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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質表面から生体機能模倣ポリマーを伸長し、タンパク質が内在
的に欠如している多機能性を補完して機能強化したタンパク質を開発することを目指した。当初想定していた合
成高分子だけではなく、生理条件で伸長が可能な生体高分子にも焦点を当てた。具体的にはDNAに着目し、抗体
から長鎖DNAを伸長し蛍光色素をインターカレートさせ高感度蛍光プローブとしての応用を検討した。研究成果
として、標的細胞を検出する高感度蛍光プローブの基礎実験を行い、ガン細胞表面から経時的にDNAを伸長して
蛍光色素をインターカレートさせることで、強い蛍光シグナルを示す検出剤を開発できた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to develop functionalized proteins modifyed with 
biomimetic artificial polymers, which are compensated the lack of flexibility in the genetic 
information of proteins. In the original concept, we were going to focus on artificial polymers as 
the modifier, however, we expanded the concept to include biopolymers because they have advantage in
 polymerization in a pure physiological condition.　Specifically, we developed a highly sensitive 
fluorescent detection system using long-chain DNAs with an intercalator dye which are elongated from
 an antibody for immunostaining. We have achieved (1) selection of a DNA polymerase that elongates 
significantly long DNA chains, (2) time-dependent elongation of long DNAs from an antibody that 
recognizes a cancer cell, and (3) to develop a highly sensitive fluorescent detection system by 
intercalating a fluorescent dye into the elongated DNAs, showing strong fluorescent signal.

研究分野： 生体高分子化学

キーワード： 生体高分子　機能拡張　表面改質　ハイブリッド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した生細胞の表面修飾技術を基盤として、「機能強化細胞」を創出することが可能となる。修飾す
る人工構造体は、合成高分子に限らず、DNAナノテクノロジーや自己組織化、MOFなどのボトムアップ技術で構築
されたナノ構造体や、フォトリソグラフィーや３Dプリント、MEMSといったトップダウン技術で作製した構造体
も選択し得る。これまで融合が全く考慮されていなかった研究領域を結び合わせることにより、細胞工学の分野
でブレイクスルーを起こすことも期待できる。さらに、遺伝子工学的アプローチでは達成できない機能を付与し
た「機能強化細胞」を作製し産業的に利用することで、広く社会に貢献できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質は、酵素や抗体に代表されるように、生体内反応の触媒や感染に対する防御機構を担
うなど、生物の生命活動を支える物質であり、人工的には未だ模倣できないような、精緻で高機
能な性能を有している。一方、正しいフォールディングのために、タンパク質１分子のサイズに
は制限があり、標的への認識機能と触媒機能は、トレードオフの関係にあるなど、多様な特性を
搭載することには限界がある。近年、生体高分子と相互作用し、生理活性を示す合成高分子が精
力的に開発されており、これらをタンパク質とハイブリッド化することで、内在的な欠点を補完
し、機能を強化することが期待できる。これまでに、様々な高分子の重合法が開発されており、
幅広い種類のモノマーを使って、精密に長さを制御できるまでに至っている。さらに近年、水中・
室温条件でも実施可能な手法が報告され、タンパク質や細胞表面から高分子鎖を伸長させる、画
期的な研究も実施され始めている。本研究では、酵素や抗体表面から直接、生体機能模倣ポリマ
ーを伸長し、タンパク質が内在的に欠如している多機能性を補完して、機能を強化したタンパク
質の開発を行うことを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究は当初、タンパク質を修飾するポリマーとして合成高分子に焦点を絞る予定であった。一
方、近年の当該研究分野における他グループの研究進展が顕著であり、本研究のコンセプトに関
して新規性の低下が懸念された。そこでタンパク質修飾ポリマーとして合成高分子だけではな
く、生体適合性が高く温和な条件で伸長が可能な生体高分子にも焦点を当てることとし、その研
究開発の優先度を上げた。純然たる生理条件下で、タンパク質表面から高分子鎖を伸長すること
で、当該研究分野に新たなアプローチ法を示せる。具体的には DNA に着目し、免疫染色用の抗体
から長鎖 DNA を伸長し、蛍光色素をインターカレートして、高感度蛍光プローブとしての応用を
検討した。近年、合成高分子を利用した高感度蛍光プローブが開発されているが、疎水性による
水溶性の低下や、濃度消光による蛍光シグナルの低下が懸念される。一方 DNA は、高い水溶性と
生体適合性を有した生体高分子であり、塩基対のスタッキング構造に挿入された蛍光色素は、仕
切られた状態で配置され濃度消光が起きない。加えて、抗体表面上から伸長させることで長鎖
DNA を高密度に細胞へ付加でき、高い蛍光シグナルを得ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、免疫染色用の抗体から DNA 伸長酵素で伸長した長鎖 DNA に、蛍光色素をインターカ
レートさせて高密度化した蛍光プローブを開発するために、下記３項目に関して検討した。 
 
（１）DNA を極めて長く伸長する酵素の検討 
まず、伸長様式の異なる 2種類の DNA 伸長酵素（クレノウ断片 exo(–)：2 本鎖で伸長、Phi29：
1本鎖で伸長）を用いて、長鎖 DNA の形成をアガロースゲル電気泳動で確かめた。 
 
（２）ガン細胞を標的とする抗体からの DNA 伸長 
次に、上記で検討した DNA 伸長酵素を用いて、タンパク質の表面から DNA を伸長できるか評価し
た。具体的には、乳ガン細胞表面の標的タンパク質（Her2）に結合する抗体（Trastuzumab）に
対し、クリック反応を利用して DNA 開始点を導入した。そこへ DNA 伸長酵素とプライマー、核酸
モノマーを添加し、DNA が伸長されるか SDS-PAGE で確認した（図１）。 
 
（３）長鎖 DNA を利用したガン細胞の高感度蛍光検出剤 
最後に、標的細胞を検出する高感度蛍光プローブの基礎実験を行った。具体的には簡略化した実
験系、すなわちビオチン修飾した HeLa 細胞に対してストレプトアビジン（SAV）とビオチン化
DNA を結合させ、本研究の概念が実証可能か調査した（図２a）。はじめに、各末端にアミン反応
性架橋基（NHS 基）とビオチン基を有するビオチン標識剤を用いて、細胞表面タンパク質のアミ
ノ基と共有結合させることで細胞表面にビオチン基を掲示させた。次に、末端にスペーサー配列
（dT5）を介してビオチン基を有する DNA（dC15）に、事前にプライマー（dG15）をハイブリダイゼ
ーションさせて dsDNA とし、SAV を介してビオチン化細胞の表面に固定化した。表面に DNA が掲
示された細胞へ、DNA 伸長酵素、核酸モノマーを添加して DNA 伸長反応を行い、0 h, 0.5 h, 2 
h 後に蛍光色素（GelGreenTM）で染色して評価した。 
 
４．研究成果 
（１）DNA を極めて長く伸長する酵素の検討 



 

 

アガロースゲル電気泳動の結果、どちら
の酵素も DNA が 10,000 bp 以上に伸長さ
れることが確認できた。1 本鎖伸長酵素
では、基質の DNA に結合した後は解離す
ることなく伸長し DNA の長さに大きな分
布が生じた。一方、2本鎖伸長酵素では、
解離と結合を繰り返し DNA の長さが比較
的均一となった。このように両者の DNA
伸長様式に大きな違いが見られ、用途に
よって特色を使いこなす必要があること
が分かった。また、どちらも核酸モノマ
ーの基質特異性が低いため、人工塩基で
も取り込み、クリックケミストリー用の
官能基を有する核酸モノマーも利用でき
ることが明らかとなった。 
 
（２）ガン細胞を標的とする抗体からの
DNA 伸長 
SDS-PAGE の結果から、DNA プライマーを
導入した抗体のバンドは、通常の抗体と
比較して高分子量側にシフトしている様子が確認できた。また、酵素と核酸モノマーを添加して
DNA を伸長した抗体のバンドは、経時的に高分子量側にシフトし、分子量分布が広がったことに
よりバンドがスメアになった（図１b）。これらの結果から、抗体表面から DNA を経時的に伸長で
きることが確かめられた。 
 
（３）ガン細胞表面からの長鎖
DNA 伸長 
蛍光顕微鏡観察の結果、DNA 伸長
を行った条件では、細胞周囲か
ら強い蛍光シグナルが得られ
た。一方、酵素を添加しなかった
条件では、弱い蛍光シグナルの
みが確認された。また、DNA の伸
長を経時的に蛍光色素で追跡し
た結果、伸長反応時間が長くな
るにつれ、蛍光強度が増強した
（図２b）。一方、対照実験では経
時的な蛍光増強は見られなかっ
た（図２c）。これらの結果から、
DNA 伸長酵素により細胞表面か
ら DNA が経時的に伸長し、多く
の蛍光色素が挿入されること
で、強い蛍光シグナルが得られ
ることが分かった。 
本研究で開発した技術は、極微
小量の標的タンパク質の検出
や、蛍光検出フローサイトメー
ターでの選別を明確に行うため
の高感度プローブとして応用が
期待できる。 
 

図１（a）DNA 伸長酵素による抗体からの
DNA 伸長。（b）非還元SDS-PAGE の結果。 

図２（a）ガン細胞表面から伸長した長鎖 DNA の高感度蛍光
検出剤としての応用。（b）顕微鏡による蛍光強度の経時的
な増強の確認。（c）蛍光強度の経時的変化の定量評価。 
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