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研究背景 

生体内で行われる代謝反応は、エネルギーを利用した、クリーンで高効率な物質生

産システムであるため、代謝反応を活用した物質生産は、持続可能な社会の実現のため

に重要である。代謝反応は、酵素が関与する並列した多段階の反応で成り立っており、

その反応は、シグナル伝達によって時空間的に厳密に制御されている。したがって、シ

グナル伝達機構を解明することが、代謝反応を理解し、活用するためには重要である。

細胞内シグナル伝達は、酵素やチャネルなどが、イオンや生体小分子との反応や結合に

より活性化され、機能することで下流へと進行していく。したがって、シグナル伝達機

構を解明していくためには、チャネルや酵素などのタンパク質の活性化機構と、イオン

や生体小分子などのセカンドメッセンジャーの挙動を、解明することが重要である。 

タンパク質の活性化に伴う構造変化の解明のために、NMR 法、Cryo-EM 法や X 線結

晶構造解析などにより、様々なタンパク質の構造情報が取得されている。しかし、これ

らの手法は、サンプル調製や測定が困難であり、未だに数多くのタンパク質の構造変化

が不明なままである。そのため、従来法とは異なる、簡便な構造変化の確認手法が望ま

れる。 

また、セカンドメッセンジャーの挙動解明には、標的を生きた細胞内で可視化し、リ

アルタイムに追跡することが必須である。蛍光タンパク質を用いたバイオセンサーは、

高い時空間分解能、生体適合性や長時間測定が可能であるなどの利点から、生細胞内で

の非侵襲的な、多くのセカンドメッセンジャーの可視化に用いられてきた。蛍光タンパ

ク質型バイオセンサーは、蛍光タンパク質に機能性タンパク質を組み合わせて構築され

る。そして、機能性タンパク質が標的と結合や反応をすることで構造を変化させて、そ

の変化を蛍光団に伝達することで、蛍光強度の変化として検出する。したがって、蛍光

タンパク質型バイオセンサーを構築するには、標的との相互作用に伴う機能性タンパク

質の構造変化の情報が必要であるとともに、蛍光応答変化を誘起できる大きな構造変化

を伴う機能性タンパク質の選出が重要である。しかし、上述のように、目的の標的と相

互作用する機能性タンパク質の構造変化の情報が、必ずしも得られているとは限らない。

また、全てのタンパク質が大きな構造変化を示すとは限らず、これらの情報の乏しさが

蛍光タンパク質型バイオセンサーの開発を困難にしている一因である。標的認識タンパ

ク質の構造変化が不明もしくは微小な場合でも、機能性タンパク質を蛍光タンパク質の



蛍光団の近傍に導入することで、構造変化を効率的に蛍光変化へと変換する試みも行わ

れている。しかし、依然として、その最適化には多くの誘導体の作製や多段階にわたる

スクリーニングが必要不可欠である。したがって、蛍光タンパク質型センサーをより広

汎に利用していくためには、構造情報が不足している機能性タンパク質を標的認識部位

に用いた場合も、効率的にバイオセンサーを作製できる一般的な設計指針が必要である。 

 

本研究の目的と結果 

本研究では、シグナル伝達機構の解明を促進するための手法として、蛍光タンパク

質を用いて、タンパク質の機能発現に伴う構造変化を可視化する手法と、バイオセンサ

ーを作製する迅速で簡便なスクリーニング法の開発を目的とした。 

第二章では、チャネルタンパク質 TRPC5 が一酸化窒素 (NO)に応答した際に誘起さ

れる構造変化を、蛍光タンパク質により可視化した。TRPC5 は、セカンドメッセンジャ

ーである NO と反応し、チャネルが開口することで、Ca2+の流入を細胞外から細胞内へ

と促し、シグナルを伝達する。その活性化機構として、Cys553 が NO によりニトロソ

化された後、近傍の Cys558 と分子内ジスルフィド結合を形成することにより誘起され

る構造変化が、予想されている。TRPC5 の Cryo-EM 画像も得られているものの、具体

的な構造変化の情報は不明なままである。そこで、本研究では Cys553 と Cys558 を含

み、チャネル pore を形成する TRPC5 部分構造を、蛍光タンパク質 EGFP の蛍光団近傍

に導入した EGFP-TRPC5 を作製した。蛍光団近傍に導入することで、たとえ TRPC5 の

不明な構造変化が微小であった場合でも、効率的に蛍光検出可能と考えた。実際に、チ

オール基濃度定量と蛍光強度の測定から、NO に応答したジスルフィド結合形成による

蛍光強度比の増加が観測された。即ち、Cys553 と Cys558 によるジスルフィド結合の形

成により、TRPC5 部分構造の構造が変化し、その構造変化が蛍光タンパク質の蛍光団

まで伝播するということである。このことから、TRPC5 のジスルフィド結合形成によ

り、チャネル pore まで構造変化を誘起されることが確認され、予想される TRPC5 の開

口機構を支持する結果となった。 

第三章では、蛍光タンパク質を用いたバイオセンサーの蛍光強度変化を増大させる

ための、簡便な二段階スクリーニング法を開発した。第二章で作製した EGFP-TRPC5 の

NO に応答した蛍光強度変化は、微小ではあったが、EGFP-TRPC5 をもとにして NO バ

イオセンサーが構築できる可能性を示唆した。そこで、EGFP-TRPC5 を NO バイオセン

サーとして構築するために、蛍光強度変化の増幅を試みた。TRPC5 部分構造を短くし、

Cys553 と Cys558 のジスルフィド結合形成部位を EGFP に近づけることで、ジスルフィ

ド結合形成に伴う構造変化が、より効率的に EGFP に伝わり、蛍光変化が増大すると考



えた。しかし、TRPC5 部分構造を N 末端と C 末端の両端あるいは片端から、一アミノ

酸ずつ短くしていくだけでも、計 47 個もの候補が考えられる。従来のスクリーニング

法では、数多くの変異体を実際に作製し、何段階もの機能検証を経て最適化する。本手

法では、一段階目に in silico での分子モデリングを用いたスクリーニングを行うことで、

実際に作製する変異体の数を絞り、迅速で簡便にスクリーニングを行った。47 個の変

異体のジスルフィド結合形成前後の構造を、分子モデリングにより予測した。さらに、

ジスルフィド結合形成前後の TRPC5 部分構造の差を、RMSD で数値的に推測すること

で、効率的に、蛍光強度変化の増大が期待される 10 個の変異体を選出した。二段階目

として、ジスルフィド結合を形成した変異体を実際に作製し、ジスルフィド結合開裂に

よる蛍光強度変化を評価した結果、3 つの変異体が EGFP-TRPC5 より 2〜4 倍の大きな

蛍光強度変化比を示すものとして獲得した。 

第四章では、第三章で得た 3 つの変異体が、実際に NO バイオセンサーとして機能

するかを、試験管内で評価した。過去に開発された蛍光タンパク質型 NO バイオセンサ

ーは、検出の原理上、細胞外から過剰の Fe2+の添加が必要であり、細胞への毒性が懸念

される。それに対し、第三章で得た３つの変異体が、ジスルフィド結合形成により NO

を検出すれば、添加物を必要としない NO バイオセンサーとして機能する。3 つの変異

体に対して、チオール基濃度定量と蛍光強度測定を行ったところ、ジスルフィド結合形

成により蛍光強度比が増加し、NO を検出することが確認された。また、これらの変異

体は EGFP-TRPC5 と同様に、H2O2に対しても応答することが確認された。以上から、

3 つの変異体は、H2O2センサーと併用することで、添加物を必要としない NO バイオセ

ンサーとして機能することが期待された。 

第五章では、第三章、第四章で作製し評価した変異体が生細胞内でバイオセンサー

として機能するかを検証した。HEK293 細胞内において変異体が充分な蛍光強度を示す

ことが確認された。続いて、変異体を発現させた HEK293 細胞に、外部から H2O2を添

加すると、試験管内での結果と同じ程度に蛍光強度比が増大することが確認された。こ

れらの結果から、変異体がレドックスセンサーとして細胞内で利用できることがわかっ

た。 

 

総括 

本研究では、蛍光タンパク質型バイオセンサーの検出原理をもとにして、チャネル

タンパク質 TRPC5 の予想される構造変化を、蛍光タンパク質を利用して簡便に検出す

る手法を開発した。これにより、蛍光タンパク質が、タンパク質の機能発現に伴う構造

変化情報を可視化するために利用できるという新しい視点を示した。また、蛍光タンパ



ク質型バイオセンサーを構築する際に、蛍光応答性が増大したセンサーを得る新たなス

クリーニング法を開発した。スクリーニングの第一段階で、in silico シミュレーション

を用いた RMSD を利用することで、試験管内で変異体を作製して評価する従来のスク

リーニング法に比べて、効率的にセンサーの候補となる変異体を選出することができた。

また、選出した変異体は実際に NO バイオセンサーとして機能し、最大で４倍の蛍光応

答の増幅を示した。選択性の改良は図れなかったものの、この二段階スクリーニング法

は、蛍光タンパク質型バイオセンサーの、迅速で簡便な蛍光応答性の増大を可能とする

と期待される。さらに、作製したバイオセンサーは、実際に細胞内でも機能することを

示し、このバイオセンサーが細胞内のシグナル伝達解明に貢献すると期待される。本研

究で開発した二段階スクリーニング法は、一般的な蛍光タンパク質型バイオセンサーの

構築にも不可欠な、標的認識部位の導入位置の最適化に適用できるため、効率的な蛍光

タンパク質型バイオセンサー構築を促進するものである。特に標的認識部位の構造変化

情報が乏しい場合に有効であるため、今後細胞内でのバイオエネルギー利用過程に関与

する数多くのタンパク質の機能検証を加速すると期待出来る。 
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