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研究成果の概要（和文）：多数のタンパク質分子で構成されるタンパク質の高次複合体は、その構造を適切に制
御することで最大限に機能を発揮できる。本研究ではシステインとチロシンを含む新たなペプチドタグを考案
し、ジスルフィド結合で連結された直鎖状タンパク質ポリマーの調製を達成した。また、タンパク質の立体障害
を利用した構造制御法の構築を行い、タンパク質のループドメインに導入されたチロシン残基を介してタンパク
質を架橋することで、直鎖状のタンパク質ポリマーが得られることを示し、直鎖状に構造を制御することでタン
パク質ポリマーの機能が向上することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Controlling the structure of protein complex consisted of multiple protein 
molecules in essential for maximizing the function of protein complex. In this research, we 
developed a new peptide tag containing cysteine and tyrosine residues and demonstrated linear 
protein polymerization through disulfide bonding formation. Furthermore, we demonstrated controlling
 the structure of protein polymers by using steric hinderance derived from protein structure and we 
achieved formation of linear protein polymers with higher functionality than the protein polymers 
with 3D dendritic structures. 

研究分野： 生体分子工学

キーワード： タンパク質ポリマー　構造制御技術　酵素反応　ジスルフィド結合　立体障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多数のタンパク質分子を連結させて得られるタンパク質ポリマーは、多価効果や協同的な酵素反応を示すなど、
優れた声質を持つ。タンパク質ポリマーの構造を制御することで、目的に応じた機能を最大限に発揮することが
可能となる。本研究ではタンパク質ポリマーの構造を1次元に制御することを達成し、得られた直鎖状タンパク
質ポリマーは、検出用プローブ分子として既存の3次元の枝分かれ構造をとったタンパク質ポリマーよりも高い
性能を発揮した。目的に応じて最適な形状にタンパク質ポリマーの構造を制御することで、優れた機能をもった
タンパク質ポリマー分子の創製につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は単独でも優れた機能をもつ有用な生体分子である。しかし、自然界に目を向ける

と、代謝系の酵素群やセルロース分解を担うセルロソームなど、タンパク質は複合体を形成し、

その機能を最大限に発揮していることに気付く。このようなタンパク質複合体を人工的に模倣、

再現することが出来れば、タンパク質機能の増強、さらにはタンパク質を基材とした機能性バイ

オマテリアルの創製に繋がる。 
 天然のタンパク質複合体の再現、という課題への答えとして、申請者は多数のタンパク質を部

位特異的に連結する“ポリマー化”を掲げ、タンパク質のポリマー化技術を開発してきた。具体的

には、対象タンパク質に遺伝子工学的手法を用いてチロシンを含むペプチドタグ(Y-tag)を導入

し、西洋わさび由来ペルオキシダーゼ(HRP)の酵素反応によって処理することで、Y-tag 内のチ

ロシン残基を HRP が部位特異的に基質認識し、生じるチロシルラジカル同士のカップリング反

応によってポリマー化するものである。これまでに最大 150 量体に達する高い重合度と、3 次元

的な枝分かれ構造を有するハイパーブランチタンパク質ポリマー(HBPP)の調製に成功した。ま

た、HBPP の足場材料としての利用検討を行い、多数のルシフェラーゼ(Luc)ならびにプロテイン

G(pG)を集積させたバイオプローブを創製した。しかし、HBPP 内部に固定された Luc が十分に

機能しないこと、また、１つの HBPP が固相表面で占める面積が広く、pG あたりの Luc の結合

量を定量的に向上できないため、バイオプローブとしての性能は Luc の導入量に比べて高くな

いことが問題であった。この結果より、タンパク質ポリマー全体での機能を最大化するには、ポ

リマーと対象分子(界面)間での最適な相互作用の仕方を考慮し、ポリマー構造を理想的な形状に

制御する必要があると考えた。すなわち、作用する界面に応じた最適形状にポリマー構造を制御

し、モノマーユニットの稼働率を上げれば、タンパク質ポリマーの更なる機能向上が期待できる。

タンパク質そのものの"ポリマー化"という新たな観点からのアプローチにより、その機能をどこ

まで高めることが可能なのか？という命題に対する答えの探求は、タンパク質科学ならびに工

学的観点からとても興味深い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、タンパク質ポリマーの構造を 1 次元に制御する手法の確立を目指す。具体的なポリ

マー構造の制御戦略は以下の 2 つである。 
① HRP と Y-tag が共触媒する S-S 結合形成反応を利用した 1 次元タンパク質ポリマー化 

HRP はフェノール系小分子のラジカル化を触媒する酵素であり、フェノール系小分子と共

触媒的に S-S 結合の形成を促進する。Y-tag に Cys を導入した CY-tag を新たに設計し、S-S
結合を介した 1 次元タンパク質ポリマー化技術を開発する。さらに細胞培養因子の機能化

へ応用展開を目指す。 
 

② タンパク質の立体障害に基づくタンパク質ポリマーの構造制御手法の確立 
酸化還元楮の一種である HRP ならびに Laccase は、小分子フェノールの酸化反応を触媒す

る酵素であるため、その活性中心は小分子の基質認識に特化した小さい開口部をとってい

る。そのため Y-tag に立体障害を導入することで、架橋した Y-tag が再度基質として認識さ

れることを防ぎ、分岐構造の形成を抑制できると考えた。具体的には、タンパク質のルー

プドメイン中にチロシン残基を導入した Y-Loop を介したタンパク質ポリマーの調製技術

の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
３−1．S-S 結合を介した１次元タンパク質ポリマー化技術の構築 
 まず、緑色蛍光タンパク質(GFP)をモデルタンパク質として、GFP の C 末端に各種 CY-tag を

導入した組換体を調製し、S-S 結合形成を HRP の添加によって制御する方法論を確立する。そ

れには CY-tag配列の決定ならびに HRP 反応条件の最適化とともに、タンパク質精製時における

還元剤濃度の最適化など、フリーの Cys 残基を有するタンパク質のハンドリング上の課題も含

む。次に、SpyCatcher(SC)という単量体タンパク質の N/C両末端に CY-tag を導入し(YC-SC-CY)、
その 1 次元ポリマー化を検討する。SC は、SpyTag(ST)と呼ばれる 13 残基のペプチドと自発的に

共有結合を形成するタンパク質であり、SC ポリマーは様々な ST 導入タンパク質に対する理想

的な足場タンパク質となる。１次元タンパク質ポリマーの調製を非還元 SDS-PAGE(ポリアクリ

ルアミド電気泳動)解析から評価する。 



 
３−２．タンパク質の立体障害を利用した直鎖状タンパク質ポリマーの調製 
 モデルタンパク質として大腸菌由来アルカリホスファターゼ(BAP)を選択し、BAP のループド

メインに Tyr 残基を導入し、この Y-Loop を介したタンパク質ポリマーの調製を検討する(図 3-
2-1)。Laccase によって Y-Loop を

導入した BAP組換体を処理し、

得られるタンパク質ポリマーの

構造を SDS-PAGE 解析ならびに

走査型プローブ顕微鏡観察によ

って評価する。 
 
４．研究成果 
４−１．S-S 結合を介した１次元タンパク質ポリマー化技術の構築結果 
 まず、新規のペプチドタグとして、

隣接したシステインとチロシンを含

むペプチドタグである CY-tag の設計

を行った。CY-tag として GGGCY と

いうペプチドタグを C 末端に導入し

た EGFP を調製し、HRP を添加する

ことでCY−tagを介した架橋反応が起

きるか否かを評価した(図 4-1-1)。そ

の結果、既存のシステインを含まな

い Y-tag（EGFP-Y）では、HRP なら

びに H2O2 を添加した条件、すなわ

ちHRP 酵素反応が進行する条件での

みタンパク質の架橋物が得られた。

ここで、EGFP ダイマー以外にもより高い架橋度の産物が確認され、Y-tag 内のチロシン残基を

介して、分岐状の構造をとっていることが示された。一方、CY-tag を導入した EGFP−CY では、

非還元 SDS−PAGE 解析において、HRP/H2O2、HRP のみ、ならびに H2O2のみを添加した条件で

図3-2-1 １次元タンパク質ポリマーの調製方法

図4-1-1 CY-tagを介したタンパク質の架橋反応の実証



ダイマーの形成を確認した。CY-tag の反応においては、チオール基の自発的な酸化反応によっ

て発生する微量の H2O2が HRP を活性化させることで、反応が進行する。そのため、HRP のみ

を添加した条件でも架橋が進行したものと考えられる。HRP/H2O2の両方を添加した条件では、

HRP 酵素反応が速やかに CY-tag の酸化反応が進行すると考えられる。そのため、一部の CY-tag
内のチロシン残基が架橋し、還元条件下の SDS-PAGE でもダイマーの形成が確認された。しか

しながら、EGFP-Y の結果と比較すると、チロシン残基を介した架橋物の生成量は極めて少なく、

これはすなわち、HRP 酵素反応によって生じたチロシルラジカルが高効率にシステイン残基内

のチオール基にラジカルを転移させていることを示している。この結果より、CY-tag はチロシ

ン残基からシステイン残基へのラジカル転移反応を介して、HRP 酵素反応によって速やかに酸

化され、S−S 結合を形成するペプチドタグであることが示された。 
 続いて、この CY-tag を N 末端と C 末端に導入した SpyCatcher(YC-SC-CY)を調製し、直鎖状

ポリマーの調製を検討した。架橋用酵素として、HRP ならびに Trametes sp.由来 Laccase(TL)を用

いて検討を行った。その結果、通常の条件では分子内での S-S 結合形成反応が優先されてしま

い、SC のポリマーを得ることが出来ず、最大でもダイマー程度の重合度の架橋生成物となった。

そのため、SC 分子間での架橋効率を向上させるために、排除体積効果の利用を検討した。具体

的には、ポリエチレングリコール（PEG）鎖を含む溶液中での架橋反応の検討を行った。 
 その結果、PEG の濃度を 10%以上入れた条件において、顕著な高分子量体の生成が確認され

た(図 4-1-2)。PEG の分子量を 200〜20000 で変化させた場合、より高分子量な PEG を用いた条

件で重合度の上昇が見られた。この結果は、添加した PEG の排除体積効果によって、YC-SC-CY
の溶液中での見かけの濃度が上がり、すなわち分子間の距離が近くなることで、より分子間での

架橋反応が起きやすくなったと考察される。一方で、モノマーに相当する位置にも大量のバンド

が残存しており、これらは分子内で S-S 結合を形成し、環化した SCだと考えられる。CY-tag に

プロリンリンカーなどの剛直な物を用いることで、環化反応を抑制できると考えられ、さらなる

重合度の向上が期待できる。 
 
４−２．タンパク質の立体障害を利用した直鎖状タンパク質ポリマーの調製検討結果 
 まず、BAP の各種組換体を調製した(図 4-2-1)。コントロールとして既存の Y-tag配列を C末
端に含む BAP-Y ならびに抗体結合タンパク質ドメイン(pG2pA)を含む BAP-pG2pA-Y を調製した。

各 BAP組換体の酵素火星を測定した結果、BAP−pG2pA−Y のみ比活性の低下が見られ、pG2pA ド

メインの融合によって BAP の立体構造の一部が変化していることが示唆された。BAP-Loop-Y
では比活性の低下は見られず、Y-Loop の導入による BAP 構造の変化は無いことが示唆された。   
続いて、調製した各 BAP組換体を Trametes sp 由来 Laccase(TL)酵素反応によって処理を施し、

ポリマー化するかどうかを評価した。BAP は非共有結合を介してダイマーを形成しているため、

その構造を保持したまま解析するために、Native-PAGE によって解析を行った(図 4-2-2)。その結

果、Y-tag あるいは Y-Loop を導入した BAP 組換体において、TL を添加した条件において高分

子量の架橋生成物を確認し、TL の酵素反応によって BAP組換体のポリマー化を達成した。得ら

れた BAP ポリマーの酵素活性を評価したところ、ポリマー化前よりも向上していた。活性が向

上した理由は明らかになっていないが、ポリマー化反応は BAP の機能に悪影響が無いことを確

認できた。 

図4-2-1 各種BAP組換体のコンストラクト 図4-2-2 各種BAP組換体のポリマー化



 続いて、得られた BAP ポリマーの分子構造を SPM によって解析した。まず、TL 処理前のサ

ンプルの SPM観察において、いずれ BAP組換体も数 nmサイズの球状のタンパク質として観察

された(図 4-2-3左)。TL 処理後の BAP-Y ならびに BAP-pG2pA-Y において、イレギュラーな構造

の直径数百 nm の構造体として観察された(図 4-2-3右)。末端に導入した Y-tag を介したポリマー

化では、架橋生成物であるジチロシンが、再度 TL に基質認識され架橋反応を起こすことで、分

岐状の構造がポリマー内に発生する。そのため、ポリマー全体の構造としては、分岐構造を多く

含むハイパーブランチポリマー状

の構造となり、SPM においてイレ

ギュラーな構造物として観察され

たものと考えられる。その一方で、

BAP-Loop-Y ポリマーにおいては、

直線上の構造物が観察され、狙い通

り直鎖状のタンパク質ポリマーが

生成していることが示された。Y-
Loop 内のチロシン残基同士が架橋

した場合、架橋生成物であるジチロ

シンは 2 つのループの先端に位置

することとなり、BAP から大きな

立体障害を受ける。そのため TL が

Y−Loop 内のジチロシンを基質認識

することができずに、分岐状の構造

を取ることなく、直線状に BAP が

並んだポリマーが生成したと考え

られる。 
 さらに、Y-tag を C 末端にのみ導入した pG2pA(以下 pG2pA-Y)を調製し、BAP-Loop-Y との共

架橋物を調製した。分子内に 1 つのみ Y-tag を持つ pG2pA-Y は、ポリマーの末端分子として機

能することから、BAP ポリマーの末端に pG2pA-Y を持った構造になると考えられ、これは検出

用のプローブ分子として理想的な構造である。タンパク質ポリマーの構造を制御することで、ポ

リマー全体としての機能の亢進が起きるかどうかを評価するために、BAP ポリマーの Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA)プローブとしての機能を評価した(図 4-2-4)。既存の Y-tag を

介してポリマー化させた BAP ポリマーでは、pG2pA-Y に対する BAP の比率を増やすと、75:1 の

比率でシグナルが飽和し、100:1 の比率で調製した BAP ポリマーではシグナル強度が低下した。

これは、高度に分岐した構造の BAP ポリマー内に、pG2pA-Y ドメインが包埋されたことで、固

相表面の抗体分子への結合効率が落ちたためと考えられる。また、固相表面で BAP ポリマーが

広い面積を専有することで、固相表面でのトータルでの BAP 固定化量が向上しなかったことも

原因として考えられる。一方、BAP-Loop-Y を用いて調製した BAP ポリマーでは、BAP の比率

を 100:1 まで上げても、さらにシグナルが向上することが明らかとなった。これは BAP ポリマ

ーの末端に pG2pA-Y ドメインが存在することで、ポリマー内の BAP の数が増えても、結合を阻

害されなかったためと考えられる。また、固相表面との結合点がポリマー末端に限定されること

から、固相表面上でのポリマーのパッキング効率が向上したことも原因として考えられる。 
これらの結果より、タンパク質ポリマーの構造制御が、最終的なタンパク質ポリマーの機能に

まで影響を与えることが明らかと

なり、構造制御の重要性を示すこと

ができた。本研究で得られたタンパ

ク質ポリマーの構造制御技術を用

いることで、更に高機能なタンパク

質ポリマー分子の創製が可能にな

ると考えられ、タンパク質科学なら

びに工学的観点から今後の応用展

開が期待される。 

図4-2-4 直鎖状BAPポリマーのELISAプローブとしての機能評価結果
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