
東京工業大学・生命理工学院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０８

若手研究(B)

2017～2016

タンパク質結晶への酵素固定化によるカスケード反応触媒の開発

Development of cascade solid catalyst by immobilization of enzymes into protein 
crystals

４０５０８５９５研究者番号：

安部　聡（ABE, Satoshi）

研究期間：

１６Ｋ１７９３１

平成 年 月 日現在３０   ６   ９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：今回の研究により、昆虫細胞で形成される多角体結晶を用い、（１）多角体のアミノ
酸残基の欠損により内部に大きな空間を有する多角体変異体を合成した。（２）外来タンパク質の取り込み制御
により、正電荷を有するSfGFPが多角体内部に取り込まれやすいことがわかった。また、（３）リパーゼ内包多
角体の合成が達成された。今後の課題として、カスケード反応を達成すべく、リパーゼとアルコールデヒドロゲ
ナーゼを内包した結晶の合成とカスケード反応評価を進めていく。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have synthesized polyhedra mutant, which have a large 
pore in unit cell by deletion of amino acid residues.  We found that positively charged SfGFP is 
largely encapsulated into Polyhedra crystals than negatively charged SfGFP.  We have prepared 
polyhedra crystal including Lipase enzyme.  In future, we will synthesize polyhedra crystals 
including two enzymes, lipase and alcohol dehydrogenase and investigate the cascade reaction.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： 多角体　酵素
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１．研究開始当初の背景

 天然では、タンパク質や酵素が超分子複合

体を形成し、高難度の物質変換や情報伝達を

可能にしている。例えば、バクテリア内部で

代謝反応を効率よく触媒するマイクロコン

パートメントは、

質集合体のシェル構造の内部に複数の酵素

を内包し、カスケード反応を効率よく促進し

ている。この反応システムの大きな特徴は、

タンパク質シェル内で反応が進行するため、

反応性や毒性の高い基質や中間生成物の外

部への拡散が抑制される点にある。この反応

システムにならい、

ポリマーソームなどの高分子テンプレート

に複数種類の酵素を内包したカスケード反

応が報告

ートメントのような高効率な反応触媒の開

発にはいたっていない。その理由は、複数の

酵素を効率よく固定化する手

を実現する担持材料の設計が困難なためで

ある。

 一方、我々は、

液中で扱っていることに起因すると考え、従

来の手法とは全く異なる、タンパク質結晶を

用いた

きた。

く集積した固体の集合体であり、溶液中のタ

ンパク質と比較して、安定性が飛躍的に向上

することが知られている。我々は、これまで

にリゾチーム結晶内の一次元細孔チャネル

を利用し、金属錯体の集積による不斉触媒の

創成（

性金属微粒子の合成に成功してきた（

2012）。

晶が反応活性中心の安定化、反応基質の選択

的輸送、物質変換場として極めて有用な反応

空間を提供することを見出した。しかしなが

ら、タンパク質結晶の固体材料としての安定

性や調整の煩雑さは依然として課題であり、

タンパク質結晶を用いた新しい材料化学を

切り開くことは困難である。そこで、本研究

では、細胞内で結晶を形成する「多角体」タ

ンパク質結晶に着目し

数の酵素を結晶内部へ固定化することによ

りカスケード反応を促進する固体触媒を創
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表面電荷が-30、-7、+15 の多角体を合成し、

WTPhC とΔPhC を昆虫細胞内で共発現する

ことにより SfGFP を内包した多角体を合成

した（図 4）。SfGFP の固定化量を定量した結

果、+15SfGFP が最も内包されることがわか

った。 

さらに、ΔPhC は、WTPhC より表面電荷に

関わらず、多くの SfGFP を内包することがわ

かった。 

 

3. リパーゼ内包多角体の合成 

 H1 ヘリックスを N 末端に融合したリパー

ゼを多角体タンパク質と昆虫細胞 Sf21 で発

現することによりリパーゼ内包多角体を合

成した。この結晶は、加水分解反応を促進す

ることが見られた。 

 

4. まとめ 

今回の研究により、（１）多角体のアミノ酸

残基の欠損により内部に大きな空間を有す

る多角体の合成と、（２）正電荷の外来タン

パク質が内包されやすい、（３）リパーゼ内

包多角体の合成が達成された。しかしながら、

リパーゼの多角体結晶への固定化量の定量

にはいたっていない。今後、ELSA により固

定化リパーゼの定量を行うために、His-tag を

リパーゼに融合した融合タンパク質を作成

し、His-tag 抗体によるリパーゼ固定化量の定

量を試みる。また、複数酵素によるカスケー

ド反応を目指し、アルコールデヒドロゲナー

ゼとリパーゼを固定化した多角体の細胞内

合成を行う。 
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