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研究成果の概要（和文）：日本カビ（カンジダ・アウレアス）が海外で強毒化し、欧米やアジアで初めて真菌症
パンデミック（世界的流行）を引き起こした。新たな作用機序の抗真菌剤が望まれている。本申請では、高い抗
細菌、抗真菌および抗ウイルス活性を有し、耐性が起きにくい銀ナノ粒子を土台として、その表面に長年天然の
抗真菌剤として機能しつづけている酵素（キチナーゼ）を様々な比率でクラスター化することで、使用環境にあ
わせてオーダーメイド可能な、抗真菌活性を増強するナノバイオ抗真菌剤を提案する。

研究成果の概要（英文）：Japanese mold (Candida aureas) has become poisonous overseas, causing the 
first mycotic pandemic (global epidemic) in Europe, the United States and Asia.The development of 
antifungal agents with a new mechanism of action that is difficult to have resistance is expected.In
 this study, we have developed a nanobio antifungal agent that exhibits antifungal activity by using
 the natural antifungal enzyme chitinase on the surface of silver nanoparticles that have high 
antifungal activity and are less likely to develop resistance.

研究分野：タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、全く異なる安定性や機能、および反応環境を有する無機ナノ粒子とタンパク質という2
種の物質の融合研究である。両方の性質を十分に活かす最適条件と構造を開発することで波及効果を見込む。
社会的意義については、耐性を持ちやすい真菌症のパンデミックに対抗する手段として新たな作用機序の抗真菌
剤を開発し社会に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本カビ（カンジダ・アウレアス）が海外で強毒化し、欧米やアジアで初めて真菌症パンデミッ
ク（世界的流行）を引き起こした。日本にも近いうちに持ち込まれると考えられており、早急な
対抗策が求められている。一般の抗真菌剤は、真菌がすぐ耐性を持ってしまうため期待できない
ことから、新たな作用機序の抗真菌剤が望まれる。 
 
２．研究の目的 
近年申請者は、セルロース分解酵素をモジュール単位に分割し再度混合するだけで無機ナノ粒
子の表面に 3次元的に再編成することによって、酵素活性を数十倍向上させることに成功した。
本申請では、このクラスター化設計技術を利用して、もともと高い抗細菌、抗真菌および抗ウイ
ルス活性を有し、耐性が起きにくい銀ナノ粒子を土台として、その表面に長年天然の抗真菌剤と
して機能しつづけている酵素（キチナーゼ）とその他補助タンパク質をライブラリー化し、様々
な比率でクラスター化することで、使用環境にあわせてオーダーメイド可能な、抗真菌活性を増
強するナノバイオ抗真菌剤を提案する。 
 
３．研究の方法 
まず、酵素活性を示せる温和な HEPES 緩衝液環境で、抗菌活性の高い銀ナノ粒子の安価な合成法
を開発するために、HEPES バッファーを用いて結晶成長を制限することによる粒子成長を試みた。 
ナノ粒子形成の確認を電子顕微鏡にて行った。次にデータベースから検索したキトサナーゼと
キチナーゼへポリヒスチジンタグを融合させるように遺伝子構築と大腸菌での発現・精製を行
い、最後に銀ナノ粒子表面へのキチナーゼクラスター化によるキチナーゼ活性の向上をキチン
分解を指標に行った。作成したクラスター化酵素の抗菌活性を、大腸菌、酵母、コウジカビを用
いて阻止円形成を指標に行った。 
 
４．研究成果 
これまで、セルラーゼでは無機ナノ粒子表面へのクラスター化によ
る活性向上を確認できていたが、キチナーゼでは未確認であったこ
とから、これまでと同様の量子ドット表面に、キチナーゼをクラス
ター化によって活性向上できるのかを確認した。この確認は、すで
に保有しているキチナーゼと類縁のキトサナーゼを用いて行った。
その結果、クラスター化効果はみられ、クラスター化しないキトサ
ナーゼに対して、約 2 倍に活性向上した（図１）。このことからキ
トサナーゼでもセルラーゼと同様に活性は向上しうるということ
が分かった。 
次に酵素が活性を示す温和な条件での銀ナノ粒子合成を行った。
HEPES 緩衝液と銀イオン溶液の混合濃度比を様々に変え、混合し
た。濃度は HEPES 緩衝液と銀イオン溶液がそれぞれ終濃度 0, 2.5, 
10, 25, 50, 100, 250, 500 mM になるように調整した。手順とし
ては、96ウェルプレートに milliQ 水を加えた後、HEPES 緩衝液を
加えてピペッティングで混合し、そこに銀イオン溶液を加えて室温で数時間静置したところ溶
液色の変化がみられた。電子顕微鏡 TEM 画像から、濃度にほとんど関係なく 20～100 nm 程度の
大きさの銀ナノ粒子が作製できたことが示唆された。また、HEPES 緩衝液と銀イオン溶液がそれ
ぞれ終濃度 250 mM ずつの溶液中では凹凸が多く、表面積が大きい粒子が観察できた（図 2）。こ
れまでの経験からクラスター化効果を発揮しやすい粒子は 100nm 程度であるため理想的な粒子
ができていると 
判断した。 
キチナーゼの発現を行った(図 3)。キチナーゼは銀ナノ粒子にクラスター化するために C末端
にポリヒスチジンタグ融合した融合タンパク質として発現した。先行研究を参考にして大腸菌
BL21(DE3)株 or Origami B(DE3)株 or Rosetta-gami B(DE3)株をキチナーゼ発現プラスミドで
形質転換し、大腸菌の培養温度を 30 or 37 ℃、発現誘導に使用するイソプロピル--チオガラ
クピラノシド(IPTG)の終濃度を 1mM、タン
パク質の発現温度を 15 30℃の各条件に
おいてキチナーゼを発現させ、タンパク
質発現誘導後 5あるいは 20時間で菌体を
回収し、上清画分、可溶性画分、不溶性画
分に分離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動(SDS-PAGE)および抗 His 抗体を用
いたウェスタンブロッティング(W.B.)に
よって検出した。 

図 1, 金属ナノ粒子を 
支持体としたキトサ 
ナーゼ活性の向上  

図 2, 合成した銀ナノ粒子の TEM 画像 



その結果、BL21(DE3)株を用いて培養温
度 30℃、IPTG 終濃度 1 mM、発現温度
15 で培養し、20 時間にて回収したキチ
ナーゼのバンドが可溶性画分にバンド
が観測できた、W.B.の結果からはいず
れも pHis タグが目的通り融合されて
いることがわかった。 
調製したキチナーゼが酵素活性を有す
るか調べるために、酵素分解で蛍光特
性をもつ基質 4MU- (GlcNAc)3 を用い
た活性測定を行った。この基質は酵素
による分解で 4-メチルウンベリフェロ
ンが遊離し、淡い青色から青紫色に蛍
光発色する。調製したキチナーゼ、また
比較として PBS緩衝液に基質を加えたと同時にこの蛍光
強度を測定し、時間変化で記録した(図 4)。その結果、
キチナーゼの方は時間変化で活性が向上し続けたこと
から酵素活性を発現できていることが分かった。 
銀ナノ粒所と酵素の確認が取れたことから、実際に銀ナ
ノ粒子へのクラスター化効果を調べた(図 5)。ポリヒスチ
ジンタグと金属のの相互作用により、クラスター化を行
い、常温で銀ナノ粒子と 30min混合をしたのち遠心分離
し、沈殿側の酵素活性を調べた。その結果クラスター化
することによって活性向上をすることに成功した。しか
しながら、活性向上の度合いはそれほど大きいものでは
なく、詳細な最適化は必要であることが分かった。 
YPD, PDA, LB プレート培地を作製し、それぞれに酵母、
カビ、バクテリアを植菌し、銀ナノ粒子あるいは IMAC
精製後のキチナーゼ溶液を右上から反時計回りに 1, 
1/5, 1/25, 1/125倍に希釈して 10 µLずつスポットし、
生育の様子を観察した（図 6）。銀ナノ粒子のみの場
合は阻止円を形成し強い抗菌活性が示されたが、一
方でキチナーゼは阻止円が現れなかった。キチナー
ゼが酵母、カビ、バクテリアいずれに対しても、抗菌
活性を示さなかったということを示している。クラ
スター効果による活性向上がわずかであった理由
は、キチナーゼ活性が小さすぎたためと考えられる。 
 
【まとめ】キチナーゼを銀ナノ粒子表面上にクラス
ター化することによって活性向上することに成功し
た。しかしながらその活性向上度合いは高くなく考
えられることとして金属ナノ粒子上で安定
的に保持できてない可能性がある。条件の更
なる検討が望まれる。一方で、実験の過程で
キチナーゼ活性に対して銀ナノ粒子の抗菌
活性が非常に高いことが判明した。酵素と銀
ナノ粒子の抗菌活性の相乗効果を得るため
には酵素自身の大幅な活性向上が必要であ
ることが分かった。 

図 3, 抗真菌活性を持つことで知られる
のキチナーゼの発現 

図 4, キチナーゼの活性検出 

図 5, 銀ナノ粒子表面へのク
ラスター化によるキチナ
ーゼの活性向上 

図 6, 抗真菌効果の検証 
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