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研究成果の概要（和文）：組換えタンパク質の発現量を増大させるLEAペプチドの機能について、タンパク質同
士の凝集を抑制する「分子シールド機能」、フォールディングを促進する「分子シャペロン様機能」の仮説を立
て、LEAペプチドの機能解明を行った。合成LEAペプチドを用いて分子シールド機能の解明を行った結果、LEAペ
プチドは熱や塩によるタンパク質の凝集を抑止する機能は確認されなかった。一方、無細胞タンパク質合成系を
利用して合成LEAペプチド添加による目的タンパク質の発現量を評価した結果、目的タンパク質の発現量が有意
に増加した。これらの結果から、LEAペプチドは細胞内で分子シャペロン様機能を有している可能性が高いと考
察した。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized a "molecular shield function" to suppress protein-protein 
aggregation and a "molecular chaperone-like function" to promote protein folding in order to 
elucidate the function of LEA peptides, which increase the expression of recombinant proteins in E. 
coli. The results of the molecular shield function elucidation using synthetic LEA peptides showed 
that LEA peptides did not suppress protein aggregation induced by heat or salt. On the other hand, 
the expression levels of target proteins were evaluated by the addition of synthetic LEA peptides 
using a cell-free protein synthesis system, and the expression levels of target proteins were　
significantly increased. These results suggest that LEA peptides may have a molecular chaperone-like
 function in cells.

研究分野：生物機能工学

キーワード： 組換えタンパク質発現　大腸菌　LEAペプチド　シャペロン様活性　分子シールド機能　分子クラウディ
ング　LEAタンパク質　GFP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したLEAペプチド共発現法は、特徴としてペプチド遺伝子を細胞に導入するのみで組換えタンパク
質の発現増大し、他の宿主への適用が容易な点にある。そして発現したペプチドは非常に小分子であるため、そ
の除去精製プロセスは非常に簡便である。本研究で取り組んだLEAペプチドの作用機序の解明により、ペプチド
により引き起こされる生体内の現象が明らかになり、それらを調節・制御する新しい方法論の確立につながるた
め学術的意義も非常に高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
近年、バイオ医薬品など組換えタンパク質の需要は年々拡大している。この組換えタンパク質
の生産効率の向上を目的として、代謝工学や細胞工学などの生物工学的な手法によって発現量
増大を行う研究が数多く報告されている。 
Late Embryogenesis Abundant（LEA）タンパク質は乾燥などのストレスを受けたときに発現
し、細胞内のタンパク質凝集を抑制する機能を有している。この LEA タンパク質は、植物と一
部の動物において発現していることがこれまで確認
されている。特に線虫などに発現が確認されたグルー
プ 3の LEA タンパク質は、特徴的な 11 アミノ酸配列
が繰り返し存在することが知られている。この配列を
ベースに機能性ペプチド（LEA ペプチド）の設計を行
い、大腸菌内で LEA ペプチドと目的のタンパク質を
共発現させる遺伝子を導入したところ、菌数当たりの
目的タンパク質発現量が倍増することを発見した（図
１）。しかし、その特徴的な配列ではないペプチドを共
発現させた場合、タンパク質発現の増大は確認されな
く、なぜこの LEA ペプチドが細胞内のタンパク質発
現を高効率化するのか、その詳細な分子機構は不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
 これまでの成果から、LEA ペプチドが細胞内で機能しタンパク質発現を増大させるメカニズ
ムとして、以下の仮説を立てた。 
 
（１）LEA ペプチドが成熟タンパク質の疎水性の部分に
吸着し、静電性を付与することでタンパク質同士の
凝集を抑制し、タンパク質分解から保護することで
タンパク質発現量が増加したと考える 
『分子シールド機能説』 
  

（２）LEA ペプチドが未成熟ポリペプチド同士の凝集を
抑制し、タンパク質のフォールディングを促進する
ことで成熟タンパク質発現量が増加したと考える 
『シャペロン様活性説』 

  
 上記仮説に基づきメカニズムを解明し、組換えタンパク
質を高効率に発現させる新しい手法として確立する事が、
本研究課題の核心である。上述の双方の仮説とも LEA ペ
プチドと目的タンパク質間の相互作用がこの現象のカギ
となるため、これらの相互作用に着目しメカニズム解明に
取り組む。そして、タンパク質発現における LEA ペプチ
ドの作用機序を解明し、組換えタンパク質発現の新奇発現
量増大技術として確立させることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
3-1 分子シールド機能としての分子評価 
本研究では、人工合成した LEA ペプチドを用いて、図４に示す検討項目により、分子シール
ド機能の解明をおこなった。対照として、LEA ペプチドの変異体およびランダムな配列を有す
るペプチドを使用し、LEA ペプチドの有意性を明らかにする。以下に手法により、評価項目を
検討した。 



１）動的光散乱法およびゼータ電位測定による
タンパク質分散状態の解析 
２）等温滴定型熱量測定（ITC）による相互作用
解析、示差走査熱量計（DSC）によるタン
パク質分解に対する安定性の評価 

３）分子シミュレーションによる LEA ペプチド
とタンパク質への結合状態解析 
４）円二色性（CD）スペクトルによるペプチド
主鎖の構造解析 
 
3-2 シャペロン様活性としての分子評価 
3-1 同様に人工合成 LEA ペプチドを用いて、以下のシャペロン様機能の解明をおこなった。 
１）無細胞タンパク質発現系の構築とタンパク質発現評価 
２）リフォールディング実験によるシャペロン様活性説の解明 
 
４．研究成果 
 
4-1 分子シールド機能の評価 
タンパク質が凝集しやすい条件の下、LEA ペプチドがその凝集を抑制するのかを動的光散乱
法によりリアルタイムに測定を行い、分子シールドとしての凝集抑制作用を評価した。また、
LEA ペプチド-タンパク質複合体のゼータ電位を測定することで、LEA ペプチドの表面電気特性
とタンパク質発現量増大との相関を確認した。検証の結果、LEA ペプチドは熱や塩によるタン
パク質の凝集を抑止する機能は確認されなかった。 
一方、分子シミュレーションによる相互作用の予測では、GFP のβバレルと離れた親水的な
GFP表面と相互作用していることが確認された。しかし、等温滴定型熱量測定により LEA ペプ
チドは GFP と相互作用していないことが示唆され、熱示差走査蛍光強度測定により LEA ペプ
チドがタンパク質の構造安定性を向上しないことが示唆された。また、CDスペクトル測定では
LEA ペプチドが極端な疎水的環境でないとαヘリックス構造をとらないことを明らかにした。 
さらに細胞内に近い環境を再現して検証する必要があると考え、分子クラウディング概念を
取り入れ実験を行った。現在まで、LEA ペプチドにはその溶液中においてタンパク質凝集を抑
制する機能は確認できていない。以上のことから、細胞内において LEA ペプチドは発現したタ
ンパク質に対して分子シールドとして機能していない可能性が高いと考察した。 
 
4-2 シャペロン様機能の評価 
再構成型の無細胞タンパク質合成系を利用して、LEA ペプチドによる目的タンパク質の発現
量増大を検討した。目的タンパク質としてGFPを単独で発現させた場合と比較し、GFPと LEA
ペプチドを共発現させると GFP 発現量が 2.5 倍ほど増加した。また、細胞内のように混み合っ
た状態に分子が存在する分子クラウディング条件を、様々な濃度の PEGを無細胞タンパク質合
成系に添加することで構築した。この分子クラウディング条件下において、GFP を単独で発現
するサンプルに合成LEA ペプチドを添加させるとLEAペプチドの添加量の増加に伴いGFP発
現量が有意に増大した。 
大腸菌内におけるGFPと LEAペプチドの発現タイミングを制御することでLEAペプチドの
分子シャペロン様機能を検証した。その結果、LEA ペプチド発現をGFP 発現後に行ったサンプ
ルは、GFP 発現量の増加は見られなかった。一方、LEA ペプチド発現を GFP 発現よりも先に
行うことでGFPの発現が大幅に増大した。これらの結果から、LEA ペプチドはフォールディン
グを促進する分子シャペロンとして機能している可能性が高いと考察した。 
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