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研究成果の概要（和文）：天然変性タンパク質(IDP)には、その共通の分子機能として、フライキャスティングメカニ
ズムや「フォールディングに協調した標的結合」という機構が知られている。また植物のストレスタンパク質dehydrin
のコア配列と絹由来sericinがIDPであること、酵素や細胞の凍結保護保護活性があることが報告されている。IDPの機
能がその基本物性に由来し、配列や起源に依存しないならば、同様の機能性IDPがヒトゲノム内にもあるはずである。
酵素の凍結保護活性を指標に、ヒト由来IDPの探索・最適化を行った。そのうちの一つ、20アミノ酸のIDPペプチドはNH
DF細胞の凍結保存において、有意な保護効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Intrinsically disordered proteins (IDPs), polypeptides that lack a stable compact 
structure, are known to exert the two major molecular functions, “fly-casting mechanism” and “coupled 
folding and binding”. Plant stress-responsible protein dehydrins and silkworm sericins are the examples 
of IDPs. These exert cryoprotective activity against enzymes and cultivated cells, respectively. If 
IDP’s molecular functions are originated from their physical properties, similar functions may also 
exist in human-genome derived IDPs.
Based on the concept, we started to screen several human IDPs using cryoprotective activity against the 
model enzyme lactose dehydrogenase as an index. Finally, we succeeded in finding a 20 aa IDP peptide that 
showed cryoprotective activity against NHDF cell.

研究分野： 物理系薬学
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様 式 Ｆ－１９ 

１．研究開始当初の背景 

 

細胞(哺乳動物・植物)の凍結保存の際にその
生存率を上げる保護剤（細胞凍結保護剤）と
して、家蚕(絹)由来のセリシンと植物由来ス
トレスタンパク質のデヒドリンがそれぞれ、
知られている。このうち、我が国において、
寺田(福井大)がセーレン(株)と産学共同研究
を行い、細胞凍結ならびにタンパク質保存用
の試薬として実用化されている。一方、デヒ
ドリンについては、大豆や米糠由来の有用成
分として門間(食総研)が報告している。米国
ではデヒドリン遺伝子に関する特許が 115件
成立している（動物細胞保護剤としての応用
はない）。 

研究代表者は、新学術領域研究「天然変性
タンパク質の分子認識機構と機能発現」
(H21~H25)の計画班に所属しており（申請
時）、水溶液中で特定のコンパクトな立体構
造を持たない天然変性タンパク質(IDP)の半
網羅的物性解析を、構造生物学の観点から行
っていた。その際、セリシン・デヒドリンの
いずれもが①IDP であること、②試験管内で
凍結により失活する乳酸デヒドロゲナーゼ
(LDH)について凍結保護活性があること、に
着想を得て、ヒトゲノム由来機能未知 IDP に
ついて同様の活性の有無を調査した。その結
果、６種類(36～44 アミノ酸)の IDP のうち
５種類に LDH 凍結保護活性を見出し、本研
究を開始する直前（H25 年 1 月）に特許を出
願した。その過程で、セリシンについては酵
素凍結保護剤としてよりもむしろ細胞保護
剤として脚光を集めていることを知り、ヒト
由来 IDP の細胞保護活性の有無に興味を持
った。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の直接の目的は、以下の３点である。 

 既に取得したヒトゲノム由来 IDP なら
びに他の IDP について、[配列と活性]の
関連性]の調査、いわゆる構造活性相関研
究を行い、「最強の酵素凍結保護活性を
有するヒトゲノム由来 IDP」を取得・創
出する。 

 ヒトゲノム由来 IDP について哺乳動物
細胞の凍結保存における保護効果があ
るかどうかを調べる。 

 そののち、同様の構造活性相関研究を行
い、「最強の酵素凍結保護活性を有する
ヒトゲノム由来 IDP」を取得する。 

 

上記の目的を達成するためには、IDP ならび
に IDP が含まれるタンパク質分子の相互作
用について、幅広く知見を集めつつ、現時点
での作業仮説を更に進化・深化させる必要が
ある。そこで、IDP 試料の調整法や、IDP の
物性を解析するための新規の NMR 測定法な
どの開発も並行して行うこととした。更に、
本研究の内容に、研究分担者・連携研究者以

外の研究者との IDP に関する共同研究から
の最新の情報・知見も、適宜フィードバック
し、研究推進に役立てることとした。 

 

３．研究の方法 

 
・ヒトゲノムからの IDP様配列の取得、予測
法：連携研究者である清水佳奈博士（産総
研・CBRC）の開発した天然変性領域予測プロ
グラム Poodle を使用し、30 アミノ酸以上 50
アミノ酸以下の領域を選択した。 
 
・IDP 試料（ペプチド）の調製法：IDP 試料
は大腸菌で組換えタンパク質として生産さ
せ、融合発現のタグを遊離させた後、HPLCで
精製した。これまでに試したヒト由来 IDP ペ
プチドの平均的な収量は、大腸菌培養 1L あ
たり 2mg である。その際、大腸菌の内在性プ
ロテアーゼによる目的 IDP試料の分解が、最
大の問題点となる。そこで、IDP 試料の調製
に特化した発現系であるブタコレラウイル
ス由来 N 末端オートプロテアーゼ NPRO の融
合発現ベクターを作成し、本実験に適した形
態に、条件を最適化した。 
 
・IDPの（酵素）凍結保護活性の測定法：Lin, 
C., and Thomashow, MF.: (BBRC, 183, 1992, 
1103-8)に準じて、市販の乳酸脱水素酵素 LDH
が液体窒素と 4℃水浴で凍結→融解のサイク
ルを 5回繰り返すと残存活性が 5%以下になる
現象を利用して、そこに添加した物質(IDP)
による凍結保護活性を評価した。LDH 活性は
NADPH の吸光度変化を利用して定量した。IDP
の配列の最適化は、後述する細胞への凍結保
護活性の評価のために、新規の IDP を更にヒ
トゲノムから探索するのではなく、既存の
IDP のアミノ酸長を短くすることにより、最
適化を行うことにした。 
 
・更に、モデル酵素以外の酵素・タンパク質
に対する凍結保護活性を評価しなければ、多
種類の酵素が含有されている細胞の凍結保
護には至らない、と考えた。そこで、S. 
japonicum グルタチオン S転移酵素、ならび
に緑色蛍光タンパク質に対して、大腸菌組換
えにより試料を得て、それらが効率的に活性
を消失する凍結・再融解条件を設定した。そ
の条件を用いて、IDP の凍結保護活性を評価
した。 
 
・IDP の細胞凍結保護活性の測定法：まず扱
いやすい培養細胞(Hela, Cos7, NIH3T3)につ
いて、IDP 添加細胞保護溶液・無添加保護溶
液・DMSO等対照実験）を用意し、凍結処理時
間（15 秒、60 秒）を変えて凍結し、二週間
保存したのちの細胞生存率を評価した。更に、
凍結保存が困難な細胞として、ヒト正常皮膚
繊維芽細胞（NHDF）を用いて評価した。 
 
４．研究成果 



(1) IDP 試料の大腸菌による組換え発現生
産法の最適化 

 
いくつかの予備実験の結果より、IDP の大腸
菌発現系による試料調製は、大腸菌の内在性
の分解により困難を極めた。そこで、大腸菌
内の分解を低減する方法として、ウィーン大
学の Auer らが開発したブタコレラウイルス
由来 N 末端オートプロテアーゼ NPRO に着目
し、それを用いて、IDP 試料が生産できるか
どうかを調べた。その結果、高度好熱菌由来
Hef タンパク質の 160 残基におよぶ IDP 領域
をはじめとして、多くの IDP を再現性良く、
同じプロトコルで生産できることがわかっ
た（論文 5）。Auer らの方法では、希釈によ
り NPRO 部分を巻き戻す必要があったが、そ
の際、溶液の体積が増えるため、長時間の濃
縮過程が必要となり、その間の試料の劣化・
分解が懸念された。そこで、少量の体積での
巻き戻し操作で、IDP からのタグプロアーゼ
の除去が可能な透析法を採用し、その条件を
確立した（論文４）。 
なお、今回の凍結保護剤開発目的ではないが、
ヒトゲノム由来 IDPとして重要な研究対象と
して、アミロイドペプチドの試料調製法の
最適化も行った。アミロイドペプチドの場
合も、上記同様に、内在性プロテアーゼによ
る分解を避けるための封入体への発現と、巻
き戻し過程を含む発現・精製のプロトコルが
最善の結果を与えた。この成果は、共同研究
者によりさらに発展し、アミロイドペプチ
ドの標的分子の同定に、間接的に貢献した
（論文２）。ただし、アミロイドペプチドの
試料調製時には、単に発現・精製するだけで
はなく、半ば凝集しつつある試料の単量体化
のプロセスも重要であった。我々はその際の
濃度を薄い状態にたもつことが重要である
ことを明らかにした（論文１）。 
 
(2) LDH 以外の酵素・タンパク質を用いた

ハイスループットかつ安価な凍結保護
活性を有する IDPの評価法 

 
IDP の細胞に対する凍結保護活性を評価する
前に、LDH 以外の酵素の有無を確認する必要
があるが、こうした研究に適しているモデル
酵素として系が確立しているものが少ない。
そこで、我々は、組換え発現の融合タンパク
質タグであるがゆえに、実験室で容易に入手
可能かつ取り扱いが容易なタンパク質であ
る、グルタチオン S 転移酵素(GST)と、緑色
蛍光タンパク質（GFP）について、検討した。
GST については LDH と同様の条件、GFP につ
いては倍の 10 回の繰り返し凍結融解で、再
現性よい検出可能な活性・蛍光の低下を認め
た。さらに、GST については CDNB アッセイ、
GFP についてはタンパク質の蛍光強度で、そ
れらの活性を容易に評価できる。両者のアッ
セイは蛍光プレートリーダで実施できるた
め、ハイスループット系に適することが明ら

かになった。 
 

 

 
 
(3) 細胞に対するヒト由来 IDP の凍結保護

活性の予備試験と試料条件の設定 
 
当初、ヒトゲノム由来５種類の IDP の細胞に
対する効果を網羅的に調べる予定であった。
しかし、IDP 試料を 0.1%、培地 2ml であれば
毎回 2mg 調製するには、大腸菌発現系の生産
性は心もとないものであったためいくつか



に絞り条件検討を開始した。初めに培養の容
易な細胞種である、HeLa、Cos9、NIH3T3 細胞
を用いて、IDP について調査する予定であっ
た。しかし、コントロールとなる保存出来の
一つである、IDP を含まない凍結保存液（生
理食塩水・リン酸緩衝液）でも、実用に十分
な細胞の生存率であり、IDP 添加の有意差は
出なかった。 
 
更に、再現性を確認するうち、大腸菌で調製
した IDP では細胞毒性を有することがあり、
大腸菌の菌体由来の LPSなどが原因であるこ
とが考えられたが、実験室レベルでのそれら
の除去はコストがかかることがわかった。 
 
(4) より短い凍結保護活性を有するペプチ

ド FK20の取得 
 
前述の結果を受けて、細胞実験を再現性よく
実施するためには、IDP 試料は合成ペプチド
を用いることとした。そのために、ペプチド
合成のコストが安い、より短い IDP の凍結保
護を検討することとした。三種の IDP
（D10/C1/F1）を系統的に短くしていった結
果、25 アミノ酸より短くすると凍結保護活性
の落ちるものがあることがわかった。E1、C1
では、ペプチドを 20 アミノ酸まで短くする
ことができなかったが、D10 では 20 アミノ酸
でも十分な凍結保護活性が得られた。このペ
プチドを FK20と名付けた。 
 

 
(5) NHDF 細胞に対する FK20 の凍結保護効

果 
 
合成ペプチド FK20 の利用により、細胞の凍
結保存実験の再現性がよくなることが期待
された。医療用の細胞培養などに含まれない
ことが推奨されている仔牛血清（FBS）を含
有しない培地での凍結保存が困難な細胞と
して、NHDF（正常ヒト皮膚繊維芽細胞）が知
られている。そこで、この細胞を用いて、リ
ン酸緩衝生理食塩水をベースに、FK20の効果
を見た。その結果、5%DMSO 存在下、0.1%の
FK20 の添加で、ほぼ 100%の細胞凍結保存が
達成された。これは、ヒトゲノム由来天然変
性ペプチドに、細胞保護効果があることを乱
した世界で最初の例である。一方、同様に細
胞や人体に対して毒性が一部指摘されてい
る DMSO については、DMSO を完全に不含とす
ることはできなかった。 
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