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研究成果の概要（和文）：カイコβGRPのN末端に存在する構造ドメイン領域 (以下 GRP-tag) は、水に不溶なβ-1,3-g
lucanであるカードランと強固かつ特異的に結合する性質を有する。我々は、この性質を利用した新規の組換えタンパ
ク質固定化法について研究を行った。さまざまな宿主で発現させたGRP-tag融合組換えタンパク質は、細胞抽出液また
は培地からカードランビーズ上にワンステップで固定化された。また、ディスク型やシート状などのさまざまな形状の
カードラン担体の作製にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Amino terminal domain of Silkworm βGRP (GRP-tag) tightly and specifically 
associates with a water-insoluble β-1,3-glucan, curdlan. We have studied a novel immobilization system 
for recombinant proteins based on the association between the GRP-tag and curdlan. The recombinant 
proteins fused to the GRP-tag were expressed in several hosts and were immobilized in one step on the 
curdlan beads from cell lysates and medium. Furthermore, we succeeded in preparation of a curdlan disk 
and curdlan sheet as a support carrier for GRP-tag.

研究分野： 生物工学

キーワード： タンパク質　バイオテクノロジー　バイオリアクター　生物・生体工学　ナノ材料
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１．研究開始当初の背景 
 
	 カイコβGRP は、昆虫体内に侵入した真菌
等の病原体の表層に存在する β-1,3-glucan
を認識し、カイコの自然免疫系である
prophenoloxidase	 cascadeを活性化するタン
パク質である	 (Ochiai	 and	 Ashida,	 J.	 Biol.	 
Chem.,	 1988)。これまでに研究代表者らは、
カイコβGRP の N 末端 102 アミノ酸残基から
なる構造ドメインの立体構造を NMR 法によっ
て決定し、この領域における β-1,3-glucan
の特異的認識機構を原子レベルで解明する
こ と に 成 功 し た 	 (Takahasi,	 Ochiai,	 
Horiuchi	 et	 al.,	 Proc.	 Natl.	 Acad.	 Sci.	 USA,	 
2009,	 図 1)。	 

	 
	 この構造生物学的研究を遂行する過程で、
研究代表者らはカイコβGRP の N 末端ドメイ
ンとβ-1,3-glucan との相互作用は大変強く、
高濃度のタンパク質変性剤を加えなければ
相互作用を容易に破壊できないことを見出
した。また、水に不溶で低価格な食品ゲル化
剤としても知られるβ-1,3-glucan のカード
ランをカイコ体液中に加えると、天然の
βGRP をカードラン表面に特異的に吸着させ
ることができ、その一方で体液中の大量の夾
雑タンパク質のほとんどはカードランと結
合しないことがわかった。この性質を用いる
ことで、βGRP の β-1,3-glucan 結合ドメイ
ン	 (以下、GRP-tag)	 を融合した組換えタン
パク質を、カードランで構成された担体に簡
便かつ強固に固定化するシステムを構築で
きるのではないかとの着想を得た。	 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究は、GRP-tag とカードランを利用し
た簡便な組換えタンパク質の固定化に関す
る基盤研究と、安全かつ低コストな固定化酵
素やプロテインチップなどの応用へ向けた
研究を行うことを目的としている。具体的に
は、GRP-tag とカードランを用いたアフィニ
ティーシステムの物理化学的あるいは生化

学的な特性を明らかにし、このアフィニティ
ーシステムを適用可能なアプリケーション
の開発を行う。研究期間内には以下のことを
明らかにするための実験を行う。	 
(1)	 複数の標的タンパク質	 (細胞内タンパ
ク質や分泌タンパク質、膜タンパク質など)	 
を、GRP-tag 融合タンパク質として大腸菌、
昆虫細胞、動物細胞あるいはカイコ虫体で発
現させ、カードランビーズによる固定化が可
能な GRP-tag 融合タンパク質の種類や発現宿
主の関係を明らかにする。	 
(2)	 カードランの特徴である加工性の良さ
を生かし、フィルム状、板状あるいは管状な
どさまざまな形状に加工したカードランを
作製する方法を確立した。これら各種形状の
カードランに対し、GRP 融合タンパク質を添
加し、カードランビーズと同等の特異性や結
合強度を有しているか明らかにする。	 
 
３．研究の方法 
	 
(1)	 GRP-tag 融合組換えタンパク質の調製	 
	 大腸菌用発現プラスミドとして、pET-22b	 
のマルチクローニングサイトの 5’側に、成
熟型βGRP の 1-111 番までの領域をコードす
る遺伝子を組込み、GRP-tag 融合組換えタン
パク質発現用プラスミド	 pET-GRP-3C-His を
構築した(図 2)。このプラスミドに Tob の N
末端ドメイン 	 (TobN) 、 CCR4-associated	 
factor	 1	 (Caf1)、 interferon	 regulatory	 
factor	 3	 (IRF-3)	 お よ び retinoic	 
acid-inducible	 gene	 I	 protein	 (RIG-I)	 遺
伝子を挿入後、大腸菌 BL21	 (DE3)	 株に導入
し、GRP-tag 融合タンパク質の発現を誘導し
た。発現後の大腸菌抽出液をカードランビー
ズと 4	 ºC で 1	 h	 混和し、ビーズを 300	 mM	 NaCl
を含むリン酸緩衝液で十分に洗浄した。ビー
ズに特異的に結合した GRP-tag 融合タンパク
質を HRV3C	 protease で処理することで、標
的タンパク質を GRP-tag から遊離、精製した。	 
	 昆虫細胞における発現には、Invitrogen 社
の Bac-to-Bac	 バキュロウイルス発現システ
ムを利用した。トランスファープラスミド
pDEST8 に分泌シグナルをもつ GRP-tag	 
(secGRP-tag)	 およびマルチクローニングサ
イトを挿入し、新たにトランスファープラス
ミド pFastBac-secGRP-3C-His を構築した。
このプラスミドに標的タンパク質をコード
する遺伝子を挿入後、Bacmid	 DNA と相同組換
えを行い、発現用バキュロウイルス DNA を構
築した。この組換えバキュロウイルス DNA を、
昆虫細胞 Sf21 へ導入し、組換えバキュロウ
イルスの産生および目的とする secGRP-tag
融合タンパク質の分泌を行った。分泌された
secGRP-tag 融合タンパク質は、培地に直接カ
ードランビーズを混和することによりアフ
ィニティー精製した。	 



	 
図 2 GRP-tag 融合タンパク質発現プラス
ミドの構築	 
A: βGRP全長 (上) と GRP-tag	 （下）の模
式図． 
B: pET-GRP-3C-Hisの模式図． 
	 
(2)	 カードランビーズの調製	 
	 カードラン	 9	 g を 0.5	 M	 NaOH	 300	 mL 中で
十分に撹拌溶解し、5000	 x	 g,5	 min	 遠心す
ることで、不溶性成分を除去した。このカー
ドラン溶液を 1-butanol	 300	 mL および
Tween20	 6	 mL	 と混合し、スクリュー型のホ
モジナイザーで激しく撹拌しているところ
へ、氷酢酸	 34	 mLを数滴ずつ添加することで、
カードランの粒子を形成させた。得られたカ
ードランビーズは、ゲルベッドの 10 倍量以
上の水で洗浄後、20	 %エタノール中で保管し
た。	 
	 
(3)	 カードランディスクおよびシートの調
製	 
	 
	 カードランビーズと同様のカードランア
ルカリ溶液を、24 または 96	 ウェルマイクロ
タイタープレートに、厚さ 1〜5	 mm となるよ
うに添加し、酢酸蒸気で飽和したデシケータ
ーに封じ、室温で 24	 h	 静置し、カードラン
を硬化させた。硬化後のカードランディスク
は純水で洗浄後、20	 %	 エタノール中で保管
した。また、カードランアルカリ溶液中に紙
製ろ紙	 (またはポリプロピレン製不織布)	 
を浸漬後、ろ紙を取り出し、酢酸蒸気で飽和
したデシケーター中に吊るし、室温で 24	 h
静置し、カードランを硬化させた。得られた
カードランシートは、純水で洗浄後、20	 %	 エ
タノール中で保管した。カードラン担体の形
状の観察は、実体顕微鏡を用いた。	 
	 

４．研究成果	 
	 
(1)	 大腸菌による GRP-tag 融合タンパク質の
発現	 (図3)	 
	 
GRP-tagを融合させる標的タンパク質として、
すでに構造や機能のわかっている4種類のタ
ンパク質;	 TobN、Caf1、IRF-3およびRIG-Iを
選択した。これら標的タンパク質の遺伝子を、
GRP-tag遺伝子あるいは代表的なアフィニテ
ィータグであるGST-tag遺伝子の下流に融合
し、大腸菌BL21	 (DE3)	 株において発現させ
た。その結果、いずれの標的タンパク質にお
いてもGRP-tagを用いた場合の方がGST-tag
を用いた場合よりも可溶性画分から精製さ
れる融合タンパク質の収量の多いことが確
認された。	 

	 
図 3 GRP-tag融 合 タ ン パ ク 質 ま た は
GST-tagを融合させた4種類のタンパク質
を含む大腸菌抽出液からのカードランビ
ーズ  (GRP) またはグルタチオンセファ
ロースビーズ  (GST) による精製  
FT,アフィニティービーズの素通り画分，B, 
アフィニティービーズに特異的に相互作用
した融合タンパク質． 
	 
(2)	 GRP-tag融合タンパク質とカードランビ
ーズ複合体の化学的安定性	 
	 
アフィニティークロマトグラフィーシステ
ムにおける精製条件は、アフィニティータグ
とそのリガンドとの間の物理的および化学
的な安定性によって制限されている。そこで
GRP-tagとカードランビーズがpH	 4から9の間
でも安定かどうかを調べた。その結果、
GRP-tagはpH	 4から9の間でもカードランビー
ズから外れることはなかった。一般に広く用
いられている GST-tag 、 His-tag お よ び
MBP-tagのいずれもがpH	 6以下ではリガンド
との結合能を失うことから、GRP-tagとカー
ドランの複合体のpH安定性は特筆すべきも
のである。	 
	 



	 次に高濃度の塩、界面活性剤および変成剤
が存在する場合のGRP-tagとカードランとの
複合体の安定性を調べた。その結果、GRP-tag
は4	 M	 の塩化ナトリウム、20	 %	 Triton	 X-100
あるいは4	 M	 urea存在下でもカードランビー
ズから解離しないことがわかった。	 
	 
(3)	 GRP-tag融合タンパク質の酵素活性およ
び構造の測定	 (図4)	 

	 
図4 GRP-tagおよびHis-tagによる二段階
アフィニティー精製を行ったRIG-Iタンパ
ク質の二次構造および酵素活性の測定  
A: 各精製段階におけるRIG-IのSDS-PAGE．
Ni Ni-NTA Superflowビーズによる第一段階
の精製で得られたタンパク質．FC, カードラ
ンビーズに吸着しなかった素通り画分のタ
ンパク質．BC,Ni精製されたタンパク質をカ

ードランビーズに吸着させた後 ,GST融合
HRV3Cプロテアーゼ処理し,ビーズ上に残っ
たタンパク質．SC, Ni精製されたタンパク質
をカードランビーズに吸着させた後,GST融
合HRV3Cプロテアーゼ処理し,上清に遊離し
たタンパク質． SG,SCにおける上清に
Glutathioneビーズを加え ,GST融合HRV-3C
プロテアーゼを除去した後の上清に含まれ
るタンパク質．	 
	 
	 N末端にGRP-tag、C末端にHis-tagを融合さ
せたRIG-Iタンパク質を、Ni-NTA	 superflow
ビーズおよびカードランビーズを用いて二
段階のアフィニティー精製を行った。その結
果、RIG-Iは110	 kDという高分子量のタンパ
ク質であるにもかかわらず、高純度の試料と
して得ることができた。このRIG-Iについて、
poly	 I:C存在下におけるATP-ase活性の測定
を行った。その結果、RIG-Iはpoly	 I:Cの濃
度に依存してATP活性が増加することがわか
り、その酵素としての機能が保持されている
ことが明らかとなった。また、円二色性スペ
クトルを測定したところ、208および222	 nm
に極大値が観察され、正しい二次構造を形成
していることが確認された。	 
	 
(4)	 昆虫細胞によるGRP-tag融合タンパク質
の発現	 (図5)	 
	 

	 
図5 昆虫細胞培地中に分泌された3種類
のsecGRP-tag融合タンパク質の精製  
Ppt,カードランビーズに特異的に吸着した培
地中のタンパク質．Sup,カードランビーズ 
吸着後,GST融合HRV3Cプロテアーゼで処理
後の上清に遊離したタンパク質． 
	 	 



GRP-tag融合タンパク質のうち、大腸菌によ
る発現では不溶化してしまうものが存在し
た。それらのうち、Protein	 kinase	 C-binding	 
protein	 NELL2	 (NELL2)、Trans-Golgi	 network	 
integral	 membrane	 protein	 2	 (TGN46)	 およ
び β-1,4-glucuronyltransferase	 1	 
(B3GNT1)	 を選び、昆虫細胞Sf21における発
現を行った。その際、天然βGRPの分泌シグ
ナルをN末端にもつGRP-tag	 (secGRP-tag)	 と
の融合タンパク質とすることで、分泌発現す
るかどうかを確認した。その結果、培地中に
は糖鎖の付加されたsecGRP-tag融合タンパ
ク質が分泌され、これらはカードランビーズ
により5	 %	 牛胎児血清を含む培地からワンス
テップで純度よく精製することができた。ま
た、本来細胞内貯留型タンパク質であるEYFP
についてもsecGRP-tagをつけて発現させた
ところ、細胞内の小球への蓄積が観察され、
その一部は細胞外へ分泌されることが確認
された。	 
	 
(5)	 カードランビーズの大量調製法の開発	 
(図 6)	 	 
	 
	 カードランビーズを効率的かつ大量に調
製するため、ビーズの原料であるカードラン
の初期濃度や、回転型ホモジナイザーを用い
た場合の撹拌速度について検討した。その結
果、カラムのエンドフィッティングを通り抜
けない均質なカードランビーズを、一度に
100	 mL 以上生産する方法を確立した。この新
型カードランビーズを詰めたガラスカラム
を用いることで、大容量の試料抽出液や培地
をチューブ型ポンプによって連続添加でき
るようになった。	 

	 
図 6 改良された均質な粒径をもつカード
ランビーズの実体顕微鏡像  
 
(6)	 さまざまな形状のカードラン担体の
開発	 (図 7)	 
	 
	 GRP-tag 融合タンパク質を結合させるため
の新たな形状のカードラン担体の作製を試
みた。まずマイクロタイタープレートなどの
多穴プレートのウェル底部に、厚さ 1〜5	 mm

までのカードランディスクを形成させた。プ
レート底部に付着したカードランディスク
の表面に，GRP-tag 融合タンパク質を特異的
に固定化することができた。カードランディ
スクはカードランビーズのときと同様、牛胎
児血清中のタンパク質による非特異的吸着
が非常に少ないことも明らかとなった。その
ためこの形状のカードラン担体は、アルブミ
ンなどを含む溶液中での薬剤探索用プロテ
インチップとしての使用できる可能性が示
唆された。またカードランディスクを破壊す
ることなくウェルから取り出すことにも成
功した。取り出したカードランディスクに，
GRP-tag とともに発現させた抗原タンパク質
をカードランディスクに固定することで，安
価な経口ワクチンとしての応用が期待され
る。	 
	 次にカードランをろ紙あるいは不織布に
吸収させた膜型カードラン担体の作製を試
みた。これらはより大きな表面積を必要とす
る工業用固定化酵素としての利用を視野に
入れたものである。膜型カードランの表面に
直径 50	 μm の微細な穴を形成し、表面積の
向上を図った。筒状容器へ丸めて格納した膜
型カードラン担体に。組換え GRP-tag 融合プ
ロテアーゼを含む大腸菌抽出液を直接添加
したところ、簡便かつ高純度に組換え酵素を
膜表面に固定化することができた。膜型カー
ドラン担体はすべて生分解性の素材で構成
されていることから、工業分野に限らず、使
用後の回収が難しい農業や環境分野におけ
る屋外での利用が期待される。	 
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図 7 さまざまな形状のカードラン担体  
A,24 ウェルマイクロタイタープレート中か
ら取り出したカードランディスク． 
B,カードランシート表面に規則的に配列させ
た直径 50 µm の小孔の実体顕微鏡像．	 
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