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研究成果の概要（和文）：生物を構成する様々な要素のうち、タンパク質は多彩な機能を担った分子ユニットと
して捉えられる。生体系では、タンパク質が互いに相互作用しながら生命活動が営まれているが、その精緻な相
互作用の過程を人工系で完全に模倣することは未だ容易ではない。そこで、我々がある程度制御可能なユニット
を、タンパク質の特定部位に導入することで人為的にタンパク質の集合体を組み上げようという発想に基づき、
タンパク質を主要な成分とする多様なかたちと機能を有する超大型分子を設計した。特に生体内で架橋反応を触
媒している酵素をうまく活用することで、様々な超分子型自己集合系の構築が可能なことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Self-assembling nature of biomolecules has generated great attention of 
researchers in various fields. In the fields of biochemical and biomedical engineering, protein 
assemblies are considered a promising material for the creation of new platform for many 
applications, especially realizing cascading reactions and multivalency. The application of protein 
assemblies in the biological systems requires a careful selection of constituting materials and 
fabrication methods. Here enzymatic strategies to create new type of biomolecular assemblies have 
been explored. Various functional protein units were designed to different purposes, such as multi- 
assemblies of hemicellulase for saccharification of plant biomass and multi-conjugate of 
antibody-binding protein and enzyme for diagnosis. Finally, new peptidyl substrates were developed 
and validated to construct novel functional supramolecular protein assemblies.

研究分野：生体分子工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内では、タンパク質が１つの機能ユニットとして、会合や離散、分解を受けながら、生命活動が営まれてい
る。例えばウイルスや、細菌から生えた繊毛や鞭毛は、精緻な相互作用に基づいて自己集合的に組み上がり、特
定のかたちと機能を発揮する。本研究の成果により、タンパク質を寄せ集める過程を人工系で模倣することで、
望みの機能を有する超大型タンパク質集合体（超分子型自己集合系）の設計に繋がることが期待される。例え
ば、薬を封入したナノサイズのタンパク質粒子は、医薬や農薬分野での利用が期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質の自己集合により形成される超分子型高次構造体は、多量体型の酵素やウイルス、
細胞表層に存在する繊毛や鞭毛、体組織中の構造タンパク質まで、生体内外で幅広く観察され
る。その構造形成の駆動力は、主として精緻に設計されたタンパク質界面における弱い分子間
相互作用（非共有結合性相互作用）に基づいていることは驚きに値する。このような高度な機
能を発現する高次タンパク質集合体を、天然と同様に分子界面における物理的相互作用の精密
制御により得ることは未だ難易度が高く、タンパク質を基材として用いる生体分子工学分野に
おける挑戦的課題として位置付けられている。 
	 一方、タンパク質の特定部位に、特定分子と化学的・物理的に相互作用する点を導入するこ
とができれば、多様なタンパク質を、後付けで機能ユニットとして利用可能なことから、汎用
的な技術への展開が期待できる。また、安価で入手可能な天然素材からなる自己集合系も、実
用的な観点から注目を集めている。そこで本研究では、タンパク質を機能ユニットとする超分
子型自己集合系の構築により創発する新たな機能性を追求した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、申請者が独自に有するタンパク質修飾技術に立脚し、(1)異種タンパク質ユニッ
トからなる超分子型タンパク質複合体の設計のための基盤技術の確立、(2) 非共有結合性相互
作用に基づくタンパク質集合体の設計のための基盤技術の確立、(3)上記の基盤技術に基づくタ
ンパク質を機能ユニットとする超分子型自己集合系の構築とその応用について検討した。 
 
３．研究の方法 
(3-1)	異種タンパク質ユニットからなる超分子型タンパク質複合体の設計	
	 植物由来バイオマスを固相基質とする酵素群は、異種酵素分子間での協奏的作用により基質
を分解することが知られている。そこで、天然のセルロース系バイオマス分解酵素システムを
範とした固相基質の分解について検討した。その際、ペプチド-タンパク質間での選択的共有結
合形成を促進する SpyCather-SpyTag システムを採用し、２種酵素のモル比を制御可能な新たな
足場分子を設計した。さらに本系の発展型として、抗体結合ドメインと酵素の組み合わせから
なる固相免疫測定系を構築し、本足場分子の汎用性を確認した。また、分岐型ビオチンをリン
カーとする酵素集合系の構築において、キチンを基質とする酵素システムからなる人工キチナ
ーゼ系の構築にも取り組んだ。足場分子の調製に際し、新たな架橋酵素としてラッカーゼの利
用の可能性についても検証した。	
	
(3-2)	非共有結合性相互作用に基づくタンパク質集合体の設計	
	 水溶液中で反対の電荷を示す天然タンパク質と多糖を混合することで自発的に形成されるナ
ノ粒子の簡便調製法を確立した。また、部分還元処理した天然タンパク質（牛血清アルブミン,	
BSA）と水溶性多糖からなるナノ粒子の調製法と、粒子内への薬物封入について検討した。	
	 設計された合成リガンド分子の調製については、研究分担者の若林博士の協力の下、酵素触
媒によるタンパク質集積化の足場となる自己集合型基質ペプチドを設計・合成した。最後に、
長鎖アルキル部位を導入した機能性ユニットを合成し、これを目的タンパク質へ部位特異的に
導入する技術の確立を試みた。	
	
(3-3)	超分子型タンパク質複合体の調製と応用	
	 上記(3-1)について、糖質分解酵素からなる複合体では、異なる酵素ユニットとして、エンド
型キシラナーゼと分岐鎖を切断するアラビノフラノシダーゼを選択し、人工ヘミセルロソーム
の調製を試みた。また、抗体と酵素を組み合わせた微量タンパク質検出系への適用を試みた。
さらに、異種生体分子からなる複合体として、核酸と複数の蛍光タンパク質からなる分子によ
るガン細胞膜タンパク質の選択的検出を試みた。	
	 上記(3-2)について、水難溶性抗ガン剤 Paclitaxel を封入した水溶性ナノ粒子を調製し、ガ
ン細胞への薬物送達能を評価した。また、自己集合性人工基質ペプチドからなる足場の蛍光タ
ンパク質による修飾あるいは直接修
飾を介した超分子型タンパク質集合
系の構築を試みた。この過程で、新た
な架橋化酵素変異体の取得について
も並行して検討を実施した。	
	
４．研究成果	
(4-1)	異種タンパク質ユニットから
なる超分子型タンパク質複合体の設
計	
	 ヘミセルロースを基質とする酵素
分解系の構築に取り組んだ。エンド型
キシラナーゼと分岐鎖を切断するア
ラビノフラノシダーゼそれぞれに



SpyTag を導入した組換え酵素を調製し、酵素反応により SpyCather 分子を多量化した足場分子
と混合することで、各酵素が混合比率に応じて高分子量足場分子上に機能を保ったまま提示さ
れることを確認した（図１）。さらに、抗体結合性タンパク質 protein	G と酵素ルシフェラーゼ
それぞれに SpyTag を導入し、その組成比に応じてシグナルが生じる固相免疫測定系の構築に成
功した。このことから、本系は多様な組換えタンパク質に適用可能な超分子型タンパク質複合
体の調製法となり得ることを確認した。	
	 この過程において、タンパク質を超分子化する新たな生体触媒の探索と、タンパク質ユニッ
トの拡張を実施した。前者について、
ラッカーゼによる組換えタンパク
質の部位特異的多量体化と異種タ
ンパク質集合体の調製に成功した。
また、研究協力者の日下部教授の協
力の下、大腸菌では発現が困難な西
洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ
（HRP）の蚕による発現と、HRP 多量
体形成のためのタグの導入、当該タ
グを介したラッカーゼ触媒による
HRP と protein	G を構成ユニットと
する複合タンパク質ポリマーの調
製に成功した（図２）。	

	

(4-2)	生体系へのナノ粒子の利用においては、その安全性や生分解性を慎重に考慮する必要が
ある。また、安価で入手可能な素材から、簡便にナノ粒子を調製する手法の確立も、産業応用
を志向した際には重要な観点となる。このような観点から、甲殻類を原材料として大量に得ら
れる多糖であるキチン・キトサンと、入手が容易な乳タンパク質カゼインとの複合化によるナ
ノ粒子の調製を検討した。その結果、調製時の水溶液の pH や、それぞれの構成要素の濃度を変
化させ、得られるナノ粒子のサイズや表面電荷を詳細に検討し、静電的相互作用に基づくポリ
イオン複合体の形成が駆動力となり、粒径が 250〜300	nm	程度のナノ粒子が形成されることを
確認した。また、BSA と水溶性キトサンを構成要素とするナノ粒子の調製においては、適当な
還元剤で処理し部分変性させた BSA とグリコールキトサンの水溶液を混合し、空気酸化を経て、
ジスルフィド結合の再形成
により安定化されたナノ粒
子が得られることを明らか
にした。さらに、このナノ粒
子に抗ガン剤 Paclitaxel を
封入し、同成分を主成分とす
る市販の抗ガン剤と同等以
上の抗ガン活性を示すこと
を、培養細胞を用いた生理活
性評価により明らかにした
(図３)。	

	

(4-3)	分担研究者の若林博士との協働の下、自己集合性ペプチドからなる自己集合型足場に対
して、酵素を用いてタンパク質を後付け修飾することを試みた。その結果、酵素の基質となる
ペプチドに自己集合性を付与し、これが形成する超分子集合体の表面を蛍光タンパク質で修飾
することに成功した（図４）。これに加えて、核酸アプタマーを認識部位とする複数の蛍光タン
パク質と核酸からなるプローブ分子の調製とこれを用いたガン細胞選択的な蛍光検出、一般的
に困難とされる脂質修飾タンパク質の簡便調製法の確立といった特徴的な成果を創出すること
ができた。さらに、基礎研究の過程に
おいて、架橋化触媒として用いた微生
物由来トランスグルタミナーゼの改
変を進め、既往の報告とは異なる機構
で基質を認識・架橋する新規変異体の
獲得に成功した。	
	 以上のように、タンパク質を機能ユ
ニットとする超分子型自己集合系の
構築とその応用について多角的に検
討を実施し、新たな学術的知見（原著
論文１３報）を得ると共に、社会的価
値を包含する成果（特許出願２件）の
取得を達成した。	
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