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研究成果の概要（和文）：生体内では、一連の酵素群が微小空間内に密集して酵素反応が共役している。本研究
では、ナノ粒子への酵素集積化と自身が開発したナノ粒子の自発的階層集合化の技術を組み合わせて、生体内で
の酵素密集環境を再構築するプロセスの開発を目指し、混合操作のみで行えるナノ粒子への酵素集積化と材料表
面特異なペプチド・タンパク質によるナノ粒子の階層的集合化技術を組み合わせることによって、生体内での酵
素密集環境を生体外で再現できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In vivo, a series of enzymes are closely packed in a minute space, and the 
enzyme reactions are coupled. In this study, enzymes are clustered on nanoparticles and the 
clustered enzymes are hierarchically assembled to reconstruct in-vivo-mimic enzyme-crowded 
environment. The utilization of material-binding peptides and proteins showed the possibility for 
spontaneous self-assembly of clustered enzymes.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 生体分子　酵素　ナノ粒子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内での酵素密集環境を生体外で再構築できれば、細胞内では変化させることができなかった様々なパラメー
タを変化させることができ、生体内での代謝ネットワークの解明に有用なツールとなり得る。本研究で開発し
た、酵素が集積したナノ粒子を凝集させる技術は、その再構築を可能とする要素技術として寄与する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
脱化石資源の潮流は、微生物や植物細胞を用いて有用な有機分子を生産する研究を加速させ、

ゲノム工学による代謝ネットワークの改変が様々な細胞でなされている。しかし、その改変は、
均一希釈の環境で測定された酵素の各々の特性を元に設計されているため、酵素群が微小空間
内に密集し酵素反応が共役的に連鎖している生体内では、予想通りの生産性を示さないことが
多々ある。その解決策の一つとして、生体外で酵素密集環境を再現し、酵素反応間の共役効果
や局所で高濃度化した代謝中間体による反応促進・活性阻害を数値化して代謝デザインに利用
する方法があるが、多数の酵素を簡便に高密度集積させる技術がない。その中で研究代表者は、
自身が開発したナノ粒子を核とした酵素のナノ集積とナノ粒子凝集のハンドリング技術を用い
れば、生体内での酵素密集環境を再現した環境を生体外で再構築するプロセスを開発できると
発想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は、近年ナノ粒子を核として異種酵素を混合操作のみで高密度集積させ、酵素反

応間に共役的効果を誘導させることに成功した。本研究では、生体内において一連の酵素群が
微小空間内に密集して酵素反応が共役していることに着目し、ナノ粒子への酵素集積化と自身
が開発したナノ粒子の自発的階層集合化の技術を組み合わせて、生体内での酵素密集環境を再
構築するプロセスを開発する。そのために、混合操作のみで行えるナノ粒子への酵素集積化と
材料表面特異なペプチド・タンパク質によるナノ粒子の階層的集合化技術を組み合わせること
によって、生体内での酵素密集環境を生体外で再現する技術を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 酵素集積ナノ粒子の作製 
まず、ストレプトアビジンを固定化したナノ粒子とペプチドリンカーを介してビオチン化ペ

プチドを融合した組換え酵素を混合することで、ビオチン―アビジン相互作用によって酵素反
応間が共役する酵素集積ナノ粒子が形成させる。また、無機ナノ粒子へ結合するペプチド・タ
ンパク質をファージ提示法などで取得し、それらを酵素へ融合することによってストレプトア
ビジン無しで酵素をナノ粒子へ集積させる。 
 また、酵素ナノ粒子の核となるナノ粒子に関して、様々な粒子径とアビジン提示率を持つ無
機ナノ粒子群を作製する。そして、その表面にストレプトアビジンを定量的に修飾させること
によって、粒子径とビオチン結合数を変数に持つナノ粒子群を作製する。 
 
(2) 無機材料特異的ペプチドの取得 
 ファージ提示法を利用して酵素を集積させるナノ粒子表面へ結合するペプチド候補を選択し、
酵素などのタンパク質と融合して、ナノ粒子へタンパク質を集積できる程度の結合力をもつペ
プチドを取得する。 
 
(3) 酵素集積ナノ粒子間の相互作用と活性評価 
作製した酵素集積ナノ粒子を相互作用させた状態での酵素活性変化を解析する。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) ストレプトアビジンを介した酵素集積ナノ粒子の作製 
 
ナノ粒子へ酵素を固定化するために、酵素の C 末端にいくつかのペプチドリンカーを介して

ビオチン化ペプチドとポリヒスチジンタグを融合した組換え酵素を大腸菌にて調製した。ビオ
チン化ペプチドの融合により酵素の発現量の低下をおこすことがあったが、培養条件を検討す
ることによって実験で用いる程度は調製できるようになった。酵素を固定化させる無機ナノ粒
子は、50nm～200nm の粒子径の範囲で合成し、それぞれの粒子径をもつナノ粒子へストレプト
アビジンを、粒子とストレプトアビジンの混合比を変化させて、粒子表面へストレプトアビジ
ンを固定化させた。そして、組換え酵素とナノ粒子を、様々な比率で混合して酵素集積ナノ粒
子を作製し、それらの活性評価を評価した。その結果、酵素とビオチン化ペプチド間のリンカ
ーの特性によって、粒子に固定化されることによって酵素の活性が低下するものとしないもの
があることが分かった。また、粒子表面に固定化されているストレプトアビジンの固定化量も
酵素の失活に影響を与えることも分かった。 

 
 



(2) 無機材料特異的ペプチドの取得 
 
ナノ粒子へ酵素を固定化するために、ファー

ジ提示法を用いて金属や金属酸化物の無機材
料表面へ結合するペプチドの取得を行い、数
種のペプチド配列を同定した。そして、種と
したペプチドを末端に融合した緑色蛍光タン
パク質 GFP を用いて無機ナノ粒子への吸着特
性を評価したところ、取得したペプチドはす
べてペプチドを融合していない GFP よりも優
位にナノ粒子へ吸着性を示した(図 1)。また、
そのペプチドのうち一種類について、アミノ
酸配列を繰り返した配列をタ酵素に融合した
組換えタンパク質を大腸菌で発現させたとこ
ろ、繰り返し回数の増加は組換えタンパク質
の発現量を低減させる傾向にあり、さらに繰
り返し回数の増加は無機材料表面への結合力
を相加的には向上させないことが分かった。 
次に、取得した無機材料結合性ペプチドへ変異を導入し、タンパク質の結合解析を行った。

まず、各アミノ酸残基位置をアラニンへ点変異した変異体の結合評価を行ったところ、点変異
では標的への結合親和性および結合量はあまり変化しないことが分かった。このことから、用
いた無機材料結合性タンパク質は界面的な広がりを使って無機材料表面を認識し結合している
ことが示唆された。 
 
(3) 酵素集積ナノ粒子間の相互作用と活性評価 
 
無機ナノ粒子表面の荷電性を変化させてビオチン化酵素の結合に必要なアビチンを化学結合

させたところ、荷電性が高いものは粒子が凝集しやすいことが分かる共に、本研究に必要な最
適解を得ることができた。また、二つの無機ナノ粒子間を架橋するために、二つの無機材料結
合性ペプチド・タンパク質を架橋させた組換えタンパク質を大腸菌にて調製した。そして、両
ナノ粒子と共にこの組換えタンパク質を架橋すると、ナノ粒子は自発的に凝集し沈殿した。こ
れより、無機ナノ粒子間を架橋し集積させる分子を設計できたと考えた。 
そこで、組換え酵素群とナノ粒子を、様々な比率で混合して酵素集積ナノ粒子を網羅的に作

製すると共に粒子間の凝集も引き起こした際の酵素活性の関係を評価した。その結果、粒子の
集積性や凝集性を高めると酵素活性の低下を招きやすいことが分かったが、活性は維持される
条件は存在することが分かった。 
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図 1. 取得した無機材料ペプチドを融合した GFP の

無機ナノ粒子に対する吸着 
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