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研究成果の概要（和文）：本研究では、非天然アミノ酸および非天然分子を部位特異的に導入することで、タン
パク質の動的秩序の検出および制御を試みた。本研究を通じて、抗原の結合を蛍光変化として検出できる抗体の
発現、非天然アミノ酸を導入したタンパク質の生細胞内での発現、アミノアシルtRNA合成酵素のリポソーム内で
の分子進化、芳香族アミノ基含有非天然アミノ酸の導入と特異的修飾、非天然分子の部位特異的導入、光架橋ア
ミノ酸の導入によるタンパク質分子間光架橋および立体構造に依存した分子内光架橋などの新たな手法を開発で
きた。これらの成果は、非天然分子導入により細胞外・細胞内でのタンパク質の動的秩序を捉えて制御すること
を可能にした。

研究成果の概要（英文）：In this study, several attempts were made to detect and control the dynamic 
ordering of proteins by site-specific introduction of nonnatural amino acids and nonnatural 
molecules. Throughout this study, unique methods were developed for expression of fluorescent 
antibodies that can detect antigen-binding as fluorescence change, in vivo expression of proteins 
containing nonnatural amino acids, molecular evolution of non-natural aminoacyl-tRNA synthetase 
within liposomes, specific chemical modification of nonnatural amino acid-containing proteins, 
introduction of nonnatural molecules into proteins, and inter- and intramolecular photocrosslinking 
of protein-protein interaction and protein conformational change. These achievements based on the 
incorporation of nonnatural molecules allowed detection and control of the dynamic ordering of 
proteins in vitro and in vivo.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： タンパク質　非天然アミノ酸　光架橋　抗体　蛍光

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質の動的秩序形成能は、生物の長

い進化の過程でアミノ酸配列を最適化する
ことで獲得されたものであり、その原理を理
解して人為的に制御することは未だ容易で
は無い。その一方で、非天然分子を用いるこ
とで、人工的に設計された動的秩序形成系を
創出することも試みられているが、タンパク
質のような高度な機能発現を達成するには
至っていない。非天然分子とタンパク質を機
能的に融合させることは、タンパク質の動的
秩序形成能に基づく高度な機能を人為的に
制御できるだけでなく、動的秩序形成能を付
与した非天然分子系によって細胞内の生命
分子システムを制御することも可能にする
だろう。 
このような、生体分子と非天然分子のイン

ターフェイスとして、研究代表者は、通常 3
塩基からなる遺伝暗号(コドン)を 4 塩基へ拡
張することで、人工的に合成された非天然ア
ミノ酸をタンパク質へ部位特異的に導入す
る手法を独自に開発してきた。これにより、
通常の化学修飾法では困難な、非天然分子を
タンパク質の狙った部位に定量的に導入す
ることを達成し、タンパク質本来の機能と人
工機能を併せ持つ人工タンパク質の設計と
合成を可能にしてきた。代表者はこの手法を
発展させて、蛍光基で修飾された非天然アミ
ノ酸を導入することで、蛍光や蛍光共鳴エネ
ルギー移動（FRET）によりタンパク質の構
造や構造変化を解析する手法や、抗体と抗原
の結合を蛍光により検出する手法を開発す
るなどの成果を挙げてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者がこれまで開発し

てきた非天然アミノ酸の部位特異的導入技
術を用いて、タンパク質の本来の機能と非天
然分子の人工的な動的秩序制御・検出機能や
動的秩序形成機能を併せ持つ人工タンパク
質の創出を目指した。具体的には、光応答性
分子や架橋分子、蛍光分子を有する非天然ア
ミノ酸を導入することで、タンパク質の集
合・離散過程を計測するとともに光などの外
部刺激によって制御することを試みた。また、
非天然アミノ酸導入技術以外の非天然分子
導入法の開発も行った。加えて、細胞内など
の生理的環境下でのタンパク質の動的秩序
形成の検出・制御を試みた。 
 
３．研究の方法 
非天然アミノ酸の導入は、代表者らが開発

した 4塩基コドン法およびアンバーサプレッ
ション法を用いた（図１）。これは、非天然
アミノ酸導入部位を 4 塩基コドン CGGG あ
るいはアンバーコドンTAGに置換しておき、
それを読み取る tRNAに化学的アミノアシル
化により非天然アミノ酸を結合させ、無細胞
翻訳系においてタンパク質合成を行うもの
である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．非天然アミノ酸のタンパク質への部位
特異的導入 

 
一方、非天然アミノ酸導入タンパク質の合

成に使用する無細胞翻訳系は収量が低く、
種々の機能評価を行なうために十分な量の
タンパク質を得ることは困難な場合が多い。
そこで本研究では、非天然アミノ酸導入タン
パク質の細胞内での発現法の確立も行った
（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．アミノアシル tRNA 合成酵素変異体を
用いた非天然アミノ酸導入タンパク質の細
胞内発現 
 
これは、非天然アミノ酸を基質とするアミ

ノアシル tRNA合成酵素変異体とアンバーサ
プレッサーtRNA を大腸菌中で共発現させ、
非天然アミノ酸導入タンパク質を細胞内で
発現させるものである。さらに、この手法に
より芳香族アミンを有する非天然アミノ酸
をタンパク質に導入しておき、アルデヒド誘
導体を弱酸性下で還元的アルキル化反応を
行なうことで、部位特異的かつ高効率にタン
パク質を修飾した。 
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また、非天然アミノ酸を用いずにタンパク
質へ非生体分子を導入する手法も試みた。N
末端領域に蛍光標識アミノ酸を導入するこ
とで、抗原の結合を蛍光変化として検出でき
る知見が得られていたことから、抗体の N 末
端領域に蛍光基を導入することで検証した。
まず、N 末端アミノ基が相対的に低い pKa
値を示すことに基づいて、弱酸性溶液中で還
元的アルキル化を行うことで、蛍光基や PEG
鎖などを付加したアルデヒドにより、タンパ
ク質の N 末端を選択的に修飾した。一方、
SNAPタグタンパク質を一本鎖抗体断片のN
末端側に融合発現させて、蛍光基を連結させ
た SNAP リガンドを付加することで、N 末端
付近に蛍光基を配置した一本鎖抗体を得た。 

 
４．研究成果 
(1) 本研究では、タンパク質の本来の機能と
人工的な機能を併せ持つ人工タンパク質の
創出を目指し、まず蛍光標識非天然アミノ酸
を用いて、タンパク質の機能を蛍光変化とし
て検出することを試みた。既に一本鎖抗体の
N末端部位に蛍光標識アミノ酸を導入するこ
とで、抗原の結合を蛍光変化として検出でき
ることを見出している。今回、さらに C 末端
側に蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)のドナ
ーとなる蛍光標識アミノ酸を導入する、ある
いは緑色蛍光タンパク質を融合することに
より、抗原の結合を蛍光強度比の変化として
検出できる手法を開発した（図３）。この手
法は、細胞内などでの抗原の蛍光レシオイメ
ージングへの応用も可能である。また、糖結
合タンパク質（レクチン）に対しても糖基質
の結合を蛍光変化として検出できることを
示した。合わせて、糖タンパク質や膜タンパ
ク質の発現を行い、本技術の適用範囲の拡大
を図った。 
 
 
 
 
 
 
図３．蛍光標識アミノ酸を二重導入した一本
鎖抗体による抗原の蛍光レシオ検出 
 
(2) 非天然アミノ酸導入タンパク質を細胞内
で発現させる手法の確立を行なった。非天然
アミノ酸を基質とするアミノアシル tRNA合
成酵素変異体とアンバーサプレッサーtRNA
を大腸菌中で共発現させることで、非天然ア
ミノ酸導入タンパク質を大量発現させた。こ
れにより、光異性化分子や光架橋分子などを
側鎖に有する非天然アミノ酸を導入したタ
ンパク質の発現系を構築できた。その一方で、
アミノアシル tRNA合成酵素変異体の活性向
上とアミノ酸特異性改変を効率的に行うた
めに、アミノアシル tRNA 合成酵素変異体の
in vitro selection 法の開発を行った（松浦班
員との領域内共同研究）。無細胞転写・翻訳

系とともに、アミノアシル tRNA 合成酵素遺
伝子とアンバーサプレッサーtRNA をリポソ
ーム内部に封入し、非天然アミノ酸が導入さ
れた場合のみ GFP が発現する選択系を構築
した（図４）。実際にランダム変異を加えた
アミノアシル tRNA合成酵素遺伝子を用いて
選択実験を行った結果、従来よりも活性の向
上した変異体が取得できることを実証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 無細胞翻訳系を内包したリポソーム
を用いた非天然アミノ酸用アミノアシル
tRNA 合成酵素変異体の分子進化 
 
(3) タンパク質へ導入可能な非天然アミノ酸
はアミノアシル tRNA合成酵素およびリボソ
ームの基質となる必要があるため、分子構
造・サイズには制限がある。一方でそのよう
な制限を受けないよう、特異な反応基を持つ
非天然アミノ酸をタンパク質へ導入した後、
その非天然アミノ酸を化学修飾する手法を
開発した。従来はアルキンやアジドなどの非
天然反応性分子を用いることが一般的にあ
ったが、本研究では芳香族アミンを有する非
天然アミノ酸を用いた。その結果、芳香族ア
ミンのみが脱プロトン化する弱酸性溶液中
において、アルデヒドを用いた還元的アルキ
ル化反応により、特異的かつ高効率に蛍光分
子などを付加できることが確認された（図
５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 芳香族アミン含有非天然アミノ酸を
導入したタンパク質への非天然分子の特異
的付加 



この手法により、アミノ酸として直接導入
するのが困難な非天然分子であっても、タン
パク質へ部位特異的に付加することが可能
になった。 
 
 (4) 非天然アミノ酸導入技術は遺伝子から
の発現を必要とするため、タンパク質そのも
のを出発材料として用いることができない。
この制限を克服するために、非天然分子をタ
ンパク質へ直接導入する手法も試みた。N 末
端を修飾するための手法として、弱酸性溶液
中でアルデヒド誘導体を用いて N 末端アミ
ノ基を還元的アルキル化する反応を検討し
た。その結果、アルデヒド添加量を調整する
ことで、N 末端アミノ基を選択的に修飾でき
ることが示された（図６）。また、得られた N
末端蛍光標識抗体は、抗原の結合により蛍光
強度の変化を示し、非天然アミノ酸導入によ
り合成した N 末端蛍光標識一本鎖抗体と同
様の蛍光特性を示すことが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
図６ タンパク質の N 末端への非天然分子
アルデヒド誘導体の特異的修飾反応 
 
また、SNAP タグタンパク質融合と蛍光標

識 SNAP リガンド添加により、非天然アミノ
酸導入技術を用いることなく、タンパク質の
近傍に蛍光分子を局在させることを試みた。
SNAP タグと一本鎖抗体との連結位置とリ
ンカー長を最適化することで、非天然アミノ
酸導入により合成した N 末端蛍光標識一本
鎖抗体に同様に、抗原の結合により蛍光変化
を示すことが見いだされた。さらに GFP(緑
色蛍光タンパク質)を融合することで、FRET
と蛍光変化を組み合わせて、蛍光レシオ変化
により抗原を検出することも可能であった
（図７）。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ EGFP-SNAP 融合一本鎖抗体による蛍
光レシオ変化に基づく抗原検出 
 

この場合、非天然アミノ酸の導入を必要と
せず、EGP-SNAP 融合タンパク質を細胞に
直接発現させることも可能であり、実際に培
養細胞において抗原の有無を蛍光顕微鏡観
察により検出できることも確認された。 

 
 (5) 光架橋分子を有する非天然アミノ酸を
導入することで、タンパク質間相互作用を光
架橋することを行った。ラクダ由来抗体と抗
原タンパク質との相互作用において、まず無
細胞翻訳系を用いて抗体の特定部位へ光架
橋アミノ酸を導入することで、タンパク質複
合体を効果的に光架橋できることが示され
た。さらに、大腸菌での発現系を用いて光架
橋アミノ酸導入タンパク質を大量発現させ
た場合も、同様の光架橋が可能であることが
確認された。 
一方、分子間での光架橋の際に、その副反

応としてタンパク質の分子内光架橋も生じ
うることが観察された。そこでこの副反応に
着目して、タンパク質のコンフォメーション
変化を分子内光架橋の変化として捉えるこ
とのできる新規原理を見いだした。基質の結
合に伴い立体構造変化を生じるマルトース
結合タンパク質（MBP）をモデルとして選択
して、種々の部位に光架橋アミノ酸を導入し、
基質の有無による分子内光架橋の変化を調
べた。その結果、特定の部位に導入した場合
に、基質結合に伴う立体構造変化により、
SDS-PAGE 上で区別可能な異なる光架橋体
が得られることがわかった（図８）。さらに
これは、光架橋アミノ酸を導入したタンパク
質を細胞内で発現させて光架橋を行った場
合にも同様の結果が得られた。したがって、
本手法を用いることで、細胞内でのタンパク
質の立体構造変化を検出することが可能で
あり、細胞内でのタンパク質間相互作用だけ
でなくタンパク質の立体構造変化を解析す
るための手法としても有用であることが示
された。 

 
 
 
 
 
 
 

 
図８ 光架橋アミノ酸を導入したマルトー
ス結合タンパク質でのコンフォメーション
依存的分子内光架橋。Open form および
Closed form は分子内架橋体の変化により識
別できる。 
 
(6) N 末端を蛍光標識した抗体による抗原の
蛍光検出において、分子動力学計算（奥村班
員との領域内共同研究）によりそのメカニズ
ムを考察した。これにより、蛍光基が抗体内
のトリプトファン残基に接近することで蛍
光消光を起こすが、抗原の結合により重鎖と



軽鎖が強く会合して蛍光消光を抑制するこ
とを支持する結果が得られた（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
図９ N 末端蛍光標識一本鎖抗体の MD シミ
ュレーション。蛍光基と特定位置の Trp との
相互作用が示された。 
 
以上の研究を通じて、タンパク質の複合体

化などの動的秩序形成について、主に抗体を
用いて検出する手法や、光架橋により固定
化・不可逆化しつつその際のコンフォメーシ
ョン変化を識別する手法、および、それらの
研究に必要な非天然分子導入タンパク質の
作製方法などを新たに確立することができ
た。今後これらの手法は、動的秩序形成能を
示すタンパク質および非天然分子へも幅広
く適用できるようになると期待される。 
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