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研究成果の概要（和文）：生物を構成する主要な分子であるタンパク質は、現在、ナノサイズの機能素子として幅広く
活用されている。一方、生体内では、異なる複数のタンパク質成分が、化学的・物理的相互作用を介して、高次の機能
を発現している例が多く見られる。本研究では、天然に見られる高次複合タンパク質を手本として、遺伝子組換え技術
により得られる多様なタンパク質を、次元を意識して集積化するという発想の下、高次の機能を発現するバイオハイブ
リッド材料の設計を試みた。具体的には、タンパク質と合成高分子あるいは核酸からなる１次元状ハイブリッド分子や
、機能性タンパク質がネットワーク中に組み込まれたハイドロゲルを得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Proteins are widely employed as functional nano-sized units in a range of 
applications. Self-assembly processes found in biological systems often contribute well-organized, 
higher-order protein structures with unique functions. To mimic natural biomolecular assembly system, 
artificial bioconjugates have been designed and validated. In this study, we developed artificial 
multi-protein complexes by assembling functional biomolecular units including proteins and DNA in 
different manner. For example, we succeeded in enzymatic conjugation of multiple proteins on a DNA 
aptamer in a tail-specific manner. Furthermore, biohybrid hydrogels are also obtained by designing new 
synthetic polymers with specific crosslinking points recognized by enzymes. Finally, applications of 
potent new biohybrid materials were studied. The results obtained indicated the potential of several 
strategies for assembling functional proteins, in particular, those based on a variety of 
functional/template molecules.

研究分野：生体分子工学
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１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質は、ナノ・バイオテクノロジー
分野において重要な機能性分子素子である。
現在、遺伝子工学技術の発展とゲノム情報の
蓄積により、多様なタンパク質を手に取り、
分子のかたちや機能の改変が可能となった。
また、材料科学の進展と相まって、合成分子
やナノ材料との複合化による高機能化も盛
んに進められている。即ち、新技術と新材料
の統合により、目的とする機能を有する新た
なハイブリッド型タンパク質材料の創出が
広範に試みられている。 
	 一方、天然には多様な高次複合タンパク質
集合体が存在する。本研究では、それらの集
合原理を手本として、遺伝子組換え技術によ
り得られる分子設計されたタンパク質ユニ
ットを、次元を意識して集積化（アセンブリ）
するという発想の下、高次の機能を発現する
複合材料の設計を志向した。まず、タンパク
質と合成高分子あるいは核酸からなる１次
元状バイオハイブリッド分子の創製を試み
た。さらに、タンパク質が３次元ネットワー
ク中に組み込まれた機能性ハイドロゲルの
設計へと研究を展開した。最後に、タンパク
質ユニットのさらなる高機能化のため、真核
生物による組換えタンパク質発現系として
蚕生産系の可能性を検証した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、タンパク質を分子レベルで効
果的に配置・集積することで得られる新たな
機能の発現を目標とした。具体的には、翻訳
後修飾酵素による部位特異的・共有結合的な
タンパク質架橋反応を活用し、(1) 架橋点と
なる基質ペプチドが適切に導入・提示された
高分子型人工足場分子の合成、(2) 足場分子
上への集積化による機能性タンパク質の１
次元アセンブリ、(3) 人工高分子基質の設計
に基づく３次元ネットワークへのタンパク
質の組込み、について基礎検討を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 架橋点導入高分子型人工足場分子の合成 
	 研究分担者の若林博士の協力の下、酵素触
媒による集積化の架橋点となる基質ペプチ
ドが適切に提示された高分子型人工足場分
子を設計・合成した。 
 
(2) 足場分子上への機能性タンパク質の集積 
	 モデルタンパク質として蛍光タンパク質
や抗体結合タンパク質を選択し、これに酵素
基質ペプチドを導入した融合タンパク質を
設計、大腸菌を宿主として組換え発現した。
得られた融合タンパク質を合成高分子上に、
効率良く部位特異的且つ共有結合的に集積
するための基礎条件を網羅的に評価した。さ
らに、抗原検出系への展開と感度向上を志向
し、蚕を宿主とした組換え酸化還元酵素の発
現を検討した。 
 

(3) 核酸末端へのタンパク質集積法の開発 
	 人工基質ペプチドの設計に基づく足場分
子に依存しない１次元タンパク質アセンブ
リに資する新たな手法の確立に向け、オリゴ
核酸の末端に部位特異的に目的タンパク質
を複数ラベルする技術の開発を検討した。	
	
４．研究成果	
(1) 架橋点導入人工足場分子の合成と評価 
	 酵素トランスグルタミナーゼ基質が修飾
されたモノマーユニットの合成に成功し、こ
れが組み込まれた合成高分子足場を得るこ
とができた。さらに、合成高分子を足場とし
て、複数の機能性タンパク質が部位特異的に
修飾された１次元状タンパク質集合体の調
製に成功した(図１)。 

 

図１ 新規合成足場分子の設計と機能化 

 
	 酵素ペルオキシダーゼ（HRP）触媒による
フェノールのカップリング反応を応用した
新たなタンパク質架橋化方法を活用するべ
く、両末端にフェノール基を導入した合成ポ
リマーユニットを調製した。本合成ユニット
を基質とした HRP触媒を介して、１次元状集
合体の調製を試みたところ、予想に反してハ
イドロゲルの形成が確認された (図２)。そこ
で、チロシン含有タンパク質との共架橋化を
試みたところ、当該タンパク質が機能を保持
した形で３次元ネットワーク中に捕捉され
ることを確認した。さらに、細胞接着能を有
する機能性タンパク質を導入することで、動
物細胞の生理活性を維持した状態でのゲル
内への包括、２次元シート状細胞組織構造体
の調製に成功した。 

 
  図２ 新規 HRP 合成高分子基質の設計と 
      ハイドロゲル化剤としての利用 

 



 

 

(2) 機能性タンパク質の足場分子状への集積
化とタンパク質ユニットの高機能化 
	 まず、合成高分子足場上への効率的な集積
化の鍵となる基礎因子を明らかにした(図１)。
次に、分子サイズの異なる一連の組換えタン
パク質を準備し、これらを合成高分子上に部
位特異的且つ共有結合的に集積化した異種
酵素複合系の構築を試みた。その結果、ラベ
ル化条件の最適化により、異なるタンパク質
が示す個々の機能性に基づく多機能性を発
揮するタンパク質ハイブリッド材料の調製
に成功した。さらに、研究分担者である若林
博士が有する自己集合性ペプチドとの複合
化により、新たな概念での機能性タンパク質
の集積化の可能性を見出した。 
	 一方、タンパク質ユニットの高機能化を志
向し、九州大学農学部との共同研究により、
蚕発現系を用いて活性型酵素ユニットを得
ることに成功した(図３)。さらに、上述と同様
の設計を通して合成足場分子とハイブリッ
ド化することで、抗原検出が可能なバイオ素
子として利用できることを確認した。 

 
図３ 蚕発現系を利用した診断用組換え酵素 
   発現系の構築(A)と発現条件の最適化（B） 

 
(3) 核酸末端へのタンパク質１次元集積法の
確立とタンパク質抗原検出系への展開 
	 機能性核酸としてアプタマーを選択し、そ
の末端に複数の酵素が１次元集積化された
新しいかたちの酵素—核酸ハイブリッドの調
製を試みた。その結果、1 分子のアプタマー
に100分子以上の足場となる核酸ユニットを
連結可能なこと、導入された核酸ユニットを
反応点として、複数の機能性タンパク質を末
端選択的に導入することに成功した(図 4)。 

	
図４ 核酸末端への機能性タンパク質１次元 

集積化法の確立と機能評価 
 

	 さらに、当該技術の応用例として、セルロ
ース結合性アプタマーとセルラーゼ触媒ド
メインの１：１等量複合体を効率良く調製可
能な条件を確立し、新たな人工セルラーゼの
創出に向けた概念実証を達成した。 
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