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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、タンパク質の化学修飾技術と難結晶性タンパク質の結晶化促進技術の改善
を進め、既存の手法では取り扱いが困難なタンパク質を自由自在に取り扱うための技術開
発に取り組んだ。新規な化学修飾試薬やタンパク質の調製方法等を最適化した結果、転写
因子タンパク質の細胞内導入技術の改善、がん細胞由来総タンパク質の可溶化と強力な結
晶化タグの開発に成功し、タンパク質の構造・機能解析と医用応用に活用できる有用な技
術開発に成功した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

 This study aimed development of handling technology especially for problematic protein 

using chemical conjugation techniques and protein crystallization methodology.  Novel 

chemical modification reagent and optimization of protein preparation techniques provided 

improved transduction of transcription factor protein into cells, and solubilization of total 

cellular protein from cancer cells. Together with a newly developed protein crystallization 

tag sequence, these technologies will give a useful methodology for structure and functional 

analysis of proteins and their medical applications. 
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 遺伝子配列の解読技術や微量タンパク質の

検出・解析技術が飛躍的に向上し、分子レベ

ルでの生命現象の理解や各種の疾患に対する

治療指針が考察できる時代となってきた。こ

の生命現象の実行部隊はタンパク質であり、

各々のタンパク質の構造・機能解析や、その

機能を活用した創薬は、バイオテクノロジー

分野の重要課題である。ところが多種多様な

生理機能を発現できるタンパク質は、その物

性も千差万別であり、必ずしも取り扱いが容

易でないタンパク質も多く存在する。この様

な課題を解決するツールとして、我々は本研

究開始時に①タンパク質の化学修飾技術を駆

使して細胞内にタンパク質を導入する技術、

②変性状態のタンパク質を可溶化する技術、

③難結晶性タンパク質を結晶化させるための

方法論を保持していた。本研究ではこれらの

技術の改良・応用を進めることとした。 

２．研究の目的 

本研究ではタンパク質カチオン化技術を基

本とした化学修飾法によるタンパク質の物性

制御に関する独自技術を発展的に活用し、新

規なタンパク質機能解析や人工タンパク質の

生産技術に関する新たな研究用ツールの提供

と、次世代のタンパク質医薬品の創製に資す

る基盤技術の確立を目標とした。さらにタン

パク質の結晶中での分子配向性を人為的に制

御する新規なタンパク質結晶工学技術等を基

盤として、難結晶性タンパク質の結晶化と構

造解析を可能する課題にも取り組むこととし

た。これらの技術を総合的に組み合わせ、従

来技術では取り扱いが困難な高難度タンパク

質を基礎研究から実用化分野にまで取り扱い

を可能とするタンパク質工学の基盤技術を確

立することを目的とした。 

３．研究の方法 

本研究開発は高難度タンパク質をはじめ、

多種多様なタンパク質の取り扱いを改善す

るための技術開発が目標であるが、具体的に

は以下の３テーマについて中心的に取り組

んできた。 

（１）in cell フォルディング法の確立と人

工タンパク質生産技術への応用 

タンパク質の Cys 残基に対し、可逆的な

SS 結合を介して正電荷を付与する可逆的変

性カチン化技術は、変性タンパク質の可溶化

技術となるほか、培養細胞に添加すると細胞

表面への吸着を介した経路で細胞内へ取り

込まれ、還元的な細胞質まで移行したタンパ

ク質は、自発的またはシャペロン依存的に活

性構造に巻き戻る(in cell フォルディング法)。

この手法の改善を、カチオン化試薬とサンプ

ルの調製方法の最適化、細胞内導入手順・添

加剤・培養方法の最適化を進めた。 

（２）細胞内タンパク質の工学的利用に

向けた溶解性に関する研究 

可逆的変性カチン化法を駆使することで、

動物細胞の細胞内の総タンパク質を変性状

態で可溶化するための手法を開発し、がん

ワクチンへの応用やタンパク質の機能解析

ツールとしての新規用途開発を進めた。 

（３）新規結晶化タグの開発と結晶分子

配向性制御 

タンパク質分子表面の 2 次構造形成領域

に弱い分子間相互作用領域をデザインし、

結晶化タグとして結晶化制御への有効性の

検証を進めた。 

 

４．研究成果 

（１）in cell フォルディング法の確立と人

工タンパク質生産技術への応用 

 カチオン化タンパク質の細胞内導入技術に

おいて、細胞内への導入経路を詳細に解析し

た結果、複数の経路が存在することが示唆さ

れたが、主な経路はエンドサイトーシス様の

経路で取り込まれ、顆粒内で滞留しているこ

とが判明した。この主経路から、より効率的



 

 

に細胞質中へと移行させる手法を探索したと

ころ、両親媒性ペプチドを添加剤として併用

する手法が特に優れることが判明した（Cur. 

Pharm. Biotechnol.(2008)）。本手法は導入す

るタンパク質と細胞の種類によって、各々最

適化をする必要があるが、最適化条件では市

販のリポフェクション試薬を用いたプラスミ

ドDNAの導入効率を大幅に上回る成功例も得

られている。特に、細胞の機能制御において

重要な転写因子タンパク質は不安定な物性で、

大腸菌で生産した転写因子は不溶性のインク

ルージョンボディを形成する例がほとんどで

ある。この転写因子タンパク質も可逆的変性

カチオン化法を用いて、可溶化と高純度精製

が可能であるが、本研究で最適化を進めた結

果、転写因子タンパク質を安定な凍結乾燥

品として保存可能なこと、この粉末を再溶

解し、生細胞内へ高効率に導入することが

可能な技術開発にも成功し、取り扱いの自

由度を非常に高めることができた。また、

in cellフォルディング法に用いる宿主細胞

として、浮遊培養系のHek293細胞が非常に

優れることが判明し、in cellフォルディン

グ法による人工タンパク質の生産等に実用

レベルで活用できる可能性が見出された。 

（２）細胞内タンパク質の工学的利用に

向けた溶解性に関する研究 

 動物細胞の細胞内の総タンパク質を変性

状態で可溶化するための手法開発に取り組

み、新規に開発したカチオン化試薬：

TAP3S-Sulfonate（特願2010-070804）を活

用することで、生理食塩水中に定量的に総タ

ンパク質を溶解できることを見出した。この

可溶化された総タンパク質はin cellフォル

ディング法で再活性化することも可能で、

本手法は細胞機能の制御法の1つとして活

用が期待できる。 

（３）新規結晶化タグの開発と結晶分子配

向性制御 

難結晶性タンパク質の分子表面の 2 次構

造形成領域に新規な結晶化タグを創製する

ことに取り組んだ。種々の検討の結果、結

晶化に成功したタグを見出したが、構造解

析の結果、想定通りのパッキングはしてい

ないものも含まれた。様々なタグ配列のス

クリーニングの結果、難結晶性タンパク質

のパッキング部位の創製には、αへリック

ス上にロイシンを適切に配置する疎水相互

作用面の設計（Protein Sci.(2007)）が最も

有利な手法であると結論した。 
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