノ酸配列は、その
立体構造を決定するのと同様に揺らぎを制
御していると考えられており、アミノ酸の置
換や挿入は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、精密な揺らぎ制御は困難であった。
そこで、上記の非天然アミノ酸導入技術を利
用して、アミノ酸側鎖の構造を１原子単位で
挿入あるいは欠損させることなどで、精密な
揺らぎ制御が可能になると着想した。 

また、蛍光標識アミノ酸の導入および FRET
を用いたタンパク質の解析手法は、X 線結晶
構造解析や NMR 解析では困難な、様々な環境
下での構造揺らぎを研究する手段としても
非常に有用であり、さらに一分子蛍光測定法
と組み合わせることで、個々の分子の揺らぎ
の特徴を捉えることができると期待された。 
 
２．研究の目的 

以上のような背景の下、本研究では、４塩
基コドンを用いた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、20 種
類の天然アミノ酸に加えて、天然アミノ酸に
類似した構造を持つ多種多様な非天然アミ
ノ酸のタンパク質への導入系を確立し、揺ら
ぎに対するアミノ酸置換の影響を系統的に
制御できるシステムを開発する。また、２種
類の蛍光標識アミノ酸をタンパク質の特定
部位へ導入する手法を用いて、タンパク質の
構造揺らぎを蛍光共鳴エネルギー移動
（FRET）を用いて計測することを試みる。こ
れらの非天然アミノ酸導入タンパク質を、領
域内研究者の物理化学的手法と組み合わせ
ることで、タンパク質の構造揺らぎと機能と
の関係を明らかにすることを目指す。さらに、
得られた蛍光標識タンパク質について、診断
薬などへの応用も検討する。加えて、実用応
用上の課題となる非天然アミノ酸導入タン
パク質の大量発現法についての検討も行な
う。 
 
３．研究の方法 
非天然アミノ酸のタンパク質の導入は、研

究代表者らが開発した 4塩基コドンおよびア
ンバーコドンを用いて行なった。これは、ま
ずtRNAの3’末端に相当するジヌクレオチド
(pdCpA)を化学合成して、非天然アミノ酸で
化学的にアミノアシル化しておく。一方、3’
末端のジヌクレオチドを欠損させた 4塩基コ
ドン用あるいはアンバーコドン用の tRNA を
RNA ポリメラーゼにより転写して合成し、RNA
連結酵素を用いてアミノアシル化ジヌクレ

オチドと連結することで、非天然アミノ酸で
アミノアシル化された tRNA を合成する。一
方、発現遺伝子の非天然アミノ酸導入部位を
4 塩基コドンあるいはアンバーコドンに置換
しておき、その mRNA を作製する。得られた
非天然アミノ酸-tRNAとmRNAを大腸菌由来無
細胞翻訳系に加えることで、非天然アミノ酸
導入タンパク質を合成する。ここで、4 塩基
コドンが非天然アミノ酸に翻訳された場合
は完全長タンパク質が得られるが、3 塩基の
コドンとして翻訳された場合は読み枠がず
れて下流の終止コドンによりタンパク質合
成は途中で停止する。また、アンバーコドン
を用いた場合も、非天然アミノ酸が導入され
た場合のみ、翻訳が継続して完全長タンパク
質が得られる。そこで、タンパク質の C末端
にヒスチジンタグを付加しておくことで、Ni
ビーズを用いて完全長の非天然アミノ酸導
入タンパク質を分離精製することができる。
このようにして得られたタンパク質につい
て、ポリアクリルアミドゲル電気泳動とその
蛍光イメージ測定あるいはウエスタンブロ
ット分析を行ない、タンパク質の合成および
精製を確認した。このようにして得られた非
天然アミノ酸導入タンパク質を用いて、蛍光
測定などの各種測定を行なった。 

図１．非天然アミノ酸のタンパク質への部位
特異的導入 
 
４．研究成果 
(1) タンパク質の網羅的アミノ酸変異法の
開発 
タンパク質への変異導入は、タンパク質の

構造機能解析や揺らぎの解析などに有用で
あるが、1 つのアミノ酸変異体を作製するた
めには、１つの変異遺伝子を作製する必要が
あり、多種類のアミノ酸変異タンパク質を作
製するのは大変手間と時間が必要となる。ま
た、置換できるアミノ酸は 20 種類の天然ア
ミノ酸に限られており、アミノ酸側鎖の構造
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を自在に変更できるわけではない。そこで本
研究では、20種類のアミノ酸と種々の非天然
アミノ酸で置換されたタンパク質を、1 種類
の変異遺伝子から迅速に合成することので
きる新規手法を開発した。大腸菌由来アンバ
ーサプレッサーtRNA と化学的にアミノアシ
ル化 tRNA を組み合わせることで、1つのアン
バーコドン置換遺伝子から、20 種類のアミノ
酸置換タンパク質を迅速に合成できること
を実証した。さらに、天然アミノ酸の側鎖を
１原子レベルで変化させた非天然アミノ酸
を用いることで、アミノ酸側鎖の１原子レベ
ルでの置換の影響を調べることを可能にし
た。 

図２．１つの変異遺伝子から多種類の天然・
非天然変異タンパク質の発現 

 
(2) 蛍光消光を利用したタンパク質プロー
ブの開発 

タンパク質への蛍光基の導入は、その構造
や機能および局在を解析する上で有用な手
法であるが、従来の化学修飾では蛍光基をタ
ンパク質の指定した部位へ付加することが
困難という問題があった。一方、我々は非天
然アミノ酸の導入技術を用いて蛍光標識さ
れた非天然アミノ酸をタンパク質へ部位特
異的に導入することを可能にしている。今回、
マルトース結合タンパク質（MBP）をモデル
タンパク質として、その基質結合部位近傍に
蛍光標識アミノ酸を導入することで、基質結
合を蛍光変化として検出することを試みた。 
まず、蛍光標識アミノ酸の導入部位を探索

するために、15ヶ所のチロシン残基とN末端、
C末端部位のそれぞれについて、BODIPYFL 標
識アミノ酸を導入した。基質の添加に伴う蛍
光スペクトル変化を評価したところ、基質結
合部位近傍の Tyr210 に導入した場合に 10倍
以上の著しい蛍光強度の増加が観察された。
これは MBP の基質結合部位には複数の Trp 残
基が存在するため、基質非存在下では Trp 残
基により BODIPYFL の蛍光が消光されるが、
基質の結合により蛍光消光が解消されたた
めだと推測された。実際に、各 Trp 残基を Phe
に置換した場合、Trp340 が蛍光消光に大きく
寄与していることが確認された。 

上記の結果より、基質の結合を蛍光強度変
化として検出できることが明らかとなった
が、蛍光強度はタンパク質濃度にも依存する

ため、タンパク質濃度を一定に保つことが難
しい細胞の蛍光イメージングなどに応用す
ることは難しい。そこで、FRET のドナーとな
る別の蛍光基を同時にタンパク質に導入し
ておくことで、FRET と蛍光消光を組み合わせ
て基質の結合を２つの蛍光基の蛍光強度比
の変化として検出することも試みた。MBP の
N 末端部分に BODIPYFL 標識アミノ酸を、
Tyr210部位にBODIPY558標識アミノ酸を導入
した場合、基質存在下では FRET が起こるも
のの BODIPY558の蛍光が大きく消光されるた
め主に BODIPYFL の蛍光が観測されるが、基
質結合状態では同様に FRET が起こり蛍光消
光が解消されるため BODIPYFL と BODIPY558
の両方の蛍光が観測された。このような蛍光
強度比の変化はタンパク質濃度には依存し
ないため、基質の定量的検出や細胞イメージ
ング、一分子蛍光測定などに応用できると期
待される。 
 同様の原理により、ドナーとなる蛍光標識
アミノ酸を導入する代わりに、緑色蛍光タン
パク質(GFP)を MBP の C 末端側に融合発現す
ることで、アクセプターとなる蛍光標識アミ
ノ酸を１つ導入することで、蛍光強度比の変
化を検出できることも示すことができた。さ
らに、GFP の代わりにルシフェラーゼを使用
することで、BRET（生物発光共鳴エネルギー
移動）により励起光を必要とせずに発光強度
比の変化として基質の結合を検出できるこ
とも実証した。これらの手法は、後述する非
天然アミノ酸導入タンパク質の大量発現技
術と組み合わせることで、蛍光（発光）強度
比変化型のタンパク質プローブを合成する
ために有用となるだろう。 
 

図３．マルトース結合タンパク質における基
質結合に依存した蛍光消光 
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(3) 蛍光消光を利用した蛍光応答性抗体の
開発 

さらに、この原理を１本鎖抗体断片 scFv
について応用した。scFv は抗体の抗原結合部
位 VHドメインと VLドメインをリンカーペプ
チドで連結したものであり、抗体と同様の抗
原結合活性を示す。その N末端部分に蛍光基
Tetramethylrhodamine(TAMRA)で標識した非
天然アミノ酸を導入した場合、抗原の結合に
伴って、蛍光強度が増加する現象が観察され
た。これは、抗原非存在下では VH ドメイン
と VL ドメインの界面は揺らいでおり、その
隙間に蛍光基が入り込み、そこに存在する
Trp 残基によって蛍光が消光されるが、抗原
の結合によって VHと VLの界面の結合が安定
化されて、蛍光基が溶媒中に露出し蛍光消光
が解消されるためと考えられる。VH と VL の
界面の複数の Trp残基は様々な抗体において
保存されており、実際に種々の抗体について
抗原の結合により蛍光変化が生じることが
確認された。 

図４．蛍光標識 1 本鎖抗体による抗原検出 
 
このような蛍光応答性抗体は、従来の

ELISA 法などの免疫測定法と比較して、短時
間で簡便な操作により抗原の検出が可能と
なることから、新たな免疫測定法としての応
用が可能になる。実際に、企業と連携して小
型の蛍光検出器を開発して、不正薬物の迅速
検出に利用できることを実証している。 

さらに、FRET のドナーとなる別の蛍光基と
して RhodamineGreen を C 末端側に導入して
おくことで、上記の MBP の場合と同様に FRET
と蛍光消光を組み合わせて抗原の結合を２
つの蛍光基の蛍光強度比の変化として検出
できることも明らかにした。これについても
今後は任意の分子を検出することが可能な
細胞イメージング等への応用が期待される。 

(4) 二重蛍光標識タンパク質の一分子蛍光
観察 
 FRET のドナー・アクセプターとなる蛍光標
識アミノ酸を部位特異的に導入した二重標
識タンパク質は、その構造変化や構造揺らぎ
を測定するためにも有用である。特に、一分
子蛍光観察技術と組み合わせることで、バル
ク測定からは得られない、一分子レベルの構
造揺らぎの情報を得ることが可能になると
予想される。そこで、MBP をモデルタンパク
質として使用して、一分子測定用の二重標識
タンパク質の合成を行なった。 
 ただし、一分子測定のためには可視光領域
に励起と蛍光波長を持ち、蛍光強度が大きく、
かつ退色が起こりにくい蛍光色素を用いる
必要がある。しかし従来主に用いてきた
BODIPY の蛍光特性はこれらの条件を満たす
ものではなかった。そこで、まずタンパク質
へ導入可能な蛍光分子の探索を行なった。可
視光領域の蛍光分子である Fluorescein、
Rhodamine、Indocyanine などを結合させた非
天然アミノ酸を合成して、タンパク質への導
入を評価した。その結果、タンパク質の一次
構造上の内部部位に導入を試みた場合は、こ
れらの構造の大きな蛍光基はほとんど導入
さ れ な い こ と が わ か っ た 。 た だ し
Indocyanine のうち、IC3 と IC5 の蛍光分子
は低効率ながら導入できた。一方、タンパク
質の N末端領域に導入を試みた場合は、多く
の蛍光基が導入できることが確認された。こ
れは、リボソームにおいて大きな構造の蛍光
標識アミノ酸と伸長中のペプチド鎖の間で
ペプチド転移反応が起こる際に、タンパク質
の N末端領域に導入する場合はペプチド鎖が
短いために立体障害が少なくその揺らぎも
大きいためにペプチド転移反応が進行する
が、内部部位に導入する場合はペプチド鎖が
長いために立体障害が大きく揺らぎも小さ
いためにペプチド転移反応が進行しないの
ではないかと推測される。導入部位直前のア
ミノ酸をグリシンの繰り返し配列に置換し
たところ、タンパク質の内部部位であっても
大きな構造の蛍光標識アミノ酸を導入でき
るようになったことからも、この推測が支持
されると言える。 

図５．蛍光標識非天然アミノ酸の例 
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(5) 二重蛍光標識タンパク質の一分子蛍光
観察 
 モデルタンパク質として MBP を用いて、そ
の N 末端部位に RhodamineGreen を、内部部
位に Indocyanine(IC5)を FRET のドナー・ア
クセプターとして導入した。MBP は X 線結晶
構造解析により、基質の結合の有無により
open型とclose型のコンフォメーションを取
ることが知られている。蛍光スペクトル測定
では、基質の結合に伴い FRET 効率が減少し
ており、これは open 型から close 型への立
体構造変化を反映していると考えられる。 
 この二重蛍光標識タンパク質を用いて、高
橋聡教授（東北大学多元研）と共同で高橋教
授が開発したフロー式一分子蛍光測定装置
により、一分子での FRET 変化を測定した。
その結果、open型に対応する低FRET成分と、
close 型に対応する高 FRET 成分が検出され、
その比率は基質濃度に依存して変化する様
子が観察された。今後、より詳細な測定およ
び解析が必要であるが、本研究において合成
方法を確立した二重蛍光標識タンパク質が、
一分子蛍光測定に非常に有用であることを
確認することができた。 
 
(6) 非天然アミノ酸導入タンパク質の大量
発現法の開発 
 以上のように、非天然アミノ酸導入タンパ
ク質は基礎研究用だけでなく検査試薬など
として実用上の有用性も高い。しかし、これ
までの合成方法は無細胞翻訳系を用いる必
要があり、その収量の低さが実用化に向けた
課題となっている。そこで、非天然アミノ酸
導入タンパク質を大腸菌などを用いて細胞
内で大量発現する手法と、非天然アミノ酸残
基のみを特異的に化学修飾する手法の開発
を試みた。 
 そのための非天然アミノ酸としてはまず、
芳香族アミンを側鎖に有するアミノフェニ
ルアラニンを選択した。芳香族アミンはリジ
ンや N 末端アミノ基に比べて pKa が低い
（pKa=5 程度）ことから、弱酸性溶液中では
リジンや N末端アミノ基はプロトン化されて
求核反応性を失っているが、芳香族アミンは
一部脱プロトン化されて求核反応性を保持
しており、特異的に化学修飾することが可能
になると予想される。また、アミノフェニル
アラニンは、特異的アミノアシル tRNA 合成
酵素変異体が既に報告されており、大腸菌内
で部位特異的にタンパク質へ導入すること
が可能である。 
 実際に、非天然アミノ酸導入部位をアンバ
ーコドンに置換した発現遺伝子を、アミノア
シル tRNA 合成酵素変異体とアンバーサプレ
ッサーtRNA と共発現させたところ、アミノフ
ェニルアラニン導入タンパク質を大腸菌内
で比較的に大量に発現させることができた。

続いて、得られたタンパク質に対して、弱酸
性溶液中でポリエチレングリコールのアル
デヒド誘導体を用いて還元的アルキル化反
応による修飾を行なったところ、効率良く修
飾が起きていることが確認された。一方、ア
ミノフェニルアラニンを導入していない野
生型タンパク質では全く修飾が起きていな
いことから、修飾反応は芳香族アミン特異的
であることも確認できた。さらに、種々のア
ルデヒド誘導体についても、同様に特異的修
飾反応が可能であることが確認された。 

図６．芳香族アミン含有非天然アミノ酸の導
入と特異的化学修飾 
 
 本手法は、これまでの研究成果である非天
然アミノ酸導入タンパク質を大量合成する
ことを可能にして、診断薬や医薬品として実
用化を進める上で、非常に有用となると期待
される。 
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