
FBC Lett., No. 31 (2009) 

 

（2009年 10月）  
 
 
 

2． 巻頭言 
 2nd Switzerland-Japan Biomolecular Chemistry Symposium 
        (SJBCS2009) 

  University of Bern Jean-Louis Reymond 

4． 研究紹介 
 4．細菌の侵入を分子パターンで検知する生体防御システム 
  ～細菌細胞表層成分の合成と自然免疫活性化機構の解析～ 

 大阪大学大学院理学研究科 藤本 ゆかり  

 10．刺激応答性設計蛋白質を利用した天然蛋白質 Offから On 
     への制御 

  名古屋工業大学大学院工学研究科 水野 稔久  
 

 18．外部刺激応答性機能をもつ分割型タンパク質の設計 
     に関する試み 

  東北大学多元物質科学研究所 坂本 清志  

25． 論文紹介「気になった論文」 
 京都大学化学研究所 森崎 達也  

  東京大学大学院工学系研究科 岩崎 一浩  
  

31． シンポジウム等会告 
第 12 回生命化学研究会～化学者だからできる生命科学～ 

32． お知らせコーナー 
 受賞・会員異動のお知らせ 
 編集後記 



生命化学研究レター  No.31 (2009 October) 2  
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(SJBCS2009) 

 
  Jean-Louis Reymond 

Department of Chemistry and Biochemistry, University of Bern   

 

 

Swiss and Japanese chemical biologists have gotten to know 

each other recently. This started two years ago at the occasion 

of the 1st Japan-Switzerland Symposium on Chemical Biology 

held in Lausanne, Switzerland. This year, the 

Switzerland-Japan Biomolecular Chemistry Symposium 

(SJBCS) was the 2nd event, taking place 11-12 September in 

Komaba, Tokyo. The meeting was organized by Hiroaki Suga (Organizing Chair, Univ. Tokyo) and 

Kouhei Tsumoto (Acting Organizer, Univ. Tokyo). The conference included 28 lectures and 52 

posters, and around 100 participants.  

As chemical biology goes these days, the idea was to provide a forum for the presentation and 

exchange of ideas and results that would accommodate a diversity of interests. There were four 

sessions, entitled “mechanisms and engineering of biomolecules”, “biological probes and 

therapeutic methods”, “natural product synthesis and engineering”, and “biological sensors and 

systems”. The exhaustive program including abstracts can be found at the meeting website 

(http://www.cbl.rcast.u-tokyo.ac.jp/FBC/SJBCS2009). The lectures took place in a relaxed 

atmosphere, and allowed us to discover how broad and fascinating the forefront of chemical biology 

can be.  

Although there were four sessions, I think it is fair to say that two research areas were dominant in 

this meeting. The first area concerns the problem of imaging biochemical processes in living cells 

and organisms. What chemical biologists do here is to devise new sensor systems using 

recombinant proteins or DNA and synthetic reporter groups, as shown by Kai Johnsson (EPFL) in 
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his lecture on glutamate sensors, Takeaki Ozawa (Univ. Tokyo) on the design of new fluorescent 

proteins, and many others. The second area deals with drug discovery, that is inventing new 

molecules that control pathological processes. Contributions included the reports by Junko Ohkanda 

(Osaka Univ.) on the design of prenyl transferase inhibitors, by Dario Neri (ETHZ) on innovative 

immunotherapies for cancer, by Teruhiko Matsubara (Keio Univ.) on oligosaccharide-binding 

peptides as antivirals, and many others. Science also extended into catalysis, synthesis, membrane 

chemistry and biology, systems biology and microscopy. Many of the more advanced and 

innovative experiments were reported by starting faculty members, a very good sign for the future 

of chemical biology.  

Having known Hiroaki Suga for many years, going back to student times in Switzerland, I knew 

that he would take care not only of having excellent science, but also an excellent environment. 

Indeed, in the lecture hall, the discussions were lively. Outside, the coffee breaks and poster 

sessions were animated. And in the evening, the dinners and after-dinner parties were, yes, even 

much more that this. In all of this, Hiro took responsibility by participating directly, showing the 

way. Many of the swiss guests visited Japan for their first time, and our japanese hosts have made it 

such that this will not be the last. As I was having breakfast with three swiss colleagues in the 

Tokyo terminal on sunday morning, we all went for sushi, not really wanting to leave. Thank you 

Hiro for this wonderful event! Can we try to match this with swiss cheese fondue in two years time? 
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  細菌の侵入を分子パターンで検知する 

  生体防御システム 

 ~細菌細胞表層成分の合成と自然免疫活性化機構の解析~ 

 

     大阪大学大学院理学研究科化学専攻 

             藤本 ゆかり 

          （yukarif@chem.sci.osaka-u.ac.jp） 
 

 

１．はじめに 
 細菌菌体に免疫増強作用のあることは 20 世紀半ばより知られていたが、微生物由来成分の免疫活性
化機構については、1996年の受容体発見以来ここ 10年ほどの間に大きく理解が進んだ。このような生
体防御機構は、“自然免疫”と呼ばれ、生体防御に大きな役割を果たしていることが明らかになってき

ている。自然免疫は、感染防御の第一線を担っており、主として微生物特有の共通分子構造を受容体が

認識する事によって活性化されるが、進化的に古い起源を持ち，植物，昆虫からヒトを含む哺乳類に至

るまで広く多細胞生物において類似の機構を持つ事が明らかになっている。高等脊椎動物においては、

リンパ球を主体とした抗体抗原反応等の遺伝子の再編成を伴う防御機構である“獲得免疫”の活性化・

制御にも重要な役割を果たしている。 
 自然免疫の分子レベルでの理解において、化学領域の研究が大きな役割を果たしており、特に純粋な

天然由来成分の単離が非常に難しい複合糖質分子については、有機化学的に合成された純粋な化合物が

不可欠となっている。（天然由来の化合物を用いたために、夾雑物として含まれていた他の活性成分に

よって、非常に混乱した生物活性に関する結果が導き出されている例も多い。）我々のグループでは、

化学的な手法による免疫刺

激細菌由来分子ライブラリ

の構築と、それを用いた種々

の受容体タンパク質・認識タ

ンパク質群の探索、認識部位

の解析および認識タンパク

質の機能の解析を行ってお

り、有機合成化学を基盤とし

て生体防御機構の解明を行

っている。 
 本稿では、現在我々のグル

ープにおいて進めている

種々の細菌由来の自然免疫

活性化因子に関する研究の

 

 
図 1  免疫を活性化する細菌細胞表層成分 
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うち、主として、細菌細胞壁ペプチドグリカン、細胞表層に存在するリポタンパク質の化学合成と機能

解析についてご紹介する。 
 
２．細菌細胞壁ペプチドグリカンの化学合成と認識機構解析  
~幾重にも張り巡らされた細菌細胞壁成分の認識システム~ 
 細菌の細胞表層にある細胞壁は，ペプチドグリカン（PGN）と呼ばれる糖ペプチドが構成しており， 
N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）と N-アセチルムラミン酸（MurNAc）が !1-4 結合により交互に
結合した糖鎖をペプチド鎖が架橋した網目状構造を持つ（図 1）。ペプチド鎖は菌種によって多少の差異
はあるものの、ムラミン酸に結合したジペプチド部位はほとんどの細菌において構造が保存されている

他、分岐部位のアミノ酸はグラム陽性菌では主としてリジン（Lys）、グラム陰性菌および一部のグラム
陽性菌ではジアミノピメリン酸（DAP）であるものが多く、広く類似の構造を持つことが知られている。 
 PGN が免疫増強活性を持つことは以前より知られており、その最小活性構造としてムラミルジペプ

チド（MDP）が知られていたが [5,6]、その認識機構は長年の研究においても明らかになっていなかっ
た。1998年、自然免疫受容体として Toll-like receptorの発見後、天然由来のペプチドグリカンを用い
た実験結果から Toll-like receptor (TLR) 2が受容体であるとされていたものの、生物活性を持つ夾雑物
の混入の可能性が否定できず、大きな議論となっていた [7-9]。 
 そこで、まず、図２に示した種々のペプチドグリカン・フラグメントを化学合成したライブラリを構

築した。合成した化合物を用い、受容体探索を行った。また、ライブラリ化合物を用いて、様々な認識

タンパク質、特に PGRP（Peptidoglycan recognition protein）による認識、被認識リガンド構造、機
能についても解析した（図２）。その結果、図 2 の PGN 合成フラグメントは、いずれも TLR2 を活性

 
図 2 化学合成ペプチドグリカン・フラグメント・ライブラリ（A）Lys 型および（B）DAP を含むペプチド部位。（C）合成化合物を用いて
見出した受容体（Nod1 [1]、Nod2 [2]）および PGN 認識タンパク質（hPGRP-S (PGLYRP-1) [3]、hPGRP-L (PGLYRP-2) 
[4]）。 
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化しなかった [2b]。現在も議論のあるところではあるが、TLR2 リガンドは主として細菌由来リポタン
パク質／リポペプチドであると考えられており、他のリガンドと考えられている成分については、リポ

タンパク質／リポペプチドの混入が疑われる場合が多い。一方、ミシガン大学の Nuñez、猪原らと共同
で、PGNの受容体タンパク質が Nod1、Nod2であること、Nod1がグラム陰性菌の PGNに特有のジア
ミノピメリン酸（DAP）を含む "-D-glutamyl-diaminopimelic acid（iE-DAP）を認識すること、Nod2
が muramyldipeptide（MDP）を最小リガンドとして認識することを初めて明らかにしている [1,2]。 
Nod1、Nod2の最小リガンドについては合成化合物を用いて決定したが、実際の環境中に存在するリガ
ンドについては、種々の腸内細菌を含む常在菌、発酵菌の培養液および菌体について、Nod1、Nod2の
刺激活性が猪原らにより測定され、特に DAP含有 PGNを持つ細菌の上清に強い Nod1刺激活性を示す
ものが多いことが明らかになっている [10]。現在、培養
液上清から天然リガンドの単離・解析を行っており、実際

の環境中に存在し生物に直接作用しているリガンドを明

らかにしつつある。 
 Nod1については、その遺伝子変異が喘息等のアレルギ
ー疾患発症と関連することが明らかになっていたものの 
[11]、実際の機能については不明な部分が多かった。一方、
種々の Nod1 リガンドについては化学合成例が少なく、
Nod1 が天然の PGN リガンド構造をどのように認識する
かについても明らかでなかったため、PGN の繰り返し単
位構造１，気管上皮細胞毒素（TCT; Tracheal cytotoxin）
５およびそのフラグメント（図３）について最初の合成を

行った （スキーム 1）[12]。ｍeso-DAP 部位の合成に関
しては、セリンから誘導したアルデヒド９およびスルホン

１０を用い Julia-Kocienski反応を用いて骨格形成を行っ
た。得られた合成化合物１~８についてヒト型 Nod1刺激
活性を観測したところ、単糖、二糖、あるいはアンヒドロ

型であるなしにかかわらず、トリペプチド体（２、４、

６および８）が強い活性を示すのに対し、テトラペプチド体（１、３、５および７）が iE-DAP より
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図３  DAP 型ペプチドグリカン繰り返し単位構造１， 

気管上皮細胞毒素 (TCT) 5，およびそのフラグメント 
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も活性が弱いことが明らかとなり、DAP の C 末端側の構造がヒト型 Nod1 の認識に重要であることが
示された [12]。 
 Nod1 の機能解明のため in vivo での解析を目指したが、当初我々の見出した最小構造のリガンド
iE-DAPは活性が弱く in vivoでの機能解析に用いることは困難であった。そこで、誘導体化による活性
増強を試みた。すなわち、iE-DAPの N末端に種々のアシル基を導入することにより主として膜透過性
の向上を図り、強い活性をもつリガンドを得ることとした。図４に示した RCO-iE-DAP を固相法を用
いて合成し活性を測定したところ、ミリストイル基（C14）を導入した場合（KF1B）に、iE-DAPに比
べ数百倍の Nod1 刺激活性を示すことを明らかにした [13]。こうして得られた KF1B を用い、マウス
腹腔内投与による in vivoでの Nod1の機能解析を猪原らとともに行った。その結果血清中で白血球遊
走作用のあるケモカイン（CXCL1、CXCL2、CXCL8(IL-8)、CCL2 等）の誘導が観測され、炎症性の
サイトカインはほとんど観測されなかった。この結果により Nod1の in vivoでの機能を初めて明らか
にした [14]。 
 
３．細菌細胞表層成分リポタンパク質 
 細菌由来のリポタンパク質は、強い免

疫刺激活性・抗体産生誘導活性を持ち、

自然免疫受容体 TLR2の主要なリガンド
として考えられている。最近まで、マイ

コプラズマ、グラム陰性細菌のリポタン

パク質の単離解析の例はあったが、グラ

ム陽性菌の TLR2 リガンドについては、
単離・解析が試みられていたものの議論

が多く、明らかな構造が示されていなか

っ た 。 そ こ で 、 我 々 は 、 ま ず 、

Staphylococcus aureus に存在するリポ
タンパク質について、その遺伝子配列よ

り、リポタンパク質特有のコンセンサス

配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 を 抽 出 し DOLOP （ Database of bacterial lipoproteins; 
http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/dolop/）[15] を用いて 56個のリポタンパク質を予測した。そ
れらの mRNA 発現効率を解析し、その中から、14種のリポタンパク質を選び出し、N 末端側 10残基
のペプチドを含むリポペプチド 16種を化学合成した（図 5）。これらのリポペプチドについて TLR2刺
激活性等の免疫活性化作用を測定したところ、すべてのリポペプチドが TLR2を活性化し、そのアミノ
酸配列により、TLR2の活性化能が大きく異なることが明らかになった [16]。現在、配列依存的な選択
的活性化の検討、および、受容体との結合についての構造生物学的観点での解析について研究を進めて

いる。 
 
 

 

図４ アシル化iE-DAPのNod1刺激活性。Human Nod1を強制発
現したHEK293Tを用い、各濃度のサンプルと培養後、ルシフェ
ラーゼレポーターアッセイによるNF-#B 活性化測定。 

（KF1B） 
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４．おわりに 
 我々は、上記の化合物を中心とした細菌由来の自然免疫刺激活性化合物ライブラリを構築し、活性分

子群を用いた種々の解析を進めてきた。さらに現在は、もう一歩踏み込んで、ライブラリ化合物を用い

て免疫刺激および抑制の制御を可能とする複合分子の構築を試みている。研究を進めるにつれ、最近の

免疫学における大きな変化と進歩を実感する反面、高等生物において微生物との共生と戦いの長い進化

の歴史の中で構築されてきた幾重にも重なった生体防御システムの深淵を目の当たりにする毎日であ

る。 
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１． はじめに 

 天然蛋白質を、様々な外部刺激（pH、イオン、光、リガンドとなる分子など）により、その機能をOn-Off制御可能な変

異体へ改変する手法の開発は、特定対象に対するタンパク質ベースのセンサー分子の開発や、機能未知の天然蛋

白質の細胞内ネットワークにおける機能解析などへの応用が期待され興味深い。これまでにも、天然蛋白質の中から

特定基質にのみ結合する基質結合ドメインを切り出して、蛍光蛋白質や酵素類の配列にハイブリッド化することにより、

センサー特性を示す変異体の構築が種々の研究者により検討されており、例えば、カルモジュリンのカルシウム結合

サイトを利用した、蛍光性カルシウムセンサーCameleon はよく知られている例のひとつである。 

 一方我々のグループでは、種々の外部刺激に応答して立体構造が構築される人工蛋白質のデザインという観点か

ら、これまでにα－ヘリカルコイルドコイルモチーフ蛋白質に着目をして研究を展開してきており、pH の変化、光の照

射、特定の金属イオン、ペプチドリガンド等の添加に応答し、ランダム構造から、コイルドコイル構造へと非常に大きな

構造変化を起こす人工蛋白質の構築に成功してきている。これらの蛋白質は、天然蛋白質由来の基質結合ドメインと

は異なる特性を持つため、これらを利用した刺激応答性蛋白質の構築は非常に興味深いと思われる。ここでは、ペプ

チドリガンド依存的に活性調節可能な加水分解酵素の構築、金属イオン依存的に発色する緑色蛍光蛋白質の構築、

さらにはペプチドリガンド依存的に蛋白質-蛋白質間相互作用を調節することにより、蛋白質複合体の機能調節を

行った例などについて紹介する。 

２．外部刺激依存的に構造変化を起こすコイルドコイル蛋白質の設計  

  α－ヘリカルコイルドコイル（以下コイルドコイルとのみ表

記）構造は、天然蛋白質にも広く見られる構造モチーフの

一つであり、両親媒性のα－ヘリックスが２から５本寄り集

まった超らせん構造を取る。元々はトロポミオシン等の繊維

状蛋白質１，２) の中から見いだされてきたが、GCN4 等の転

写因子蛋白質３， ４ ) 、 SNARE などの膜融合蛋白質、

Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)のような膜外

マトリックス蛋白質５－７)等にも見つけられるようになり、現在

では生体内で発現される全蛋白質の５％には、この構造モ

チーフが含まれると言われている。コイルドコイル構造は、3.6 残基ごとに１ヘリックスをとるα－ヘリックスと若干異なり、

3.5 残基ごとに１へリックスを形成するため、７残基／２ヘリックスを繰り返し単位と考えることができ、それぞれの位置は、

 

Fig. 1 The amino acid sequence of IZ peptide and its 
     trimeric structure 
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a, b, c, d, e, f, g の７文字で表記される。特に a-位、 d-位は、疎水性のアミノ酸（Ile、 Leu、 Val 等）で占められる割

合が多く、これらは複数のα－ヘリックスが寄り集まり超らせん構造を形成する際の疎水コアを形成し、側鎖同士はタイ

トにパッキングをしている。また、整数で割り切れる繰り返し単位を持つことから、アミノ酸残基の配列（一次構造）から、

三次構造における各残基の空間配置が予測可能となるため、コイルドコイル蛋白質はデノボ蛋白質設計のターゲット

として広く取り組まれてきた歴史を持っている。８）  

  我々はこれまでに、コイルドコイル構造を形成するデノボ設計蛋白質、主には３本鎖コイルドコイルに関して取り組

んできている。Fig. 1 には、我々のグループでオリジナルに設計された IZ ペプチドの配列を示す。９） ３本のペプチド

同士が平行に寄り集まることにより３本鎖コイルドコイル構造が形成され、疎水コアを占める a、d-位は、いずれも Ile が

占める一方で、疎水場－親水場界面にあたる e、g-位は、隣接ヘリックス間で静電相互作用が働くようにGlu、Lysが占

める。 1H-NMR による Ile 側鎖の構造特異性、あるいは主鎖アミドプロトンの H-D 交換反応速度の評価等からネイテ

ィブ様な構造を取っていることも明らかとなり、２８残基からなるペプチド会合体でありながら、９５℃においてもその会

合構造が破壊されない、非常に安定な設計蛋白質の構築に成功した。またこの配列は、可溶性の高さ、配列の単純

さなどから、これをベースに様々な外部刺激応答性を付与した変異体を構築する上でのプラットフォームとして優れて

いた。 

２－１ 金属イオン応答コイルドコイル蛋白質の設計 

 以前我々は，金属イオンに配位する IZ ペプチド変異体

に関して報告している。１０－１２） IZ ペプチドの疎水コアを形

成する Ile残基の１つあるいは２つをHis残基に変異するこ

とにより，金属イオン非存在下においては，各々のペプチ

ドがバラバラに存在するが，Cu2+, Ni2+, Zn2+などの金属イオ

ンとの結合により，自己３量体化，すなわちホモ３本鎖コイ

ルドコイル構造を形成するものであった。ここではこのコン

セプトを活かし，金属イオンの配位に伴い大きく構造変化

する１つのペプチド鎖からなる３本鎖コイルドコイル蛋白

質の設計を行った（Fig. 2）。１３） 

 隣接するヘリックス間で近接する位置に存在する a, d-

位の６，あるいは１２個の Ile 残基を，金属配位性のHis残

基に置き換えた。６個置き換えたものを IZ-H，１２個置き

換えたものを IZ-HH と名付けた。IZ-H に関しては１つ

の金属イオンとの結合を，IZ-HH に関しては２つの金属

イオンとの結合を想定した。また、３本のαへリックスを形

成するペプチドは、柔軟なリンカー配列でつないだ。円

偏光二色性（CD）スペクトル測定により、実際に金属イオ

ンとの結合に伴う構造変化の評価を行った結果、IZ-H

に関しては、金属イオンを添加する前よりすでにコイルド

コイル構造の形成が見られたが、IZ-HH に関してはほと

んどランダムな構造であった。一方で Ni2+、 Cu2+、 Zn2+

等の遷移金属イオンの添加により、IZ-HH はコイルドコイ

ル構造形成の回復が見られた。IZ-HH と各種金属イオ

 

Fig.2 Structural transition of IZ-HH by the metal binding 

 

Fig. 3 Metal-binding mutants, IZ-H, and IZ-HH 
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ン間の解離定数を等温滴定熱量測定により評価をしたところ、特にCu2+に対して高いアフィニティーが見られ、その値

は 60 nM に達した。また、Ni2+、 Zn2+に対しても 130 nM、570 nM と、いずれも１ µＭ以下の高いアフィニティーであっ

た。化学量論比に関しても、いずれもほぼ２という値が得られ、デザインした２ヶ所の結合サイトへの結合が示唆された。 

以上より、金属イオンとの結合に伴い、ランダム構造から３本鎖コイルドコイル構造へと、非常に大きな立体構造の変

化が起こる人工蛋白質 IZ-HH の構築に成功した。 

２－２ ペプチドリガンドに応答しコイルドコイル構造形成が起こる変異体の構築 

 コイルドコイル構造の形成において、最も重要な相互作用は、

疎水場におけるアミノ酸側鎖間の相互作用である。典型的な例と

して、T. Alber らにより報告されている酵母転写因子 GCN4 の２

本鎖コイルドコイルモチーフをベースに設計された、２本鎖、３本

鎖、４本鎖コイルドコイル変異体がある。ここでは、疎水場を占め

る a、 d-位への変異により側鎖の形や大きさを変化させることで、

何本のペプチドが寄り集まることにより、安定な疎水コアを形成で

きるか制御し、会合数の選択性を生み出した。１４） そこでこれに

習い、まずは疎水場における側鎖のパッキングに着目したヘテロ

なペプチド間相互作用の創出を試みた。具体的には、IZ ペプチ

ドが３量体構造を形成する際に本来３つの Ile 残基により占めら

れる疎水場空間を、側鎖の小さいAla残基２つと、それよりも大きなインドール環を側鎖に持つTrp残基１つにより置き

換えた組み合わせの検討を行った。その結果、CDスペクトルによる滴定実験から非常に選択性高くAAB型（Alaを持

つ方が A 型、Trp が B 型）のヘテロ３量体を形成できることが分かってきた。15-17)  また、これらのペプチドは単独では

ランダム構造でバラバラに存在するが、Ａ型、Ｂ型が２：１で存在するときのみ選択的に寄り集まってコイルドコイル構

造を形成した。これは見方を変えると、２つのＡ型ペプチドに対して、１つの B 型ペプチドをリガンドとして添加すること

により、Ａ型ペプチドに対してコイルドコイル構造の形成誘起を行ったとも見なせる。 

 また、もう一つのバリエーションとして、疎水場における静電相互

作用を利用したヘテロなペプチド間相互作用の検討を行った。一

般に蛋白質疎水場における親水性相互作用は、構造安定性、特

異性など蛋白質全体の構造に大きな影響を与えることが知られて

おり、異なるペプチド間での選択的な相互作用の発現が期待され

た。設計した配列は、Fig.5 に示す２つであり、α－ヘリックスを形成

する２つのペプチドを柔軟なリンカー配列でつないだ IZ-DS 側に

は、a-位、d-位に Asp、Ser 残基を、１本のα-へリックスを形成する

ペプチドからなる IZ-3K には、Lys 残基を d-位に導入した。互い

に１：１で相互作用が起った場合には、Aspのマイナス電荷とLysのプラス電荷がキャンセルされることにより、それらが

疎水場に留まることが可能となることを期待した。同様に CD スペクトルによる滴定実験から評価を行った結果、各々

単独ではランダム構造をとるが、１：１で存在するときのみ選択的に寄り集まってコイルドコイル構造を形成できることが

分かった。18) IZ-3K 側にリンカー配列を介してビオチン基を導入し、ビアコア測定により IZ-DS との解離定数の評価

を行った結果、244 nM であった。 

 この場合においても、IZ-3K をリガンドとして見立てた場合に、IZ-DS という蛋白質の構造がリガンド依存的に、ラン

ダム構造からコイルドコイル構造へと構造転移が誘起されたとみなせる。また、IZ-DS は１本のペプチド鎖であるため

 
Fig. 4 The AAB-type heterotrimeric coiled coil  
       structure of IZ peptide mutants 

 

Fig.5 A pair of peptides to form the hetero 
      coiled-coil protein in a 1:1 manner.   
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に、様々な天然蛋白質への導入は容易である。 

３ 設計コイルドコイルモジュールと天然蛋白質との融合によるスイッチ機能の付与 

 前項までに、金属イオンあるいはペプチドリガンドとの相互作用を契機に、大きな構造変化を起こす人工蛋白質の

設計に関して述べたが、次にこれらを利用した天然蛋白質への機能スイッチ付与に関して述べたい。その為の１つの

方法論として、我々は以下の手法を提案している。①円順列変異をターゲットとなる蛋白質に施すことにより立体構造

を不安定化し、機能をいったん失活させる。②円順列変異をかけることにより新たに生成した N-末端、C‒末端に、

種々の外部刺激依存的にコイルドコイル構造を形成するコイルドコイル蛋白質の配列をそれぞれ導入する。これによ

り、③外部刺激に伴う、コイルドコイル部位のランダムからコイルドコイル構造への構造転移に伴い、円順列変異により

引き離されていたアミノ酸残基同士が近接化される。それによりターゲット蛋白質のリフォールディングと構造安定化

が促され、機能回復を誘起するというものである。この方法により、天然蛋白質に対して、本来持たなかった外部因子

応答性を付与することが可能になると考えた。 

３－１ 核酸加水分解酵素活性のペプチドリガンド依存性の付与 19) 

 そこではじめに、ターゲット蛋白質に核酸加水分解酵素とし

て知られる RNaseT1 を選び、上記方法論の検証を行った。な

おここでは、前項で述べた ABB 型へテロコイルドコイルの配列

を参考に設計した ABC 型のヘテロコイルドコイル蛋白質を利

用した（Fig. 6）。これらも互いに１：１：１で存在するときのみ、コ

イルドコイル構造を形成する。RNaseT1 は１０４残基からなる加

水分解酵素であり、その酵素活性には、His40とHis92が大きく

関与することが知られている 。20) また、Cys2 と Cys10、Cys6 と

Cys103 の間に２つの S-S 結合を持っていることも知られている

が、Cys2 と Cys10 の間の S-S 結合に関しては、両残基を Ser

に変異しても活性にほとんど影響がないことも知られている。21) 

 そこで、Cys2 と Cys10 を共に Ser に変異した RNaseT1 変異

体をオリジナルの蛋白質として、この蛋白質に対して円順列変

異を施した。円順列変異をかける為に切開する位置には、β５とβ６

の間のβターンの部分（Glu82 と Asn83 の間）を選択し、もともとの N-

末端、C-末端は４残基のリンカー（Gly-Pro-Ala-Gly）で繋いだ（Fig. 

7）。ＣＤスペクトル測定より、この変異体（m-RNaseT1）の二次構造

評価を行った結果、このような変異を施すことにより、立体構造の大き

な不安定化が観測された。次にこの新たに生成したN-末端、C-末端

に、ABC 型のヘテロコイルドコイル蛋白質のうちの A-型、B-型ペプ

チ ド （ IZ(4)A と IZ(4)B ） を 導 入 し た 変 異 体

（IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B）を作製し、この二次構造の評価を

行ったところ、若干の安定化が見られたが、依然構造不安定化が観

測された。一方で、この変異体に対して ABC 型のヘテロコイルドコイ

ル蛋白質のうちの C-型ペプチド（IZ(4)C）を添加したところ、１：１で

飽和が見られる結合挙動が、ＣＤスペクトルによる滴定実験より明らか

となった。最後に、この変異体の IZ(4)C 添加前後での酵素活性の比較を行った。基質にはGpC を用い、ホスホジエ

 
Fig. 6  Three IZ mutants forming the ABC-type 

hetero-trimeric coiled coil structure 

 

Fig. 7  Construction of the RNaseT1 mutants fused 
with IZ(4)A and IZ(4)B 

 

Fig. 8 Recovery of RNase T1 enzymatic activity 
by the interaction with IZ(4)C:  
[IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B] = 250 nM, 
[IZ(4)C]= 25 µM, [GpC] = 50 µM, 50 
mM Tris -HCl (pH 7.5), 30 ˚C 
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IZ-(4)B -KAE--- -KAE--- AKAE--- -KAE---

1 82 10483
RNase T1
mutant (C2S, C10S)

1 8210483

-GPAG-

Circular permutation

1 8210483

-GPAG-
IZ(4)A IZ(4)B

-GGSSG--GGSSG-

Cut

IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B

m-RNaseT1
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ステル結合の加水分解の伴う淡色効果（A250の値の上昇）を利用した。その結果、IZ(4)C 添加前にはほとんど見られ

なかった加水分解活性が、IZ(4)C の添加により、明らかな上昇が観測された（Fig. 8）。具体的に、Lineweaver-Burk 

plot を用い、kcat、Kmなどのパラメーターを算出したところ、残念ながら IZ(4)C の添加により回復する kcat/Kmの値は、

天然の RNaseT122, 23)に比べて２％程度ではあったが、機能活性の調節という意味では、非常に有為な知見が得られ

た。 

３－２ 金属イオン応答性緑色蛍光蛋白質変異体の構築 13) 

 ここでは，金属イオンに応答し構造が大きく変化す

るコイルドコイルを蛍光蛋白質と組み合わせて利用す

ることにより、金属イオンセンサーとなる蛍光蛋白質変

異体の構築を行った。緑色蛍光蛋白質は２３８残基か

らなる蛋白質であり、１１本のβ－ストランドと、１本の

α－ヘリックスからなる。細胞内において発現、翻訳さ

れた後にβ‒バレル構造が形成され、それとともに

Ser65、Tyr66、Gly67 の連続した３残基が自発的な酸化縮合反応を起こし蛍光発色団が形成され、蛍光発光特性を

持つ。24-27) 従ってこの蛍光蛋白質のフォールディングを金属イオンによって調節することが、蛍光センサーの構築に

繋がると考えた。設計の方法は、同様に、①円順列変異を緑色蛍光蛋白質の配列に施すことにより立体構造を不安

定化し、機能をいったん失活させる。②新たに生成した、N-末端、C－末端に金属イオン依存的にコイルドコイル構造

を形成するコイルドコイルを導入する。③金属イオンとコイ

ルドコイル部位の結合、構造転移に伴い、円順列変異前

には元々繋がっていたアミノ酸残基同士が近接化され、

それにより緑色蛍光蛋白質部位のフォールディングが促

され、蛍光発光が誘起される（Fig. 9）。そのためには、ま

ず円順列変異により蛍光発光機能を失うが、新たに N-末

端、C-末端となる部位にヘリックスバンドル構造をとったコ

イルドコイルを導入することにより、蛍光発光機能を回復

できる切開位置を見つけ出す必要がある。 

 そこでβシート間を繋ぐリンカー部位にあたる Asp75-Gly76、Asp82-Phe83、Glu132-Asp133、Asp190-Gly191、

Asp197-Asn198、Pro211-Asn212、それぞれの間で切開した円順列変異体の検討を行った。もともとの蛍光蛋白質の

N-末端、C-末端は、柔軟なリンカーであるGly-Gly-Ser-Gly-Glyで繋いだ。一方で予め３量体構造をとるコイルドコイ

ルとして、ABC 型のコイルドコイル（Fig. 6）を利用し、A-型と B-型をリンカーでつないだものと C-型を、それぞれ円順

列変異により新たに生じたN-末端、C-末端に導入した（Fig. 10、ncpGFPn-1-IZ-cc1（n=76、 83,133,191,198,212））。

その結果、いずれの位置で切開した円順列変異体に関しても、蛍光発光機能の消失が見られた一方で、

Asp190-Gly191 の間で切開した円順列変異体のみ、ABC 型のコイルドコイルを導入することにより蛍光回復が観測さ

れた。そこでこの変異体を 191cpGFP190と名付け、以下の実験に用いた。 

 次に、191cpGFP190の N-末端、C-末端それぞれに導入するコイルドコイル蛋白質の配列との間のリンカーの長さに関

して最適化を行った。Fig. 10に示すように、４残基、６残基のリンカーを４通り組み合わせた変異体（191cpGFP190-IZ- 

cc1~cc4）を作製し比較したところ 191cpGFP190-IZ-cc4 に関して、もっとも高い蛍光発光強度（天然型の蛍光蛋白

質の約６割程度）が観測された。そこで以下の実験では、このリンカーの組み合わせを利用することとした。 

 
Fig. 9 Trigger of the folding of Green Fluorescent Protein (GFP) by 

metal ions 

 
Fig. 10 Structure of ncpGFPn-1 (n = 76, 83, 133, 191, 212)  
       mutants fused with ABC-type coiled-coil peptides. 

GGSGG
1238n n-1

GFPuv(n-238) GFPuv(1-(n-1))ncpGFPn-1

GGSGG
1238191 190

GFPuv(191-238) GFPuv(1-190)GSPRRG -linker1-

A-type
IZ mutant

B-type
IZ mutant

-linker2-

C-type
IZ mutant

GSAG GSSG191cpGFP190-IZ-cc1

191cpGFP190-IZ-cc2

191cpGFP190-IZ-cc3

191cpGFP190-IZ-cc4

GSAGGG GSSGGG

GSAGGG GSSG

GSAG GSSGGG

ncpGFPn-1-IZ-cc1 GGSGG
1238n n-1

GFPuv(191-238) GFPuv(1-190)GSPRRG -GSAG-

A-type
IZ mutant

B-type
IZ mutant

-GSSG-

C-type
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(n = 76, 83, 133, 191, 212)
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 金属イオン応答コイルドコイルと 191cpGFP190 の融合蛋白質の検討を

行った。前項で述べた IZ-HH の２つめのリンカー部位に、191cpGFP190

の配列を導入した変異体（191cpGFP190-IZ-HH）の遺伝子を導入した発

現ベクターを調製し、これを大腸菌に形質転換した。この大腸菌に発現

誘導をかける際、培地に各種金属イオン（Zn2+、 Cu2+、 Ni2+）を添加し、大

腸菌内での 191cpGFP190-IZ-HH の蛍光発色の比較を行った。IZ-HH

単独では、Zn2+、 Cu2+、 Ni2+すべての金属イオンに対する配位と、それに

伴うヘリックスバンドル構造の形成が見られたことから、全ての金属イオン

に対する蛍光発色が予想されたが、興味深いことに、Cu2+に関してのみ

非常に高い蛍光発色が観測された（Fig. 11）。Zn2+は、Cu2+と比較して弱

いながらも蛍光発色が見られたが、解離定数としては Cu2+により近い値を

持つ筈のNi2+に関しては、全く蛍光発色が見られなかった。次にCu2+に関

して、培地への添加濃度と蛍光強度の比較を行った。その結果、添加濃

度の上昇に伴い、明らかな蛍光強度の上昇が見られたが、一方で 500 µM の添加においても、その値の飽和は見ら

れなかった。この蛍光発色応答の各イオンの違いに関する理由の１つとしては、今回検討を行った金属イオン間での、

膜透過性やイオン濃度調節機構の厳密さ等が考えられる。一般に Cu2+イオンも含めた遷移金属イオンは、フリーの状

態で存在するものは、１細胞あたり１つあるかどうかであると言われている。28) 一方で、一過的に細胞外での濃度上昇

の起こった際の細胞膜透過性の比較を行った場合、今回検討を行ったイオンの中で、Cu2+は比較的膜透過性が高い

と言われている。29) 今回の結果は、以前に言われていたこれらの現象をある程度反映したものではないかと思われ

る。 

３－３．ペプチドリガンドを用いた蛋白質間相互作用の調節 18) 

 ここでは、ペプチドリガンド依存的に蛋白質間相互作用を Off から On へと制御を試みた例に関して述べる。細胞内

では、個々の蛋白質が単独で機能を果たしている訳ではなく、それぞれの蛋白質どうしが相互作用を介して、互いに

干渉し合いながら調節を図っている。その際に、特定の蛋白質から始まる相互作用のみを外部刺激依存的に On-Off

できれば、細胞内でのターゲットとなる蛋白質の機能解明において、有用なツールを提供できるであろう。また一方で、

例えば大腸菌内の RNA polymerase（RNAP）のような巨大蛋白質複合体の機能調節を、任意のリガンドにより On-Off

制御できた例はあまりなく、複合体内での蛋白質間相互作用の調節で 複合体全体の機能の On-Off 調節が可能と

なれば、こちらも興味深いところであろう。これらのことを踏まえ、ここでは、T7 RNA polymerase（T7 RNAP）とその阻害

剤である T7 lysozyme の蛋白質複合体をターゲットにして、ペプチドリガンド依存的な、蛋白質間相互作用のOff から

On への制御を試みた。 

 また前の２項では円順列変異法と組み合わせた手法

の検討を行っていたが、ここでは、ペプチドリガンド

IZ-3K 依存的に構造転移を起こす IZ-DS を天然蛋白

質内に、構造変化を起こすリンカー配列として導入し、こ

の部位の大きな構造変化により、ターゲットの蛋白質の

機能調節を図る手法の検討を行った。これまでに結晶

構造解析がなされている天然蛋白質の約半分は、N-末

端とC-末端が 20Å以内にないことが知られており、30)円

順列変異を用いた手法には適応限界がある。円順列変

 

Fig. 11 Fluorescence emissions of suspended 
E. coli cells 、  harboring the 
191cpGFP190-IZ-HH gene. The potein 
expressions were induced by the 
addition of IPTG (1µM) in the LB 
medium (3 ml) without metal ion 
(left), with 500 mM Ni2+ (middle), 
and with 500 mM Cu2+ (right). 

 

Fig. 12 Schematic illustration of ligand-peptide-induced switch 
of the function of T7 RNAP/T7 lysozyme complex 

 

no metal
 ions Ni2+ Cu2+
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異を用いない手法の検討を行うことで、様々な天然蛋白質に応用可能な手法の提供が期待されるためである。 

 T7 lysozyme は５本のα－ヘリックスと１２本のβ－シートからなる１５１残基の蛋白質で、T7 RNAP への結合には、N-

末端側の Ala2、Arg3、Val4、Gln5と Val29から Glu39までが形成するα-ヘリックスが重要であることが、結晶構造解析に

より確認されている。31)また、T7 lysozyme の T7 RNAP への結合位置は、T7 RNAP の RNA 合成に関与する活性部位

と反対側に位置しており、T7 lysozyme の結合により転写反応が阻害されるメカニズムは、プロモーターに結合したコ

ンホメーションである initiation complex から、転写反応の進行が可能な elongation complex へと T7 RNAP が構造変 

化することが抑制されるためであることも知られている。これらのメカニズムを鑑みて、T7 lysozyme 配列中の３カ所

（Pro23 と Ser24の間、Glu62 と Met63の間、Lys70 と Gly71の間）を IZ-DS の導入位置の候補に挙げて、検討を行っ

た。 

 まず始めに、これらの部位にヘリックスバンドル構造を取ったコイル

ドコイルを導入した変異体を構築し、それらが高次構造を保ち、かつ

阻害活性を示すか検討を行うのに、２本のα－ヘリックスで形成する

逆平行２本鎖コイルドコイル（DC）を、IZ-DS＋IZ-3K により形成さ

れる３本鎖コイルドコイルの代わりに用いた。それぞれの変異体を大

腸菌内発現系により発現し、SDS-PAGE によりそれぞれの蛋白質の

可溶性の評価を行ったところ、Pro23 と Ser24 の間に２本鎖コイルドコイルを導入した変異体（DC-Lys23）のみ、上清

画分にみられた。これは、DC-Lys23 が、ヘリックスバンドル構造をとったコイルドコイルを含んでも、T7 lyzsozyme 部

位の立体構造が破壊されていないために可溶性を保っていることを示唆した。そこで、この変異体に関して T7 RNAP

の転写反応に対する阻害活性の評価を、通常の in vitro転写系を用いて検討したところ、IC50が 0.10 µM と、天然型

の T7 lysozyme（WT-Lys）の約半分程度の阻害活性が依然保たれていることが確認された。そこで、この位置が

IZ-DS の配列を導入するのに最適な部位であるとし、この変異体（DS-Lys23）の IZ-3K の有無による、阻害活性の

変化の評価を行った。同様に in vitro 転写系を用いて評価を行ったところ、IZ-3K がない場合には、IC50の値が、50 

µM 以上であるのに対して、IZ-3K が存在したときには、7.0 µM といったん抑えられていた阻害活性の顕著な回復が

みられた。CD スペクトルを用いた滴定実験においても、１当量の IZ-3K の添加により、ヘリックス含量の増加が飽和

する現象もみられ、構造の変化するリンカーとして導入した IZ-DS の位置に選択的に IZ-3K が結合し、それにより、

あらかじめある程度立体構造の壊されていた T7 lysozyme 部位の構造が回復し、同時に結合活性も復活したものと推

測された。以上より、外部刺激応答性を付与したコイルドコイルを利用することにより、蛋白質間相互作用の調節も可

能であることが示され、また同時に、蛋白質多量体の機能調節へも、我々の手法が応用可能であることも示せたと言

えよう。 

４ まとめ 

 以上より、外部刺激に応答しランダム構造からヘリカルバンドル構造へと大きな構造変化を起こす人工蛋白質を利

用することで、天然蛋白質に対して種々の外部刺激応答性を付与することに成功した。コイルドコイルを導入する位

置に関して、１つのターゲット蛋白質に対してある程度ランダムに検討をしていく作業はあるものの、大きく、かつ明確

な構造変化を起こす非天然の蛋白質配列を利用することで、合理的な手順に沿った機能設計が可能となったことは

興味深い。そういった意味では、今回紹介した（蛋白質）分子の機能設計は、ラショナルデザインの粋である超分子化

学そのものと著者は感じており、生体高分子の複雑な機能への憧れと模倣から始まった超分子化学が、蛋白質の新

規機能設計に指針を与える形で回帰してきていることは、非常に興味深いところである。 

 

Table 1 IC50 values of T7 lysozyme variants 

T7 Lysozyme variants IC50 

WT-Lys 0.05 

DC-Lys23 0.10 

DS-Lys23 > 50 

DS-Lys23+IZ-3K 7.0 
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外部刺激応答機能を持つ分割型タンパク質の設計に

関する試み 

東北大学多元物質科学研究所 

           坂本 清志 

             (sakamoto@tagen.tohoku.ac.jp) 
 
 
1. はじめに 

 光照射や pH 変化等の外部刺激や酵素による任意の翻訳後修飾に応じて、その機能や触媒活性をコン

トロールすることが出来るタンパク質の人工構築は、タンパク質工学やナノバイオテクノロジー分野に

おける重要な研究課題の一つである。また、そのような外部刺激応答型タンパク質は、細胞機能や生体

機能関連材料特性を時空間特異的に制御可能な人工分子スイッチとして応用が期待できる。さらに、こ

のような人工タンパク質は、特定の生体物質を検出するための分子プローブやセンサーとしても発展可

能である。本研究では、分割型タンパク質と人工の刺激応答部位を組み合わせることで、任意の外部刺

激によって自在に活性化可能な機能性タンパク質の開発を目指している。今回紹介する一連の実験では、

分割型緑色蛍光タンパク質 (Split GFP) をタンパク質側の基体として用い、非天然型光反応性部位や酵

素反応応答部位を合理的に複合化することによって、特定の外部刺激添加時や、任意の酵素存在下にお

いて蛍光強度の増加を示す GFP 変異体の作製を試みた。 

 

2. 疎水性ゲスト化合物の添加に応答する分割型 GFP変異体の構築 

2-1. β-シクロデキストリンと蛍光色素を複合化した分割型 GFP変異体の設計 

 近年のタンパク質工学の発展により、二分割した GFPの再会合を利用したタンパク質間相互作用の解

析や特異的な核酸検出システムの構築が可能と成りつつある [1-4]。しかしながら、任意の有機小分子

を認識して再構成効率と速度が向上する分割型 GFP の報告はこれまでに無い。これらの背景を踏まえ

た基礎的試みとして、ここで紹介する系では、超分子化学における代表的化合物である β-シクロデキス

トリン (βCDx) を人工の刺激応答部位として利用し、疎水性ゲスト化合物存在下、より高い蛍光強度を

示す分割型 GFP 変異体の構築を行った [5]。この実験では、Waldo らによって報告された 214 位分割

型 GFP 変異体である GFP OPT をタンパク質側の基体として利用している [6]。この変異体は、214個

のアミノ酸からなる N 末端断片 (1-214) (GFPN) と 17  残基からなる C 末断片 (214-230) (GFPC) か

ら構成され、両断片を混合することで自発的に再結合とクロムフォア形成が進行する。他の分割型 GFP 

変異体と比べて、C 末側ペプチド断片が比較的短鎖であるため、化学合成によって容易かつ位置特異的

に非天然機能団を導入することができる。この系においては、GFP OPT の C 末断片 (GFPC) の両末端

に蛍光色素である 7-diethylaminocoumarin-3-carboxylate (DC) と βCDx を複合化した (DC-M2-βCDx) 

(Figure 1)。設計上、βCDx に対する外部ゲストが無い状態において、ペプチド鎖に導入したクマリン色
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素と βCDx とが自己包摂錯体を形成し、GFP N 末断片との相互作用が阻害されるものと予想した。一

方、適切な疎水性分子の添加によって、ペプチド中の分子内ホスト・ゲスト相互作用が解消された場合、

GFP N 末断片との再結合およびリフォールディング効率が向上することを期待した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.  疎水性ゲスト分子の添加によって活性化される分割型 GFP 変異体 

 

 

2-2. 疎水性ゲスト分子添加による分割型 GFPのリフォールディング制御 

 緩衝溶液中における紫外可視吸収スペクトル、蛍光スペクトルならびに円二色性スペクトル測定の結

果、導入したクマリン機能団と βCDx とが分子内で相互作用することによって、ペプチド DC-M2-βCDx 

は分子内環状構造を形成していることが判った。この状態のペプチドに N 末断片である GFPN を加え

ても、GFP に由来する蛍光の回復は非常に遅く、両断片間の再結合が強く阻害されていることが示唆さ

れた。一方、βCDx に比較的強く相互作用することが知られている 1-アダマンタノール (1-AdOH) や

ウルソデオキシコール酸 (UDCA)、ケノデオキシコール酸 (CDCA) 等のコール酸類の存在下において

は、mature GFPに基づく波長 510 nm における蛍光強度の速やかな増加が観測された (Figure 2)。βCDx 

に対して小さな結合定数を示すデオキシコール酸 (DC) やメントールを添加しても、分割型 GFP の再

構成効率に変化は見られなかった。さらに、一定時間経過後における蛍光強度を比較した場合、ペプチ

ドに対する結合定数が大きなゲスト化合物程強い蛍光が観測されたことから、ペプチドとゲスト分子の

結合によって分子内における自己包摂相互作用が弱まり、GFPN との再結合効率やリフォールディング

の効率が向上したものと考えられた。 
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Figure 2.  疎水性ゲスト分子添加による分割型 GFP のリフォールディング制御 

 

3. 光照射によって活性化される分割型 GFP変異体の構築 

 ある特定波長領域の光照射によってその機能や構造をコントロールできるケージドタンパク質の開

発は、タンパク質フォールディング研究や細胞機能を自在にコントロールする上で重要と考えられる。

ここで紹介する研究では、人工の光応答機能団である 7-diethylamino- 4-hydroxymethylcoumarin (DECM) 

と Split GFP を組み合わせることによって、特定波長領域の光照射によって蛍光機能を回復できる GFP 

変異体の構築を試みた。この実験においても、上記の系で用いた分割型 GFP 変異体 (GFP OPT) を基体

として用いている。特定波長の光に応答する分割型 GFP を構築するために、C 末断片ポリペプチド鎖

中、222位の Glu 残基側鎖上に DECM 基をエステル結合によって導入した (cE-M2)。過去に報告され

た GFP の三次構造解析からこの Glu222 残基はタンパク質立体構造内部に存在し、GFPのクロモフォア

近傍に位置していることが明らかとなっている。従って、導入した DECM 基の立体障害によって、C 末

断片と N 末断片の再構成を阻害できるものと考えた。一方、特定波長領域の光照射下では、DECM 基

の特異的光切断が生じ、両断片間の再結合およびリフォールディング効率が向上することを期待した 

(Figure 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.  特定波長領域の光照射によって活性化される分割型 GFP 変異体 

 

 

 溶液中における蛍光スペクトル測定の結果、光照射を行っていない cE-M2 と GFPN の再構成反応は

ほぼ完全に抑制されることが判った。一方、可視光 (> 400 nm) を照射した場合、cE-M2 上の DECM 基
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が効率よく切断されると同時に (量子收率, φ = 0.06)、GFP に由来する蛍光強度の速やかな増加が見られ

た (Figure 4)。特定波長領域の光照射によって DECM 基のケージングが解除された結果、GFP 断片間

の再結合が可能となり、リフォールディングとクロモフォア形成が迅速に進行したものと考えられる。

今回得られた結果は、人工的な光反応性基を分割型タンパク質に複合化することで、タンパク質立体構

造や機能の制御が可能であることを示唆するものであると考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.  可視光照射をトリガーとする分割型 GFP の蛍光回復挙動 

 

4. リン酸化•脱リン酸化反応の検出を指向した分割型 GFP変異体の構築 

4-1.  SH2 ドメインを複合化した分割型 GFP 変異体の設計 

 生体内におけるタンパク質のリン酸化・脱リン酸化は、細胞内シグナル伝達の主要機構として重要か

つ多様な役割を担っている。従って、任意のキナーゼやホスファターゼの酵素活性を可視化・検出でき

ば、複雑な細胞内現象の一部を分子レベルで理解できるものと考えられる。以上の背景を踏まえて、こ

の実験系では分割型 GFPを利用した新規のタンパク質リン酸化・脱リン酸化反応検出系の構築を試みた。

具体的には、GFP OPTの N 末側断片に、リン酸化 Tyr 認識能を有する p85α 由来の SH2 ドメイ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 5. リン酸化•脱リン酸化反応の検出を指向した分割型 GFP変異体 
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ンを複合化した (SH2-GFPN) (Figure 5)。加えて、C 末側断片に、SH2 認識モチーフを含む配列を連結

した 2 種のペプチドを設計かつ合成した (pYP-GFPC および YP-GFPC) (Figure 5)。基質配列中のリン

酸化状態が、分割型 GFP の再構成反応に与える効果を調べるために、pYP-GFPC 中の Tyr 側鎖上には

リン酸基を導入した。 

 

4-2.  SH2 ドメインを融合した分割型 GFPの機能評価 

 初めに、SH2 ドメインを複合化した GFPN タンパク質とペプチドとの再構成過程を調べるために、

ペプチド pYP-GFPC および YP-GFPC 存在下における SH2-GFPN の蛍光スペクトルを測定した。

pYP-GFPC 存在下では、非リン酸化ペプチドである YP-GFPC と比べて、SH2-GFPNは、10倍の蛍光強

度増加を示した (Figure 6A)。この結果は，GFPN-SH2中の SH2ドメインが、特異的にリン酸化 Tyr 残

基を認識することで、GFP のリフォールディング効率や速度が向上したことを示唆する。次に、今回構

築した系を用いて、試験管内におけるキナーゼおよびホスファターゼ活性の検出を試みた。非リン酸化

ペプチドである YP-GFPC を特異的チロシンキナーゼである INSR とインキュベートし、GFPN-SH2 と

の再構成反応を行った場合、キナーゼ非存在下と比べて著しい GFP 蛍光強度の増加が見られた (Figure 

6B)。キナーゼ阻害剤であるスタウロスポリン (STS) 添加時や基質特異性の異なるキナーゼである Abl 

を用いた場合には、顕著な蛍光強度の変化は得られなかった。この結果は、INSR によって YP-GFPC 中

の Tyr 残基が配列特異的にリン酸化され、分割型 GFP のリフォールディング効率を向上させたことを

示唆している。また、リン酸化ペプチドである pYP-GFPC をチロシンホスファターゼである YOP とプ

レインキュベートし、GFPN-SH2 と混合した場合、GFP 蛍光強度の有意な減少が観測された (Figure 6C)。

以上の結果は予備的なものではあるが、将来的には、任意のキナーゼやホスファターゼの活性を定量的

に検出したいと考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. 基質ペプチドのリン酸化状態が分割型 GFP変異体の再構成反応に与える効果 

 

 

5. カスパーゼ活性の検出を指向した分割型 GFP変異体の構築 

5-1. カスパーゼ活性の特異的検出を目的とした分割型 GFP 変異体の設計 

 アポトーシスは、生物の個体発生、神経系ネットワーク構築、細胞交換および免疫系の成立等、生命

を維持していく上で重要な役割を担っている。また、アポトーシス過程の破綻は、癌、自己免疫疾患、

アルツハイマー病等の発症に密接に関与していることが知られている。細胞内におけるアポトーシス実
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行においては、システインプロテアーゼであるカスパーゼファミリーが中心的な役割を果たしている。

従って、任意のカスパーゼ活性を選択的に可視化•検出することは、アポトーシス機構を分子レベルで

解明するために重要であると考えられる。以上の背景を踏まえた基礎的研究として、この研究では、分

割型 GFP を利用したカスパーゼ活性検出システムの開発を目指している。この実験では、GFP OPT の 

C 末断片の N 末端側に、カスパーゼ 3 の基質配列 (DEVD) を付加した。さらに、ペプチドの N- お

よび C- 末端を、共有結合を介して架橋することで、環状ペプチドを構築した (cM2-Casp3) (Figure 7)。

設計上、カスパーゼの添加によって、ペプチド中の基質配列部位が特異的に切断され、GFP N 末断片と

の再結合およびリフォールディングが速やかに進行することを期待した。 

 

5-2.  分割型 GFP 変異体を用いたカスパーゼ 3 活性の検出 

 テストチューブ内において、cM2-Casp3 と GFPN を含む溶液にカスパーゼ 3 を添加した場合、カス

パーゼ 3 非存在下と比べて、GFP 蛍光強度が顕著に増加した (Figure 8)。カスパーゼ 3 阻害剤である

Ac-DNLD-CHO を添加した場

合、阻害剤濃度依存的に GFP

由来蛍光強度の減少が見られ

た。また、カスパーゼ 3 の代

わりにカスパーゼ 9 を添加し

ても、目立った蛍光強度変化は

認められなかった。従って、カ

スパーゼ  3 活性によって 

cM3-Casp3 中の基質配列部位

での選択的切断が起こり、分割

型  GFP の再構成反応と蛍光

の回復が生じたものと考えて

いる。今後、複合化した DEVD 

基質配列部分を他の酵素の認識•切断配列に置換することで、任意のプロテアーゼ活性の検出に応用し

たいと考えている。 

 

6. おわりに 

 今回の記事では、人工の外部刺激応答部位や酵素反応部位を複合化した分割型 GFP の設計と外部刺

激に依存した GFP 蛍光機能の制御に関して簡単に紹介させていただいた。今のところ、分割型 GFP の

自発的再構成反応を利用しているため、刺激入力による機能の“スイッチ•オン”のみであり、自在に

“スイッチ•オフ”することはできていない (可逆性の欠如)。また、GFP のクロモフォア形成は比較的

遅い過程であるため、刺激添加後、十分な強度のシグナルを得るために時間を要するという欠点も持つ。

今後は、分割型ルシフェラーゼやサーキュラーパーミューテイションタイプの GFP 等を利用すること

で、実際に有用な系の構築に取り組んでいきたいと考えている。また、導入する外部刺激応答部位とし

て、非天然機能団や人工アミノ酸、核酸誘導体、Single-Chain Antibody 等を用いることで、任意の外部

刺激や特定の生体物質存在下においてのみ、その機能を発現する人工タンパク質の構築を目指したいと

夢みている。 

 

Figure 7. (A) カスパーゼ 3 活性の特異的検出を指向した分割型 GFP
変異体.  (B) カスパーゼ 3 活性による分割型 GFP の蛍光機能の回復. 
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 この度は、生命化学研究レターの論文紹介への執筆機会を頂き、心より感謝致します。現在、私は京

都大学化学研究所の二木史朗教授の指導の下、DNA 結合モチーフの１つであるジンクフィンガーの

DNA結合特性に関する研究を行っております。 

 今回は、分子イメージングに関する論文を３報紹介させて頂きます。生体あるいは細胞内で特定分子

の局在や動き、機能を可視化するためには一般的に蛍光タンパク質や小分子による染色や標識が必要と

なります。これら蛍光タンパク質の中でも波長の最も長い赤外蛍光タンパク質、及び最も短い群青色蛍

光タンパク質の開発について２報、さらに従来の光学顕微鏡とは異なったアプローチにより特定の分子

を標識することなく可視化する新規イメージング技術について１報紹介させて頂きます。 

 

Mammalian expression of infrared fluorescent proteins engineered from a bacterial phytochrome. 

Shu, X.; Royant, A.; Lin, M. Z.; Aguilera, T. A.; Lev-Ram, V.; Steinbach, P. A.; Tsien, R. Y. 

Science, 324, 804-7 (2009). 

 「緑色蛍光タンパク質（GFP）の発見とその応用」により 2008年度ノーベル化学賞を受賞した１人で

ある Roger Tsien 博士はこれまでに様々な励起／蛍光波長を有する蛍光タンパク質を開発されてきまし

た。これら色とりどりの蛍光タンパク質は複数の分子を同時に観察することを可能とし、また適切な２

色の蛍光タンパク質間のエネルギー移動（FRET）を観察することにより、分子間の距離や分子内の構

造変化を評価することをも可能にしました。しかしこれまでに報告されている蛍光タンパク質は波長が

短すぎて、生体組織を深部まで可視化することには適していませんでした。可視化のためにはヘモグロ

ビンや水、脂質による吸収及び光散乱を抑えることができる 650 nmから 900 nmの光を用いることが望

ましく、そこで赤外蛍光タンパク質（IFP）の登場が切

望されていました。 

 今回、Roger Tsien博士らのグループは哺乳動物個体内

で発現し、組織の深部までを生きたまま光学的に可視化

できる新規 IFPの創製に成功しました。著者らは従来蛍

光タンパク質デザインに用いられてきたクラゲやサン

ゴ由来の骨格ではなく、Deinococcus radiodurans由来の

ビリベルジン（BV）を発色団として内包する細菌性フ

ィトクロム DrBphPに着目しました。DrBphP中の BVの

内包に必要十分である発色団結合ドメインのみを切り

出し、発色団中のピロール環の回転による非放射減衰を抑えるために近傍アミノ酸への変異導入、及び

全体へのランダム変異によって励起／蛍光波長が 684 nm／708 nmの単量体 IFPを創出しました（図 1A）。

この IFP遺伝子を肝臓に感染するアデノウイルスAd5に組み込みマウスに感染させたところ肝臓特異的

図 1 (A)赤外蛍光タンパク質の励起／蛍光スペクトル、

(B)IFP 発現マウス （論文より一部改変） 
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図 2 (A)酸性条件下での蛍光イメージング、(B)dual‒

FRET による Ca2+オシレーションと caspase‒3 活性化の

同時観察 （論文より一部改変） 

な赤外蛍光を検出することに成功しました（図 1B）。細菌性フィトクロムに類似した配列は 1500 以上

存在し、既存の骨格に捕われることなく今後さらに高感度または新規機能を付した IFPが創製されるこ

とが楽しみです。 

 

An ultramarine fluorescent protein with increased photostability and pH insensitivity. 

Tomosugi , W.; Matsuda, T.; Tani, T.; Nemoto, T.; Kotera, I.; Saito, K.; Horikawa, K.; Nagai, T. 

Nat. Methods, 6, 351-3 (2009). 

 続いては上述の紹介とは正反対の、蛍光波長が最も短い蛍光タンパク質の開発についての紹介です。

これまでにも極めて明るく成熟の早い黄色蛍光タンパク質 Venus や Ca2+インジケータタンパク質

cameleon、Pericamの開発に携わってこられた永井健治博士は、いつも講演で「主流と逆に向かうことも

大事」と仰っています。今回紹介する論文はその哲学を華麗に示された研究であると思います。 

 永井健治博士らのグループは、世の中の大半の興味が長波長の蛍光タンパク質に向かっている中、青

緑色蛍光タンパク質（CFP）をさらに改変することにより、これまでに報告されているどの蛍光タンパ

ク質よりも蛍光波長の短い 424 nmにピークを持つ蛍光タンパク質 Siriusの開発に成功しました。これま

でにGFPの 66番目のチロシンをフェニルアラニンに置換した 442 nmにピークを持つ蛍光タンパク質が

報告されていましたが、蛍光量子収率が極めて小さく生体イメージングには適すものではありませんで

した。筆者らは CFP変異体（mseCFP）の 66番目をフェニルアラニンに置換した mseCFP-W66Fを基に、

その発色団を取り囲む４アミノ酸に変異を加え、さらに 37℃における発色団形成を促進する変異及び、

全体へのランダム変異によって蛍光ピークを 424 nmに持

つ、明るい群青色蛍光タンパク質を得ることに成功し

Sirius と名付けました。この大きな低波長側へのシフトに

よって、CFP、YFP及び RFPとの４色での同時イメージン

グが可能となりました。Sirius は蛍光波長が短いのみなら

ず、多くの蛍光タンパク質は酸性化で蛍光性を喪失するの

に対し、pH3‒9という広範なプロトン濃度において安定し

て蛍光を放出するという特筆すべき性質を有します。この

特徴を利用して筆者らは、最終的に酸性条件になるファゴ

ソームによる貪食の全過程を可視化することに成功しま

した（図 2A）。さらには Siriusは mseCFPの FRETドナー

として優れており、Sapphire‒DsRedの FRETペアと同時に

用いることで、１励起‒４蛍光測定による dual‒FRETが可

能となります。このシステムを用いることで、TNF-alpha

刺激によるアポトーシス誘導における Ca2+オシレーショ

ンと、caspase-3 の活性化の同時観察に成功しました（図

2B）。この dual‒FRETシステムは１細胞内における種々の

生物学的現象のみならず、それらの現象間のダイナミックな関係性を明らかとする可能性をもつもので、

極めて有力なツールとなって行くのではないでしょうか。 
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Label-free biomedical imaging with high sensitivity by stimulated Raman scattering microscopy. 

Freudiger, C. W.; Min, W.; Saar, B. G.; Lu, S.; Holtom, G. R.; He, C.; Tsai, J. C.; Kang, J. X.; Xie, X. S. 

Science, 322, 1857-61 (2008). 

 ここまで２報、「標識のため」の蛍光タンパク質の開発の論文を紹介しましたが、最後に「標識する

ことなく」特定分子を可視化する新規イメージング技術について紹介させて頂きます。 

 Sunney Xie博士らのグループはこれまでにラマン効果を応用することで「標識することなく」高分解

能、高感度なイメージング技術を開発してきました。ラマン散乱は入射光の波長に依存しないため、顕

微鏡に応用した際にも高分解能を確保できますが、自然発生的ラマン散乱は頻度が低いため生体や生細

胞を観察することは困難です。そこで CARS（Coherent anti-Stokes Raman Scattering）の利用が考えられ

ました。CARSとは、２種の異なった波長のパルスレーザー（Pump laserと Stokes laser）を試料に照射

した場合、入射光のエネルギーの差が特定の分子振動の周波数と等しくなったとき、anti-Stokes 線の強

度が著しく増強される現象を指します（図 3A）。この CARSシグナルつまり anti-Stokes線を検出するこ

とで、特定の化合物を観察することが可能となります。これまでに CARS顕微鏡を用いた生体分子の観

察が多く行われてきましたが、CARSスペクトルは非共鳴性のバックグラウンドを含んでしまうために

自然発生的ラマンスペクトルとは一致しません。このことが

スペクトルの帰属を複雑にし、検出感度に限界を与えていま

した。そこで著者らは今回 SRS（Stimulated Raman Scattering）

を応用した顕微鏡の開発を試みました。CARSでは anti-Stokes

線の強度を検出していたのに対し、SRS では pump laser 強度

の減少(SRL)、あるいは Stokes laser強度の増強(SRG)を検出す

るため、非共鳴性のバックグラウンドの影響を受けません（図

3B）。さらに、強度変化を直接検出するのではなく、Stokes laser

を周期的に変調させ、その周波数と SRL の周波数が一致する

か否かでシグナルを検出する方法を考案し、生体試料での極

めて微弱なシグナルでも観察可能なシステムを構築しました

（図 3C）。 

 著者らはこのシステムを用いることで、非標識、非染色で

の生細胞による不飽和脂肪酸の取り込み、神経細胞、皮膚組

織のイメージングに成功しました。さらに皮膚浸透賦活薬で

ある DMSO とニキビなどの治療に用いられるレチノイン酸

（RA）の２種の薬物の皮膚浸透のドラッグデリバリーのモニ

タリングを試みました。その結果、親水性の DMSOはタンパ

ク質相を通って皮膚へ 60 µm 以上の浸透すること、また脂質

との２色同時観察により脂質画分には不溶であることが観察

されました。一方疎水性の RAは表皮中、角質細胞間の脂質

に富む領域から浸透することが観察されました（図 3D）。特

に標識をつけることで本来の生物学的な機能を変えてしま

う恐れがある、代謝産物や薬剤といった小さな分子のイメー

ジング技術として今後需要が高まってくることが予想され、ますますの技術の発展が期待されます。 

図 3 (A, B, C)SRS 顕微鏡の原理、(D)非標識の DMSO、

RA、脂質のイメージング （論文より一部改変） 
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岩﨑 一浩（いわさき かずひろ） 
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この度は生命化学研究レターの論文紹介「気になった論文」の執筆機会を賜り、心から感謝いた

します。私は現在、東京大学先端科学技術研究センターの菅裕明教授の下、癌に関連したタンパク

質を標的とした特殊ペプチド阻害剤の探索を mRNAディスプレイ法により行っております。 

mRNAディスプレイ法とは、遺伝型（DNA、RNA）と表現型（ペプチド、タンパク質）を 1対 1

に対応付けし、遺伝型の情報から活性のあるペプチドやタンパク質のアミノ酸配列を同定する技術

の一つで、その他にファージディスプレイ法やリボソームディスプレイ法などがあります。近年、

ディスプレイ法と様々な技術を組み合わせることにより、より活性の高いペプチドやタンパク質を

得ようとする試みがなされています。そこで今回は、今年発表された論文の中から、それぞれ①架

橋剤の添加による二環性ペプチドの形成技術、②遺伝暗号拡張による特殊アミノ酸の導入技術、③

マイクロ流路と組み合わせたディスプレイ法に関する 3報を紹介したいと思います。 

 

Phage-encoded combinatorial chemical libraries based on bicyclic peptides. 

Heinis, C.; Rutherford, T; Freund, S.; Winter, G. 

Nat. Chem. Biol. 5, 502-507 (2009). 

 まず、架橋剤の添加により得られる二環性ペプチ

ドを用いたファージディスプレイ法の論文を紹介

します。ペプチドは直鎖状よりも一環性、一環性よ

りも二環性と、構造が硬くなるにつれて、標的との

結合の際の構造変化によるエントロピーの損失が

小さくなり、より強く標的に結合できると考えられ

ます。実際これまでにファージディスプレイ法によ

り得られた阻害ペプチドの多くで、ジスルフィド結

合による環構造が見られ、環構造による結合能の上昇が示唆されます。本報ではこのことを踏まえ、

二環性ペプチドのセレクションを行いました。 

システイン残基を 3 つ有し、その間に 6 残基のランダム配列を 2 つ有するペプチドライブラリ

（Cys-(Xxx)6-Cys-(Xxx)6-Cys）を設計し、これをファージに提示させた後、トリス‐(ブロモメチル)

ベンゼン（TBMB）を加えることで、二環性ペプチドが得られます（図 1）。このライブラリを用い、

ヒト血漿カリクレインを標的タンパク質としてファージディスプレイ法によりセレクションを行

ったところ、IC50が 400 nM のペプチドが得られました。さらに強い阻害ペプチドを得るため、得

られたペプチドの一部をランダムなアミノ酸配列にしたライブラリを用意しました

（Cys-Ser-Asp-Arg-Phe-Arg-Asn-Cys-(Xxx)6-Cys）。このライブラリを用い、もう一度セレクションを

図 1 二環性ペプチドの調製 
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行うことで、IC50が 20 nM、Kiが 1.5 nMという、ヒト血漿カリクレインを効果的に阻害するペプチ

ドの獲得に成功しています。さらにこのペプチドは、TBMBの添加による二環の形成により高い阻

害活性を示します（二環を形成していない直鎖状のペプチドに比べて 5000倍以上）。この結果から、

本方法論により二環性の活性ペプチドが獲得できることがわかりました。今後、二環性ペプチドを

様々な標的に対する薬剤候補とすることで、強力な活性を有するペプチドが得られるかもしれませ

ん。 

 

Evolution of proteins with genetically encoded “Chemical Warheads” 

Liu, C. C.; Mack, A. V.; Brustad, E. M.; Mills, J. H.; Groff, D.; Smider, V. V.; Schultz, P. G. 

J. Am. Chem. Soc. 131, 9616-9617 (2009). 

次に、20 種類の天然アミノ酸と 1 つの特殊アミノ酸を導入した、21 アミノ酸によるファージデ

ィスプレイ法に関する論文を紹介します。通常のファージディスプレイ法では、大腸菌内に特殊ア

ミノ酸特異的なアミノアシル tRNA合成酵素および tRNAが存在しないため、特殊アミノ酸を有す

るペプチドをファージに提示することはできません。しかし筆者らのグループは 2008 年、

Methanococcus jannaschii由来のアンバーサプレッサーチロシル tRNAとチロシル‐tRNA合成酵素

を用いることにより、大腸菌内でアンバーコドン（TAG）に対応して p‐ボロノフェニルアラニン

（BF）を導入し、ファージに提示することに成功しています（Boro-X-E. coli）。BFはジオールと反

応してボロネートエステルを形成することができ（図 2a）、BFを有するペプチドはジオールを有す

る標的に対して強く結合することが期待できます。 

 

 

 

 

 

 

 

そこで今回、single-chain variable fragment（scFv）内に 6残基のランダム配列を有するライブラリ

を作製し、Boro-X-E. coliを用いたファージディスプレイ法により、D‐グルカミン（図 2b）を標的

としたセレクションを行いました。その結果、最初に設計したライブラリでは、TAGの出現率、す

なわち、BFを含むペプチドの割合が 17%でしたが、3ラウンド目では 83%まで上昇しました。3ラ

ウンド後に得られた scFvのアミノ酸配列には相同性が見られませんでしたが、D‐グルカミン特異

的に結合し、BFだけでなく BF以外のアミノ酸もその結合能と選択性に寄与していることがわかり

ました。さらに、scFvに対応した antigen binding fragment（Fab）を調製し、酵素免疫測定法（ELISA）

により D‐グルカミンとの結合能を評価したところ、BF の代わりにチロシンを有する Fab に比べ

て、BFを有する Fabは約 5倍の結合能を示し、BF依存的に抗体の結合能が上昇することがわかり

ました。この結果は、20種類の天然アミノ酸だけでは達成できない新規の薬剤を生み出す道を開き、

今後特殊ペプチドの利点を活かした創薬が期待されるでしょう。また、今回のボロネートエステル

は可逆的な結合ですが、標的と不可逆的な結合を形成する特殊アミノ酸を用いれば、より強力な薬

剤の獲得が可能になるかもしれません。 

図 2 a) ボロネートエステルの形成 b) D‐グルカミン 
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Rapid antibody selection by mRNA display on a microfluidic chip. 

Tabata, N.; Sakuma, Y.; Honda, Y.; Doi, N.; Takashima, H.; Miyamoto-Sato, E.; Yanagawa, H. 

Nucleic Acids Res. 37, e64 (2009). 

 最後に、マイクロ流路を用いた mRNA ディスプレイ法に関する論文を紹介します。mRNA ディ

スプレイ法はファージディスプレイ法に比べ、扱えるペプチドライブラリの多様性の面で優位性が

あります。ファージディスプレイ法の多様性が 108～109程度であるのに対し、mRNAディスプレイ

法の多様性は 1013～1014程度です。通常のセレクションでは濃縮効率が 1 ラウンドで 10～103倍で

すので、活性種の濃縮には、ファージディスプレイ法で 3～8 ラウンド、mRNA ディスプレイ法で

5～13 ラウンドかかることになります（もちろん標的や条件によって変わりますが）。すなわち、

mRNAディスプレイ法では多様性が大きい分、活性種の濃縮に多くのラウンド数が必要ということ

になります。この論文では、マイクロ流路を mRNAディスプレイ法に用いることで、濃縮効率を 1

ラウンドで 106～108倍にし、1～2ラウンドで活性種を濃縮することに成功しています。 

健常人のリンパ球由来の抗体遺伝子を基に構築

された scFvライブラリを用い、p53（ヒト癌抑制タ

ンパク質）および MDM2（ヒト癌関連タンパク質）

をモデル抗原として、マイクロ流路を用いた mRNA

ディスプレイ法によりセレクションを行ったとこ

ろ（図 3）、2ラウンド後にそれぞれ 1種類および 2

種類の活性種が得られました。これらの scFvはいず

れも高い結合能を示すものの、抗原に対する特異性

が低いものでした。そこで、1 ラウンド後の活性種

を調べることにより、それぞれ 22 nMおよび 5.9 nM

の KD（= koff/kon）を有する抗原特異的な scFvを獲得

しました。ここで得られた MDM2に結合する scFvに対して、さらに人工的なランダム変異を導入

したライブラリを作製し、同様にセレクションを行いました。この際、反応場としてマイクロ流路

を用いた利点を活かし、速い流速により反応時間を短くすることで、高い konの scFvが選択されや

すい条件、および、洗浄操作を長時間行うことで、低い koffの scFvが選択されやすい条件によりセ

レクションを行いました。その結果、KDが 0.7 nMという非常に強力な scFvの獲得に成功しました。

セレクションの戦略通り、この scFvは元となった scFvに比べてより高い kon、より低い koffを示し

ました。一方、濃縮効率が大幅に向上したことに関して、筆者らは予想外としながらも、標的タン

パク質を固定化したチップが負に帯電しており、mRNAの負電荷との反発により非特異吸着が抑え

られたためではないかと考察しています。いずれにしても、マイクロ流路を組み合わせた mRNA

ディスプレイ法を用いることで、場合によっては活性種の濃縮に 10 ラウンド以上も要するセレク

ションの操作が、たった 1～2 ラウンドの操作に短縮され、なおかつ十分強力な抗体の獲得が可能

であることが示唆されました。このことは抗体作製のハイスループット化を意味し、これまでの抗

体作製に要した時間と労力が大幅に短縮されることが期待されます。 

図 3 マイクロ流路を用いた mRNA ディスプレイ法の模式図 
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第 12 回 生命化学研究会 

～化学者だからできる生命科学～ 

 

主催 日本化学会フロンティア生命化学研究会 

会期 2010 年 1 月 8 日（金）～9 日（土） 

会場 芦原温泉 清風荘（福井県あわら市温泉３丁目，TEL 0776-77-2500） 

   http://www.seifuso.com/  

 

○タイムスケジュール： 

１月８日（金） 

13:00-16:45 招待 / 依頼講演（3 件） 

・「非天然アミノ酸導入技術のタンパク質の構造機能解析への応用」芳坂貴弘（JAIST） 

・「アルツハイマー病関連ペプチド凝集の解析と制御」今野 卓（福井大医） 

・「Garage Chiba における Evolutionary Synthetic Biology」梅野太輔（千葉大工） 

17:00-18:00 ポスターセッション（20 件程度） 

19:00～ 夕食＆フリーディスカッション 

１月９日（土） 

9:00-13:45 招待 / 依頼講演（4 件） 

・「生命現象解明ツールとしてのジンクフィンガー型人工転写因子の創製」今西未来（京大化研） 

・「励起子相互作用：新しい光化学制御法による核酸イメージング」岡本晃充（理研）  

・「階層的な組織化による化学ナノ空間の創製」田中健太郎（名大院理） 

・「イメージングを活用した糖鎖の in vivo 生体分子科学」深瀬浩一（阪大院理）  

 

● 会費：参加登録費 7,000 円，宿泊費（食事代込）13,000 円 (当日徴収) 

● 参加申込：氏名・所属・役職（学年）・E-mail アドレス・ポスター発表の希望の有無を明記の

上、11/30（月）までに、下記の連絡先へ申し込み下さい。 

● カニ料理が苦手な方は、事前に申し出てください。 
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● 交通情報：http://www.seifuso.com/access.html 

 

問い合せ・連絡先： 

〒819-0395 福岡市西区元岡 744 番地  

九州大学大学院工学研究院 応用化学部門 松浦和則 

Phone : 092-802-2833   Fax : 092-802-2839  

E-mail: ma2ra-k【atmark】mail.cstm.kyushu-u.ac.jp 

（【atmark】は半角文字の@を手入力して下さい） 

 

第 12 回生命化学研究会 in 芦原温泉 世話人 

松浦和則（九大院工）・三浦佳子（JAIST） 

 

 

 

 

 

 

 

受 賞 
	
  
	
  

山東信介（九州大学稲盛フロンティア研究センター） 

平成 20 年度 日本化学会 進歩賞 

「生体分析を目指した機能性核酸システムの創製」 

（2009 年 3 月 28 日、日本化学会春季年会において受賞）	
  
 

 

 

 

 

異 動 
 
 

山東信介 

九州大学稲盛フロンティア研究センター  

次世代機能性分子超構造研究部門 

〒819-0395 福岡市西区元岡 744  

TEL:092-802-6960 

FAX:092-802-6960 

E-mail: ssando@ifrc.kyushu-u.ac.jp
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      編集後記 
 
 

 ここに生命化学研究レターNo.31をお送りします。今回も、執筆者の皆様および編集委員の皆様のご協
力もあり、何とか編集作業を終えることができました。心からお礼申し上げます。9月上旬に東京大学駒場リ
サーチキャンパスコンベンションホールにて第2回スイス-日本生命化学シンポジウム(SJBCS2009)が開催さ
れました。この会議の第1回会議は2年前の2007年にスイスのローザンヌにて開催されたものです。スイスか
らの参加者16名を加えて、総勢140名にのぼる生命化学研究者が集まり、非常に有意義な会議となりまし
た。今回の会議を通じてスイス、日本両国における生命化学研究の質の高さを十分に感じることができ、非

常に有意義な2日間を過ごすことができました。詳細は、ベルン大学のJean-Lous Reymond教授による巻頭
言にも書かれていますので、そちらもご覧ください。なお、次回の第3回シンポジウムは2年後にスイスで開
催される予定です。 
 

 平成21年10月31日 

 円谷 健 
 大阪府立大学大学院理学系研究科 
 （tsumu@b.s.osakafu-u.ac.jp） 
 

 編集担当 
 井原敏博（熊本大学） 
 大神田淳子（大阪大学） 
 




