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研究成果の概要（和文）：水と油の双方に馴染む両親媒性を有する脂質は、細胞を形づくる二分子膜構造を自発
的に形成することで生命活動の維持に寄与している。本研究では、天然タンパク質が脂質修飾を施されること
で、脂質二重膜上で様々な性質を示す点に注目した。即ち、目的タンパク質への部分的な疎水性の導入を通した
両親媒化により発現する、新たなタンパク質機能の開拓を目指した。異種生体分子の架橋を触媒する酵素のタン
パク質工学、脂質修飾タンパク質の脂質二重膜上での挙動の評価、酵素と脂質の複合化による抗真菌機能の創出
について、生化学・生物物理・生物工学的視点から基礎研究を行うと共に、社会実装に向けた検討も併せて実施
した。

研究成果の概要（英文）：The amphiphilic nature of lipids is critical to form cellular compartments 
for the maintenance of biological activities by spontaneously building up lipid bilayers. In this 
study, we focused on the involvement of natural proteins in various biological events on 
lipid-bilayer membranes by acquiring partial hydrophobicity by the lipid modification. To explore 
the potential of partial hydrophobicity introduced through artificial lipid modification, we 
conducted basic research from biochemical, biophysical and bioengineering viewpoints such as protein
 engineering of enzymes that catalyze cross-linking of heterologous biomolecules, behavior of 
lipid-modified proteins on lipid bilayers and biomolecular engineering of antifungal enzymes. We 
also explored potential application of artificial lipid-modified proteins to lipid-based drug 
delivery systems.

研究分野： 生体分子工学

キーワード： 両親媒性　脂質修飾　バイオ界面　架橋酵素　翻訳後修飾　タンパク質　リポソーム　抗真菌活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体膜に存在するタンパク質は、細胞内外の情報やエネルギーのやり取りを通して、その生命活動の一翼を担っ
ている。脂質二分子膜とタンパク質の間に働く弱い相互作用に注目し、これを人工的に制御することで、両親媒
性タンパク質を基材とする新たな生理機能を示す生体分子の創出に繋がることが期待される。また、既に上市さ
れている脂質ベースの薬物キャリア（リポソームや脂質ナノ粒子等）と組み合わせることで、既往製剤のアップ
グレードが可能になる。本研究で得られた成果は、何れの場合においても有用な指針を与えるものと期待され
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 水と油の双方に馴染む両親媒性を有する脂質は、細胞を形づくる二分子膜構造を自発的に形
成することで生命活動の維持に寄与している。天然タンパク質への脂質修飾は、タンパク質の翻
訳後修飾の一つであり、脂肪酸やステロール、糖脂質といった多様な脂質分子が、対象タンパク
質の特定部位へ付加される。脂質分子の導入により付与された部分的な疎水性により、脂質修飾
を施されたタンパク質は、細胞膜近傍あるいは細胞膜を介した生理機能に寄与することが可能
になる。即ち、脂質の種類に応じて細胞膜に局在することにより、シグナル伝達に寄与するタン
パク質の活性化や、細胞内へのタンパク質の輸送等、生物機能の調節に重要な役割を果たす。 
 脂質修飾タンパク質は、脂質の種類や修飾位置、修飾分子数や結合様式に依存して、細胞膜界
面での生理機能の制御に重要な役割を演じているが、その機能解析に基づく応用展開は容易で
はない。その一つの原因として、天然の脂質修飾タンパク質を、生細胞を用いた汎用的な手法で
大量に得ることが困難な点が挙げられる。脂質修飾タンパク質を人工的に得るための技術開発
は進んでいたが、疎水性の脂質分子と親水性のタンパク質分子を同じ反応場で共存させる必要
があることから、タンパク質の変性を促す添加剤（界面活性剤や有機溶媒）が反応効率の向上に
必要になるというジレンマを抱えていた。従って、試験管内で脂質修飾過程を再現できれば、脂
質修飾タンパク質の調製が容易になると共に、新たな機能を発現する生体分子の創出に繋がる
可能性があった。同時に、人工的に脂質が修飾されたタンパク質の汎用的な調製法の確立は、脂
質を基材とする薬物送達システム（Drug Delivery System, DDS）との相乗効果が期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酵素反応を用いた新たな脂質修飾タンパク質の調製法を確立し、既往の課題を解
決すると共に、タンパク質への部位特異的な人工脂質分子の導入（部分疎水化）がタンパク質機
能に与える影響を包括的に理解することを目的とした。生化学・生物物理・生物工学的視点から
の基礎研究を通して、両親媒性の付与による新たなタンパク質機能の創出とその工学的価値を
追求した。コロナ禍での実験時間の制約の下、最大限の成果が上がるよう試行錯誤をしつつ、以
下の３つの課題を設定して研究を進めた（図１）。 
 
課題１：異種生体分子の架橋を触媒する酵素
のタンパク質工学 
 人工脂質修飾タンパク質の調製には、当グ
ループで基礎検討を重ねてきたタンパク質
架橋酵素である微生物由来トランスグルタ
ミナーゼ（Microbial transglutaminase, 
MTG)を用いた。研究協力者（九州大学 南畑
孝介博士）の協力の下、大腸菌を宿主とする
MTGの大量発現系を構築した。MTGが触媒す
る異種生体分子間の架橋反応の基礎的な理
解のため、合成高分子を用いて細胞質内環境
を模倣した分子クラウディング条件下にお
ける架橋反応挙動を評価した。また、研究分
担者（九州大学 若林里衣准教授）の連携の
下、MTG基質配列を有する両親媒性ペプチド
集合系の応用研究を実施した。 
 
課題２：抗真菌酵素と脂質の複合化による抗
真菌システムの構築 
 人工脂質修飾による新たなタンパク質機能の創出に向け、抗真菌酵素の生化学と機能評価に
精通した研究分担者（琉球大学 平良東紀教授）の協力の下、天然には存在しない人工脂質が修
飾された組換え酵素の創製と、これが組み込まれた新たな抗真菌システムの構築を試みた。抗真
菌活性を有するキチナーゼ (ChiA) は、キチン結合ドメインと触媒ドメインからなることから、
それぞれのドメインに対して脂質修飾を施すことで、抗真菌活性の発現機構の理解を目指した。
また、脂質や人工二分子膜（リポソーム）により可溶化された抗真菌薬剤と組み合わせることで、
既存抗真菌薬との相乗効果の発現の可能性を探った。 
 
課題３：人工脂質修飾タンパク質の脂質二分子膜上での挙動解析 
 研究の進展に伴い、脂質修飾タンパク質の二分子膜上での振る舞いの分子論的解釈のために、
生物学ならびに生物物理の視点を導入する必要性を強く感じた。そこで２年次より、生体膜のダ
イナミクスに造詣の深い北陸先端科学技術大学院大学の高木昌宏教授、下川直史准教授との共
同研究を開始した。主に飽和脂質とコレステロールからなる細胞膜上のナノサイズの相分離ド
メインとして知られるラフトを模倣した相分離人工脂質二分子膜と、生細胞を用いた検討を並
行して行うことで、人工脂質修飾タンパク質の細胞膜上での挙動の理解を試みた。 

+
対象タンパク質 脂質ペプチド基質

課題１：異種分子架橋酵素の
タンパク質工学と機能評価MTG

課題２：抗真菌酵素と脂質の
複合化による抗真菌系の構築

人工脂質修飾タンパク質

課題３：相分離脂質二重膜による評価

図１ 本研究の３つの課題の概要



３．研究の方法 
(3-1) 異種生体分子架橋酵素のタンパク質工学と機能評価 
 MTGは活性部位がプロペプチドにより覆われた前駆体の形で生合成され、プロテアーゼによる
限定消化を受けて活性型となる。一方、汎用宿主である大腸菌を用いた成熟型 MTGの発現は困難
である一方、不活性な前駆体 MTGの大量発現は可能である。そこでタンパク質工学に精通した南
畑博士との連携により、大腸菌細胞質内で、MTGの前駆体を成熟型に変換する仕組みを導入した。
また、両親媒性ペプチドの有機合成に精通した若林准教授との連携により、新たな DDS基材の創
出に向け、MTG の基質配列を構成要素とする両親媒性ペプチド集合系の構築について検討した。 
 
(3-2) 抗真菌活性を有する酵素の部分疎水化による新たな抗真菌システムの創製 
 人工脂質修飾による新たなタンパク質機能の創出に向け、平良教授より提供された抗真菌キ
チナーゼ ChiA の生体分子工学的改変を実施した。MTG が触媒する架橋反応を用いて飽和脂肪酸
を脂質部位に有する人工脂質化
酵素を調製し、抗真菌活性の発現
に与える影響を評価した。また、
脂質修飾キチナーゼ(ドメイン)
が組み込まれた新たな抗真菌シ
ステムの構築に向け、既存の抗菌
剤 Amphotericin B（AMB）との併
用による抗真菌活性の相乗効果
の発現についての検討を実施し
た。具体的には、AMBが界面活性
剤であるデオキシコール酸 
(FungizoneTM) や、リポソーム
(AmBisomeTM)により可溶化され
た製剤を用いて、モデル真菌
Tricoderma virideに対する抗真
菌活性を評価した（図２）。 
 
(3-3) 人工脂質二重膜および細胞膜上での人工脂質修飾タンパク質の挙動の評価 
 天然タンパク質の S-パルミトイル化は、細胞の信号伝達や発がんにも寄与する重要な翻訳後
修飾として位置付けられている。また、パルミトイル化タンパク質は、飽和脂質とコレステロー
ルに富んだ細胞膜上の相分離ドメインであるラフトを介して、多様な細胞機能に摂動を与える
ことが示唆されている。MTG 触媒架橋反応により緑色蛍光タンパク質 (EGFP) の C末端にパルミ
チン酸あるいはオレイン酸が導入された脂質修飾 EGFP (EGFP-Pal, EGFP-Ole) を調製し、生体
模倣人工脂質二分子膜である Giant Unilamellar Vesicle (GUV) の脂質組成を変えることで得
られる相分離 GUVを組み合わせ、脂質修飾が膜ドメインへの局在に与える影響を評価した。生細
胞を用いた検討においては、ラフトが介在するエンドサイトーシスの観察が可能な Jurkat細胞
を用いて、人工脂質修飾タンパク質の細胞膜へのアンカリングと細胞内移行を評価した。 
 
４．研究成果 
(4-1) 異種生体分子架橋酵素のタンパク質工学と機能評価 
 脂質修飾技術の汎用化を目指し、大腸菌発現系による組換え MTG変異体の調製法を確立した。

大腸菌細胞質で成熟型酵素が得られるよう、限定消化を実行するプロテアーゼを前駆体酵素と

共発現することで、架橋活性を有する組換え MTGが直接得られる系を構築した。この際、プロペ

プチドへ導入するアミノ酸変異の種類により、成熟型 MTG の収率が変化することが明らかとな

った。特に活性の高い MTGを発現

する宿主は多くの場合発育阻害

を受けるため、細胞内で毒性を示

すことが示唆された。 

 
(4-2) 抗真菌酵素の部分疎水化
による新たな抗真菌薬の創製 
 抗真菌活性を有するキチナー

ゼについて、脂質導入用ペプチド

タグが導入された一連の組換え

ChiA ドメインを調製し、パルミ

トイル基が修飾されたタンパク

質群を得た。これらの抗真菌活性

について、分担研究者の琉球大学

平良教授の協力の下、カビの増殖
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図２ 脂質修飾ドメイン分割抗真菌キチナーゼとAMBを用いた抗真菌システムの概要図

MIC of AMB with LysM-Pal: 
0.31 µM

ü The most effective combination is AmB and LysM-Pal (Binding domain).

[POI] = 1 uM

図3 脂質修飾キチン結合ドメインとAMBの相乗効果と真菌増殖抑制機構の概要図



抑制試験を実施した。その結果、脂質修飾キチナーゼとの併用により、AMBの最小生育阻止濃度

を顕著に低下させることが可能であり、抗真菌薬の投与量の抑制に繋がることが示唆された。興

味深いことに、パルミトイル基の導入効果は、触媒ドメイン(CatD-Pal)よりもキチン結合ドメイ

ン(LysM-Pal)の方が高く、当初の想定と反する結果が得られた（図３）。蛍光ラベル化 LysM-Pal

を用いた検討から、脂質修飾による真菌細胞壁への浸透性の向上が観察され、分子量が比較的小

さな LysM (MW ca.8700) がより効果的に細胞壁へ浸透し、キチン質の生合成を阻害することで

より高い抗真菌活性を発現する機構を推定した。また、リポソーム製剤との組み合わせにおいて

は、真菌細胞壁への薬剤の指向性の付与が可能なことを見出し、基本特許の出願に至った。 

 
(4-3) 人工脂質修飾タンパク質の膜ドメ
イン選択的局在化と細胞内輸送 
 GUV を構成する脂質組成を調整(DOPC/ 
DPPC/cholesterol = 4:4:2)し、ラフトモ
デル相である液体秩序相(Lo 相)と非ラフ
トモデル相である液体無秩序相(Ld 相)か
らなる相分離 GUV を得た。これに対する
EGFP-Pal と EGFP-Ole のアンカリング挙
動を評価したところ、EGFP-Palは Lo相に、
EGFP-Oleは Ld相に局在することが確認さ
れた（図４）。また、ゲル相(So相)と Ld相
に相分離したコレステロールを含まない
GUV (DOPC/DPPC = 5:5) においては、
EGFP-Palの So相への局在は観察されなか
った。以上のことから、導入脂質の性質に
より対象タンパク質の相分離ドメイン選択性が生じ、飽和脂肪酸であるパルミトイル基による
修飾は、飽和脂質(DPPC)とコレステロールにより構成されるラフトモデル相(Lo 相)への同種脂
質間の親和性に寄与していることが明らかとなった。 
 次に、脂質修飾 EGFPのアンカリングに伴う細胞応答を評価した。赤色蛍光標識 Cholera toxin 
subunit B (CT-B) でラフトを染色した Jurkat細胞を、異なる濃度の EGFP-Pal または EGFP-Ole
と温置し、免疫賦活剤であるコンカナバリン A を添加してラフトの内在化とクラスターの形成
を誘導した。その結果、EGFP-Palの場合においてのみ、Jurkat細胞膜への濃度依存的なアンカ
リングと細胞内への輸送(内在化)が観察された。内在化経路の解析のため、Methyl-β-
cyclodextrin(MβCD)を用いた前処理により細胞膜中のコレステロールを枯渇させた Jurkat 細
胞に EGFP-Palを添加したところ、細胞膜へのアンカリング、ラフトを介した細胞内在化の双方
が大幅に抑制された（図５）。上述の Ld/Lo相分離 GUVを用いた検討において、EGFP-Palは飽和
脂質(DPPC)とコレステロールに富む
ラフトモデル Lo相に局在したことも
踏まえ、本実験条件下においては、
EGFP-Pal は Jurkat 細胞膜上のラフ
トドメインにアンカリングし、細胞
膜中のコレステロールの存在に依存
するカベオラ/エンドサイトーシス
経路により内在化したことが示唆さ
れた。今後更なる脂質部位の多様化
と人工膜・細胞膜との相互作用の解
析を通して、タンパク質の翻訳後修
飾において生物が特定の脂質を選択
するに至った理由の解明に繋がる可
能性がある。 
 

 本研究を通して、タンパク質の脂質修飾による部分疎水化は、目的タンパク質に膜を介在する

動的な性質を付与する有効な手段であることが示された。抗真菌活性を示す酵素との組み合わ

せにおいては、脂質を基材とする市販抗真菌製剤との相乗効果が観察され、基本特許の出願を完

了した。今後、真菌症の診断・治療が実施可能な研究開発機関との連携を進める。脂質修飾タン

パク質と生体模倣膜・生細胞を組み合わせた検討からは、パルミトイル基の導入により、脂質間

引力を基本とするラフト選択的なタンパク質のアンカリングと細胞内デリバリーの可能性が示

された。また、酵素架橋反応そのものに与える反応場の影響に関する基礎検討においても特徴的

な成果が得られた。最後に、コロナ禍における新たな共同研究として、本学農学研究院日下部宜

宏教授（研究協力者）と薬学研究院西田基宏教授との共同研究において、カイコ発現系で調製さ

れたコロナウイルス外被 S プロテインの組換え MTG による部位特異的修飾について一定の成果

が得られた。本基礎研究成果は、将来的な異分野共同研究に寄与することが期待される。 
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