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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、酵素を用いた蛋白質の安定性向上技術の開発を行った。本研究ではタンパク質連
結酵素 Sortase に注目し、この酵素を用いて目的タンパク質の N末端と C末端を連結すること
で、タンパク質を安定化させる技術の開発を試みた。EGFP をモデルタンパク質として用いて両
末端を連結させ、熱安定性を向上させる事ができた。さらに、効率的な連結のためには、両末
端におけるリンカー配列が重要であることも示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to establish enzyme-mediated protein stabilization and its 
application inside living cells. We have focused on Sortase, a transpeptidase. Sortase 
recognizes LPXTG amino acid sequences and cleaves between T and G, and then 
ligated with N-terminal polyglycine sequences. Our strategy is that the substrate 
sequences, i.e., LPXTG and GGG sequences, are introduced both N- and C-terminus of 
the target protein. Then Sortase allows to conjugate its N- and C-terminus and 
produces the circular protein. EGFP were chosen as model proteins and these 
substrate tags appended EGFP was successfully conjugated by Soprtase and circular 
EGFP was obtained. Then the thermal stability of these circular proteins was 
significantly improved, suggesting our strategy is very useful for protein stabilization. 
The optimal linker design between N-terminal and C-terminal is one of the issue for 
expanding versatility of this method. 
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研究分野：タンパク質工学 
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１．研究開始当初の背景 
 
温和な条件下で効率よく目的の反応を触媒

できる酵素や、あるいは抗体に代表される分
子認識能力など、タンパク質は非常に優れた
機能を持っている。これらは酵素を用いた基



幹化合物、高付加価値の機能性物質などの有
用物質生産技術や、医療現場における疾病の
診断から抗体医薬など、社会にとって必要不
可欠なものである。しかしながら、天然には
私たちの望み通りの機能・性質を持ったタン
パク質が存在するとは限らない。そこで天然
のタンパク質を改変して目的の機能・性質を
持った新しいタンパク質を作り出そうとい
う試みが行われてきた。例えば遺伝子工学を
用いたアミノ酸変異導入、非天然分子導入に
よる機能の付与などにより作られた新規機
能性タンパク質は、有用物質生産から医療分
野にわたり幅広く応用されている。 
 
 しかしながら、タンパク質の機能改変に対
するアプローチはいくつも開発されている
が、タンパク質の安定性を向上させるアプロ
ーチはほとんど例がない。多くの酵素はその
反応温度が高いほど反応が効率よく進むが、
その一方で酵素が失活するという問題点が
ある。例えば、バイオマスからの有用物質生
産に必須な糖化工程（分解）では、バイオマ
ス分解酵素の至適温度（50℃〜70℃）で糖化
を行ったのでは酵素の失活が早く、膨大なコ
ストがかかるという問題点がある。更に、脂
質等有機溶媒中で酵素反応を行う必要性が
ある場合、酵素の失活はやはり大きな問題で
ある。例えば、環境に優しいクリーンな燃料
であるバイオディーゼルは植物油とメタノ
ールからリパーゼを用いて生産されが、メタ
ノールなどの有機溶媒により反応中にリパ
ーゼが失活するという大きな問題点を抱え
ている。また、医療現場においても体内に投
与されたタンパク質製剤は血中などのプロ
テアーゼにより分解されてしまうという問
題が有る。 
 
 そこで本研究では、タンパク質の熱安定性、
有機溶媒耐性、プロテアーゼ耐性を向上させ
るための新しいタンパク質改変技術を開発
し、タンパク質安定化のための指針を提供す
ることを目的とする。戦略としてタンパク質
は通常アミノ酸が連なった線状のポリペプ
チドであるが、その N 末端と C 末端をタン
パク質連結酵素（ペプチド転移酵素）で連結
し、環状化タンパク質にすることで安定性を
大幅に向上させるというアプローチを用い
る（図１）。具体的には Sortase と呼ばれる
タンパク質連結酵素を用いる。この酵素は
LPXTG配列の C末端と GG配列の N末端を
連結する反応を触媒する。環状化させたい目
的タンパク質の N 末端に GG 配列、C 末端に
LPXTG 配列を付与するだけで、Sortase を
添加するとそのタンパク質の N 末端と C 末
端が連結され、タンパク質を環状化すること
ができる。 
 

．研究の方法 

モデルタンパク質として EGFP 及び mRFP を
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．研究成果 

EGFP 及び mRFP に Sortase の基質配列を付

5-la-LPET
 

ortase 
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rtaseとG5-la-LPETgを混合したときのみ、
-La-LPETG のバンドが低分子量側にシフト

した。更に、G5 のみ、及び LPETG のみを付加
した la を用いた場合にはバンドの移動は観
察されなかった。以上より、酵素 Sortase を
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用い、それぞれのタンパク質の N末端に
Sortase の基質となる GGGGG 配列、及び C
端には LPETG 配列を付加した G5-GFP-LPETG
を作成した。この改変タンパク質は大腸菌発
現系を用いて発現・精製した。また、Sortase
も同様に大腸菌発現系を用いて発現・精製し
た。環状化反応はこれらタンパク質と
Sortase を混合して３７℃、２４時間イ
ュベートすることで行った。得られた産物は
SDS-PAGE で分析を行った。 
 更に、抗 EGFR 抗体(la)、及
の１種であるβグルコシダーゼ(BGL)も上記
と同様に Sortaseの基質配列を付加して大腸
菌発現系を用いて発現精製した。これらも同
様に Sortase を用いて環状化反応を行い、生
成物を SDS-PAGE で分析した。 
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加 し て 発 現 さ せ た G5-GFP-LPETG と
G5-mRFP-LPETG に Sortase を加えると、バン
ドが低分子量側にシフトし、環状化が進行し
ている事が確認された。同様に、抗 EGFR 抗
体を用いて行った結果を下に示す。 
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用いてタンパク質を環状化させることに成
功した。 

 
Lane 1: la, Lane 2 Sortase Lane 3 
la + Sortase 左：G5-la, 右：la-LPETG 
 
 続いて、上記で環状化したタンパク質の性

を、CD スペクトルを用いて解析した。その
して

、
結反応はタンパク質の構造に与える影響

 
 
続いて、このタンパク質に段階的に熱を加え、
熱安定性を評価した。熱を加えるごとにスペ
クトルの変化が観察され、とくに４０℃から

０℃の間で変性していることが確認され
。通常の抗体と環状化の抗体では大幅な熱

ー配列

雑誌論文〕（計２件） 
moto, S., Sakamoto, T., 

質
結果を下に示す。N 末端と C 末端を連結
も、連結前とスペクトルの変化が見られず
連
が少ない可能性が示された。すなわち、本技
術はタンパク質の構造をわずかに変化させ
るだけで、その機能に与える影響が少ないこ
とが示唆される。 
 

５
た
安定性の向上見られなかった。今後、より詳
細な検討を進めていく予定である。 
 また、同様にβグルコシダーゼでも検討を
行った。BGL においては、G5 配列及び LPETG
配列を付加しただけでは環状化反応は進行
しなかった。そこで、両方の配列とタンパク
質の間に数アミノ酸からなるリンカ
を挿入した BGL を調製した。リンカー配列を
挿入する事で、環状化反応の反応率を大幅に
向上させることに成功した。今後、これらの
タンパク質の安定性について評価していく
予定である。 
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