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研究成果の概要（和文）：機能を持ったタンパク質がその表面に固定化された金ナノ粒子（AuNP）は、基礎科学からバ
イオテクノロジーに至る幅広い分野で利用されているナノ材料である。本研究では、酵素触媒により金ナノ粒子を調製
する新たな手法に基づき、機能性タンパク質がその表面に提示されたAuNPを、生体内で一段階合成することを目標とし
た。具体的には、グリセロールデヒドロゲナーゼ（GLD）に金結合性ペプチドと抗体結合タンパク質（pG）を融合した
組換えタンパク質をコードする遺伝子で形質転換された大腸菌を金イオンとグリセロールの共存下で培養することで、
抗体結合能を有するpGが提示されたAuNPを細胞質内に得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we explored a new approach for the biofabrication of 
protein-decorated gold nanoparticles (AuNP) by glycerol dehydrogenase (GLD) enzyme with gold-binding 
peptide-tagged recombinant proteins. The formation of AuNP was achieved via the GLD-catalyzed reduction 
of NAD to NADH with glycerol as a substrate. In the presence of the fusion protein comprised of protein G 
(pG) and a gold-binding peptide (GBP), the catalytic cofactor reduction resulted in the efficient in situ 
fabrication of AuNP immobilized with the fusion protein. Next, we designed a GLD fusion protein tagged 
with both pG and GBP. The recombinant pG-GLD-GBP protein promoted the synthesis of AuNP, and the pG 
moiety was self-displayed on the AuNPs with the protein G's binding capability for IgG antibody. Finally, 
we confirmed that an engineered E. coli harboring the pG-GLD-GBP fusion protein could produce AuNP 
decorated with functional pG, suggesting the possibility of in vivo fabrication of functional AuNPs.

研究分野： 生体分子工学
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１．研究開始当初の背景	 
	 金ナノ粒子(AuNP)は、ナノ及びバイオテ
クノロジー分野において、基礎から応用に至
る幅広い領域で研究対象とされている基盤
材料である。特に様々な機能性タンパク質が
固定化された AuNPは、ナノバイオ分野にお
ける分子集合素子として注目されている。一
般的に、タンパク質修飾 AuNPは、AuNPの
合成と、タンパク質生合成の反応場が相容れ
ないため、化学的手法で調製された AuNPと、
金表面に親和性を有するタンパク質を混合
することで、AuNP表面に目的タンパク質を
固定化する手法が採用される。しかしながら、
このような物理的吸着に基づく方法では、
AuNPに対して配向性を持ってタンパク質を
固定化することは一般に困難であった。そこ
で、目的タンパク質の配向性を担保可能な
AuNPの新たな調製法の開発に着手した。 
 
２．研究の目的	 
	 AuNP上に固定化されたタンパク質の配向
性を担保する手段の１つとして、金表面に親
和性を有するペプチドタグを、遺伝子工学的
手法により目的タンパク質に導入する方法
が提案されている。即ち、化学的手法で調製
した AuNPと、上述の方法で得た目的タンパ
ク質をそれぞれ別個に調製し、これらをハイ
ブリッド化する２段階調製法により、AuNP
に配向性を持ってタンパク質を固定化可能
なことが示されている。本研究では、申請者
らが開発した酵素触媒による AuNP 合成法
を採用することで、大腸菌細胞質での AuNP
合成と金結合性を付与したタンパク質の発
現を同一反応場で行うことにより、目的タン
パク質がその表面に配向を持って提示され
た AuNPの‘細胞質内一段階合成法’の確立
に挑戦した。本研究の最終目標を図１に示す。 
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図１ 大腸菌細胞質内での酵素反応を介した 
   タンパク質修飾金ナノ粒子合成スキーム 

 
３．研究の方法	 
(1) グリセロールデヒドロゲナーゼ(GLD)触媒に
よる AuNP 合成を介したタンパク質修飾 AuNP
の in vitro 合成法 
	 GLDが触媒する補酵素NADの還元反応場
に、金結合性ペプチドを融合した抗体結合タ
ンパク質(pG)、金イオン、グリセロールを共
存させ、抗体結合能を有する AuNPの調製を
試みた。具体的には、バルク金表面に親和性
を示すことが報告されている A3 ペプチドを
pG に融合した組換えタンパク質(pG-A3)を
調製し、GLD 触媒による金ナノ粒子の合成
過程で、pG-A3 が表面に提示された AuNP
の調製と、表面提示タンパク質の機能性につ
いて抗体結合能を指標に評価した。 

(2) 触媒部位と機能部位を連結した融合タンパ
ク質(pG-GLD)による in vitro AuNP 合成 
	 新規融合タンパク質 pG-GLDを設計し、こ
れに金結合性ペプチドを付加した融合タン
パク質を調製した。得られた組換えタンパク
質を (1)と同条件下に供し、GLD 部位が
AuNP合成を触媒し、且つ得られた AuNP上
に自己犠牲的に pG を提示する系の構築につ
いて検討した。 
(3) 新規 pG-GLD 融合タンパク質による in vivo 
タンパク質修飾 AuNP 合成 
	 最適化された金結合性ペプチド融合
pG-GLD をコードする遺伝子により形質転
換された大腸菌を調製し、金イオンとグリセ
ロールの共存下、組換え大腸菌を培養するこ
とにより、抗体結合能を有する AuNPの生細
胞内一段階調製の可能性を評価した。 
 
４．研究成果	 
(1) GLD 触媒によるタンパク質修飾 AuNP の in 
vitro 合成法の確立 
	 まず、GLD触媒による pG-A3提示 AuNP
の調製を試みたところ、抗体結合能が維持さ
れた AuNPの調製に成功した。AuNP表面に
提示されたタンパク質組成を評価したとこ
ろ、意外なことに AuNP合成の触媒として添
加した GLD そのものが相当量固定化されて
いることが明らかとなった。AuNP上に提示
されたタンパク質種の詳細な評価の結果、
GLD の精製用に融合発現したヘキサヒスチ
ジンタグ(His-tag)が AuNP 表面と比較的高
い親和性を示すことが明らかとなった。また、
His-tagの C末端に Cysを１残基付加すると、
目的タンパク質を AuNP 上へより強固に固
定化可能なことを確認した。 
 
(2) 新規融合タンパク質の設計による１タンパク
質成分での in vitro AuNP 合成 
	 細胞質内には多種多様な生体分子が共存
する。そこで、抗体結合部位、酵素部位、金
親和性部位を併せ持つ融合タンパク質を設
計することで、１種類のタンパク質成分で
AuNPの調製を可能にする系の構築を試みた。
具体的には、pG-GLD の C 末端に His6Cys
タグを付加した融合タンパク質 (pG-GLD- 
His6Cys)を設計し（図２）、大腸菌による発
現、精製を行い、試験管内で AuNPの調製を
試みた。その結果、得られた AuNPは抗体結
合能を示し、当該融合タンパク質が自己犠牲
的に AuNP 上へ目的タンパク質を提示する
一段階調製法の概念実証を達成した。 
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図２ １種類の融合タンパク質によるタンパク 
   質修飾金ナノ粒子合成スキーム 



(3) 新規融合タンパク質による組換え大腸菌内
でのタンパク質修飾 AuNP 合成の試み 
	 最後に、前述のスキームが、細胞質内でも
機能するか確認した。pG-GLD-His6Cys遺伝
子がコードされたプラスミドベクターで形
質転換された大腸菌を準備し、これを金イオ
ンとグリセロールの共存下で培養した。７２
時間後に大腸菌を回収し、細胞破砕処理を施
し、可溶性画分と不溶性画分に分離したとこ
ろ、前者に AuNP由来のプラズモン吸収が確
認された（図３(i)）。GLD の誘導発現を抑
制した条件、ならびにグリセロールの外部添
加無しの条件下では、特異的な吸収が確認さ
れず、赤みがかった呈色も観察されなかった
ことから（図３(ii〜iv)）、GLD触媒系が生
細胞内で機能することにより、AuNPが生合
成されたことが示唆され、タンパク質修飾
AuNPの細胞質内での一段階調製が可能なこ
とが示唆された。 
 

 
図２ 大腸菌細胞質内での酵素反応を介したタ
ンパク質修飾金ナノ粒子の合成. (a) (i)-(iv)の異
なる培養条件下、組換え大腸菌で調製された金
ナノ粒子の UV-vis.スペクトル. (b) 37℃, 72 時間
培養後に得られた金ナノ粒子溶液の写真． 
	 
	 次に、得られた可溶性画分から、遠心分離、
洗浄、限外ろ過による非特異吸着タンパク質
の除去を経て、AuNPを精製した。AuNP表
面に提示されたタンパク質種を確認したと
ころ、目的タンパク質が優先的に固定化され
ていることを示唆する結果を得た。 
	 最後に、精製 AuNPを用いた固相免疫測定
系を構築し、抗原検出能を評価したところ、
pG部位に由来する抗体結合能を有し、且つ、
複合化した抗体の対象抗原を検出可能なこ
とが明らかとなった。以上のことから、本研
究で提案したシステムにより、イムノクロマ
ト等の診断試薬として利用可能な AuNP を、
簡便な培養操作により直接得ることが可能
なことを明らかにした。 
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