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研究成果の概要（和文）：ビオチン化反応は、ビオチン化酵素（BPL）が、その基質タンパク質

（BCCP）のリジン残基にビオチンを固定化する反応である。古細菌の Sulfolobus tokodaii 由
来のビオチン化反応は、反応後酵素であるBPLが、その反応生成物であるビオチン化されたBCCP

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、この特異なビオチン

化反応を利用した細胞内の ATP 検出システムの構築について検討を行なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the biotinylation reaction, biotin protein ligase (BPL) mediates the attachment of 
biotin to a specific lysine residue of biotin carboxyl carrier protein (BCCP). The 
biotinylation reaction from thermophilic archaeon Sulfolobus tokodaii has a unique 
characteristic that the enzyme BPL forms a stable complex with its product, biotinylated 
BCCP. In the present work, we have developed a detection system for ATP with this unique 
biotinylation reaction.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞内の ATP量は生細胞では一定に保たれて
いるが、細胞が死滅すると細胞内の分解酵素
の作用によりその量は急激に減少する。従っ
て、細胞内の ATP 量は細胞生存性と相関があ

り、ATP 濃度測定により生菌数の推定が可能
である。また、細胞内 ATP 量をリアルタイム
でモニターすることにより、アポトーシス等
の細胞死の過程を研究することも可能であ
る。現在、ATP の測定に一般的に用いられて



いる手法は、ルシフェラーゼの発光反応を利
用したものである。しかしながらこの手法で
は、基質となる ATP が消費されると発光が起
こらなくなるため、持続的に発光させるため
には ATPを再生させる酵素反応系を組み合わ
せる必要がある。また、細胞内での ATP の測
定では、基質であるルシフェリンを添加する
必要があるため、ルシフェリンそのものによ
る細胞毒性が問題となる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではルシフェラーゼを利用した検出
系とは原理の異なる ATP検出システムの開発
を目的として研究を行なった。本研究では、
特異なビオチン化反応と、蛍光タンパク質間
の蛍光共鳴エネルギー移動を組み合わせた
ATP 検出システムの構築について検討を行な
った。本システムでは、基質となる ATP が消
費されても、持続的に蛍光が観察できるため、
ルシフェラーゼの系で必要とされる ATP再生
系を必要としない。また、細胞内での観察で
は、細胞毒性の可能性のあるルシフェリンな
どの基質の添加を必要としない。 
 
３．研究の方法 
ビオチン化反応は、ビオチン化酵素（BPL）
が、その基質タンパク質（BCCP）のリジン残
基にビオチンを固定化する反応である。古細
菌の Sulfolobus tokodaii 由来のビオチン化
反応は、反応後酵素である BPL が、その反応
生成物であるビオチン化された BCCP 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、この特異なビオチン
化反応を利用した細胞内の ATP検出システム
の構築について検討を行なった。すなわち、
BPL と BCCP 間の安定な複合体形成反応は、基
質である ATP が存在して初めて起こるため、
この複合体形成反応を何らかの形でモニタ
ーすることにより、ATP の存在をモニターす
ることが可能である。具体的には、BCCP と 
BPL に関して、それぞれ蛍光ドナーおよびア
クセプターとなる蛍光タンパク質との融合
タンパク質として発現させて、BPL と BCCP 間
の複合体形成に伴う蛍光共鳴エネルギー移
動（FRET）を利用した ATP 検出システムの構
築について検討を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) BPL 及び BCCP と蛍光タンパク質の融合体
の構築 
ビオチン化反応を利用した ATP検出システム
を構築するには BPL 並びに BCCP に関して、
蛍光タンパク質との融合体を作成する必要
がある。そこで、まず大腸菌系での各融合タ
ンパク質の発現系の構築について検討を行
った。まず BPL に関して EGFP との融合体の
構築について検討を行ったところ、BPL の C

末端には EGFP は導入できないが、N末端には
導入できることがわかった（図１）。さらに
BPLとEGFP間を繋ぐリンカーの長さが融合タ
ンパク質の発現に大きく影響することがわ
かった。また EGFP と融合させた BPL はその
酵素活性を維持しており、さらに、ビオチン
化反応に伴う BCCP との複合体形成能も維持
していることが確認できた。一方で、BCCP と
EBFP との融合体の構築についても検討を行
った（図１）。BCCP に関しては、全長が 167
残基からなるタンパク質であるが、ビオチン
化に必要なのは C 末端側の 70 残基程度であ
ることがわかっている。そこで、BCCP の C 末
端側ドメインと EBFP の融合体を構築した。
この BCCP の融合タンパク質が、BPL に対する
基質として機能し得るかどうかの確認を行
ったところ、実際に BPL によってビオチンの
付加が起こり、基質活性を維持していること
が確認できた。さらに、BPL と BCCP の融合タ
ンパク質同士を使ってビオチン化反応を行
ったところ、反応に伴い両タンパクが会合す
ることが確認できた。 
 

 

 
図１ BPL及びBCCPと蛍光タンパク質の融合
体 
 
(2) BPL 及び BCCP の蛍光タンパク質との融合
体を利用した ATP の検出 
BPLとBCCPの両融合タンパク質の系について、
蛍光発光スペクトル及び励起スペクトルを
測定したところ、蛍光タンパク質単独の場合
と同様の発光能を有することが確認できた。
両融合タンパク質を混合し、ATP 添加後の蛍
光スペクトル変化を観察したところ、期待通
り BPL と BCCP 間の複合体形成反応に伴う、
EBFPからEGFPへのFRETが確認できた（図２）。
この反応の温度依存性を確認したところ、室
温付近でも迅速に FRET が起こり、非常に速
やかにビオチン化反応が起こることがわか
った。より FRET 効率の高い系の構築を目的
として、BCCP と EBFP の融合タンパクに関し
て、その融合部位や両タンパク間をつなぐリ
ンカーの長さについて検討を行った。その結
果、リンカーが長い方が FRET 効率が高く、
また BCCP を EBFP の N末端に導入した方が同
じく効率が高いことがわかった。FRET 効率の
最も高かった系に関して、様々な ATP 濃度条
件下における EGFP と EBFP の蛍光強度比を測
定し、ATP の検量線を作成した。その結果、



少なくとも 0.1 μM～10 μMの濃度範囲にお
いて ATPの検出が可能であることがわかった
（図３）。 
 

 

図２ ATP 添加後の蛍光スペクトル変化 

 

 

図３ ビオチン化反応系を利用した ATPの定

量 

 

 (3) 細胞系での ATP 検出系の構築に関する
検討 
BPL と EGFP の融合タンパク質、及び BCCP と
EBFP の融合タンパク質を用いて、細胞破砕溶
液中に含まれる ATP の検出を試みた。細胞破
砕溶液中に ATP を添加して、BPL と BCCP のそ
れぞれの融合タンパク質を用いて、ビオチン
化反応を行なったところ、EBFP から EGFP へ
の FRET が確認できた。このことより、細胞
成分が共存する条件下でも特異的にビオチ
ン化反応が起こり、FRET を指標とした、ATP
の検出が可能であることがわかった。次に、
ヒト細胞系における ATPの検出系の構築を目

的として、まず BCCP と EGFP のヒト細胞中で
の発現系を構築した。この際、元々の古細菌
由来の BCCP に関してコドンの使用頻度を確
認したところ、ヒト細胞系での発現が困難で
あることが推測されたため、ヒト細胞での発
現に最適化したコドンを有する BCCP 遺伝子
を作製した。このコドンを最適化した BCCP
を、EGFP の N末端に連結した融合タンパク質
の発現プラスミドを作製し、HEK293 細胞に対
してトランスフェクションを行なった。細胞
を蛍光顕微鏡で観察したところ、EGFP 由来の
蛍光が観察でき、ヒト細胞内においても目的
の融合タンパク質が発現することが確認で
きた。同様に BPL に関してもコドンを最適化
した遺伝子を作製し、ヒト細胞系での発現系
を構築した。さらに、HEK293 細胞の表層にお
けるビオチン化反応の確認を行なった。すな
わち、膜タンパク質と BCCP の融合タンパク
質を HEK293 細胞上に発現させ、蛍光標識化
した BPL を用いて、ATP 共存下ビオチン化反
応を行なった。その結果、期待通り細胞表層
から蛍光色素に由来する蛍光が観察できた
（図４）。一方で ATP 非共存下ではこのよう
な蛍光は観察できなかったため、細胞表層に
おいても ATPを検出することが可能であるこ
とがわかった。 
 

 
 
図４ ビオチン化反応後の HEK293 細胞の 

蛍光顕微鏡による観察 
 
 
(4) 得られた成果の国内外での位置づけ、今
後の展望 
本研究では、特異なビオチン化反応を利用し
た ATP検出システムの構築について検討を行
なった。本検出システムは、これまでに例の
ないまったく新規な概念に基づく ATPの検出
システムである。現在、ATP の検出系として
は、一般にルシフェラーゼを利用した検出系
が利用されているが、この手法では基質とな
る ATPが消費されると発光が起こらなくなる
ため、持続的に発光させるためには ATP を再
生させる酵素反応系を組み合わせる必要が



ある。本ビオチン化反応を利用した検出系で
は、蛍光タンパク質間の FRET を利用してい
るため、励起光を照射し続けることにより、
持続的に ATPの存在をモニターすることが可
能である。本研究期間内では残念ながら細胞
内での ATP検出の段階まで到達することが出
来なかったが、夾雑物が含まれる系において
も ATPの検出が可能であることは確認できた。
従って、今後さらに研究を進めることにより、
細胞内での ATPの検出系へと発展させること
が可能であると考えられる。 
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