
 

様式 C-7-2 

自己評価報告書 

 

平成 22 年 5 月 14 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究代表者の専門分野：タンパク質工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学・生物機能・バイオプロセス 
キーワード：バイオテクノロジー、生物・生体工学、蛋白質、化学修飾、結晶化、可溶化 
 
１．研究計画の概要 

本研究ではタンパク質カチオン化技術を
基本とした化学修飾法によるタンパク質の
物性制御に関する独自技術を発展的に活用
し、新規なタンパク質機能解析や人工タンパ
ク質の生産技術に関する新たな研究用ツー
ルの提供と、次世代のタンパク質医薬品の創
製に資する基盤技術を確立する。さらにタン
パク質の結晶中での分子配向性を人為的に
制御する新規なタンパク質結晶工学技術等
を基盤として、難結晶性タンパク質の結晶化
と構造解析を可能する課題にも取り組む。こ
れらの技術を総合的に組み合わせ、従来技術
では取り扱いが困難な高難度タンパク質を
基礎研究から実用化分野にまで取り扱いを
可能とするタンパク質工学の基盤技術を確
立することを目的とする。 

 
２．研究の進捗状況 
（１）タンパク質細胞内導入技術の改良と、
機能解析・生産技術への応用 
 Native 構造のタンパク質を高効率に生細
胞内に導入するための試薬として、GST 融合
タンパク質の細胞内導入技術（J.Biochem. 
(2008)144,447）の開発に成功した。本試薬
は組換えタンパク質として汎用されている
GST 融合タンパク質と混合するだけで培養
細胞内へ高効率にタンパク質を送達するこ
とが可能で、タンパク質と細胞の機能解析ツ
ールとして非常に有用である。本試薬と導入
条件、添加剤などを検討した結果、繊維芽細
胞ではほぼ 100％の高効率で GST 融合タン

パク質を細胞質内まで高効率に送達可能な
プロトコールを完成した。一方、変性状態の
タンパク質の細胞内導入に関しては、システ
イン残基にジスルフィド結合を介して正電
荷を導入する可逆的変性カチオン化法によ
り可溶化し、細胞内導入後に活性構造に自発
的・シャペロン依存的に巻き戻す in cell 
folding 法は、従来法では困難であったタンパ
ク質も利用ができる手法である。これまで、
１ヶ所のシステイン残基に対し、3 個の 4 級
アンモニウム基を導入できる新規カチオン
化試薬：TAP3S-Sulfonate の合成に成功（特
願 2010-070804）し、高い溶解性と品質安定
性を維持したサンプル調製が可能となり、本
技術の汎用性の向上に向け、確実に技術水準
が向上している。 
（２）結晶化タグを用いた結晶分子配向性制
御 
本研究の開始時には、難結晶性のタンパク質
の分子表面の相互作用部位に 2－3 個の疎水
性のロイシンを配置させた結晶化のパッキ
ングサイト（結晶化タグ）のデザインには既
に成功しており、新規のタグ配列の探索と本
手法の有用性の検証を進めている。これまで
のところ、3 個の親水性のアミノ酸を用いた
結晶化タグでも、難結晶化タンパク質を結晶
化させる例を発見し、結晶分子配向性制御の
戦略の一般性を証明できた。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している 
変性タンパク質の高度な可溶化技術、高効率
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なタンパク質細胞内導入技術、タンパク質の
結晶化における配向制御等、各要素技術の改
善が大幅に進捗し、本技術を活用した応用研
究が効率的に推進できる体制が整った。 
 
４．今後の研究の推進方策 

タンパク質の溶解性や分子間会合を制御
するための新規の化学修飾試薬や方法論を
活用し、他の手法では生産が困難なタンパク
質の調製や、難結晶性のタンパク質の結晶化
への応用を試みる。同時に、これまでの研究
で得られてきた要素技術を用いて、次世代の
細胞再生医療や創薬に活用するための新規
の用途開発を進め、本研究成果を早期に社会
に還元するための研究を展開する。 
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