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活性酸素高拡散型蛍光蛋白質KillerRedの結晶構造解析
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GFPに代表される蛍光蛋白質は生細胞内における蛋白質局在を知るためのマーカー
や，特定の分子間の相互作用を検出するFRETのツールとして現代の細胞生物学で広
く利用されている．蛍光蛋白質の持つ発色団は光増感作用を持ち，光照射依存的に
蛍光を発するが，励起状態の発色団と細胞中の酸素原子が項間交差を起こすことに
より一重項酸素いわゆる活性酸素を産生する．一重項酸素は蛍光蛋白質自身を破壊
し，退色を引き起こし，一部は分子外に拡散し近傍の分子を破壊する．この活性酸
素による分子破壊を逆手にとり，光照射依存的に蛍光分子近傍の微少領域内の分子
を任意の時間に破壊する技術がCALI（Chromophore-assisted light inactivation）
法である．従来CALIには低分子蛍光化合物が用いられてきたが，ある種のクラゲよ
り得た色素蛋白質の遺伝子を改変することにより，通常の水銀光源を用いた光励起
により強い光毒性を発揮する蛍光蛋白質KillerRedが作成された[1]．この蛍光蛋白
質の利用により遺伝情報にCALIを誘導する蛋白質を組み込むことが可能となり，細
胞イメージングのツールとして利用され始めた． KillerRedの顕著な光毒性は蛍光蛋
白質に特徴的なβバレル構造の内部に位置する発色団付近で発生した活性酸素がバ
レル内に停滞することなく，比較的速やかにバレル外へ拡散することにより生ずる
と考えられる．本研究ではKillerRedの顕著な光毒性の分子基盤を明らかにする目的
でKillerRedのX線結晶構造解析を行った．
KillerRedの結晶構造は分解能2.9Åで解析された（Rwork / Rfree 0.245 / 0.298）．β
バレルの中央部にはQYGのアミノ酸が環状化して形成される発色団の電子密度が明
瞭に認められた．KillerRedとオワンクラゲ由来GFPとの構造比較においてはCα
のRMSDが1.27Åと類似した構造を取ることが明らかになった．KillerRedではβ
バレルの中央部に位置する発色団からバレルの片側開口部に向けてキャビティが形
成されていた．このキャビティはこれまでに報告されている蛍光蛋白質では見られな
いものであり，光励起によって発色団より産生する活性酸素がキャビティを通って速
やかにバレルの外側へ拡散することが可能な分子構造を有することが示された．


