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研究成果の概要（和文）： 
バイオベースポリマーをテンプレートとするタンパク質空間規則的局在化技術の確立する

ことを検討した。多糖類水溶液相分離系では束縛空間の形、温度、濃度を変えることによ

って、形状の異なる模様を持ったゲルを得ることに成功した。また2成分の多糖類のゲル化

を使うことで直径10mの微粒子中にグルコースオキシターゼとカタラーゼが局在化した粒

子を作成することに成功した。脂質混合相分離系においては、リン脂質を用いたリポソー

ムの表面上で2成分からなるリン脂質の相分離挙動を確認した。相分離を誘起させる手段と

してリポソーム内側と外側の水溶液のイオン強度及び、pHを変化させた結果、リポソーム

内部のリン脂質とリポソーム外部の脂質のパッキングの違いによりリポソーム自身の変形

が起こることが分かった。コレラ毒素タンパクVCHは単分子膜上で脂質混合膜を相分離を誘

起させ、コレステロールリッチ相にのみVCHが局在することが分かった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
In this study, I attempted to use the technique of self-patterning of biobased polymer to 
pattern and localize proteins on the biobased polymer matrix. We successfully obtained 
uniquely patterned gels based on the self-patterning of biobased polymer by changing 
parameter such as preparation temperature and concentration of the polymer. JAUNS 
particles immobilizing glucose oxidase and catalase separately can be also obtained by 
using the galation of two different polysaccharides that can form gels by different salts. 
It was also found that VCH cholera toxin, a membrane protein, induces phase 
separation of monolayer composed of DMPC and Cholesterol, which lead to localize 
VCH in the Cholesterol rich phase.  
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１．研究開始当初の背景 
バイオベース材料をテンプレートとして空
間規則的にタンパク質を局在化する手段は、
バイオチップなどの医療材料加工手段とし
ては①生体適合性が良く（合成高分子、化学
薬品を用いないため）②安価な（合成の必要
が無い多糖、脂質を使う為）③マトリックス
がタンパクの活性を高める可能性が高い方
法として切望される。しかし、十分な空間的
規則形状を構築できる手段がマトリックス
である多糖や脂質系には無かった為に未だ
開拓されていない。申請者らは、多糖類水溶
液の“相分離”を利用して生体模様類似の形
態が自己組織的に形成する現象を見出し、バ
イオベースポリマーを空間規則的に配置で
きる手段を得ていた。この見地と相分離技術
が一般にタンパク質の分別技術に応用され
ている事実から、バイオベース材料をテンプ
レートとした空間規則的にタンパク質を局
在化できる手段が確立可能であると着想し
た。タンパク質の局在化については、脂質混
合単分子膜系においては“相分離”挙動が毒
素タンパク VCH を局在化させることについ
て申請者らが報告しており、“バイオベース
ポリマーの空間規則的配置”、“タンパクの局
在化”の両面を相分離挙動から議論できる準
備が整っていた。 
 
２．研究の目的 

生体親和性の良い脂質や多糖等のバ
イオベースポリマーをテンプレートに
してタンパク質を空間規則的に局在化
する手段の確立を目的にする。目的を達
成する為に①多糖類水溶液相分離系と②脂
質混合相分離系、2つのアプローチを試みる。
①の系では申請者らが既に空間的高秩序化
に成功している。しかし、サイズはサブミリ
オーダーである。本研究ではミクロンオーダ
ーへのa.ダウンサイズ化及びb.粒子内での3
次元的局在化を図る。②の系ではサブミクロ
ンサイズの 2次元空間に形成する相分離構造
にタンパク質を局在化することに成功して
いる。しかしながら空間的秩序性は①程では
ない。そこで、この 2次元混合単分子系の相
分離形態に“空間規則性”取り入れることを
目標とする。 
 
３．研究の方法 
（1）多糖類水溶液相分離系 

①多糖ゲルパターンのダウンサイズ化 

多糖相分離系では申請者らが既に空間的高
秩序化に成功している。しかし、サイズはサ
ブミリオーダーであった。溶液の粘性変える
ことでパターンのダウンサイズ化を図った。 
②粒子内での 3 次元的相分離構造の制御 
κ-カラギーナン粒子とアルギン酸粒子を作
成して表面及び内部の形態を、明視野、暗視

野、偏光顕微鏡、及び蛍光顕微鏡で観察した。 
③多糖ゲルの高秩序様相分離をもちいて、た
んぱく質のゲル内での局在化を試みた。κ-
カラギーナン水溶液はカリウムイオンを一
方向に拡散させることで液晶と非晶部分が
自己組織的に巨視的なストライプ状構造を
形成する。この液晶と非晶部分では親疎水性
が異なるためタンパク質は其々の部分に局
在化すると考えられる。ここでは(a)緑色蛍光
タンパク質ＧＦＰと用いる系と(b)染色体を
構成するタンパク質の一群であるヒストン
をゲル中での局在化を検討した。 
④互いのゲル化因子を含んだ 2つの多糖エマ
ルションを接触させることで二つの領域が
分離した JANUS 粒子を作成することができ
る。互いの多糖エマルションに異なるタンパ
クを入れて固定化することによってバイオ
ポリマーをテンプレートとするタンパク質
局在化技術となり得るため、この方法につい
て検討した。 
（2）脂質質混合相分離系 
①リン脂質-コレステロール系において pH
を調整することで静電相互作用を強調し、 
コレラ菌毒素タンパクVCHをDMPCとコレ
ステロール混合脂質膜に吸着させることで、
タンパク質空間規則的局在化を図った。操作
は気-液界面で行なった。 
②リン脂質を用いたリポソームの表面上で 2
成分からなるリン脂質の相分離挙動を確認
した。相分離を誘起させる手段としてリポソ
ーム内側と外側の水溶液のイオン強度及び、
pH を変化させた。 
③異なるリン脂質作成した相分離様リポソ
ーム 2種類を作成し、其々のリポソームに異
なる酵素を内包し、単一粒子中複数の酵素が
局在化させた JANUS 微粒子の創製を図った。 
 
４．研究成果 
①アルギン酸水溶液系でのダウンサイズ化を

図るために、多糖類の分子量を小さい場合と

アルギン酸濃度を低下させることでゲルパタ

ーンのダウンサイズ化を図ったが、パターン

の大きさが大きく変わることはなかった。大

幅に粘度の低下を図ることで、ゲルのパター

ンが現れない状態になることもあった。つま

り、パターン化は相分離が支配しているので

、濃度や分子量を変えることで相分離曲線が

変わり、パターンが現れにくい領域になって

しまうと考えらえる。網羅的に相分離の相図

を作り、どの点の相分離が一般的にパターン

化するのかについて検討する必要がある。 
②κ-カラギーナン水溶液で粒子を作成した

際にある領域で表面が玉ねぎ型の表面をもつ

微粒子が形成できることが明らかになった(

図１(a))。一方でアルギン酸水溶液を粒子で

作成した場合にはカプセル型の形態を持つゲ



 

 

ルが形成された(図１(b))。 

  
図１(a) κ-カラギーナン粒子 

 図1(b) アルギン酸粒子    

これらの様々な形態をもつ粒子は、単なるゲ

ル化によることでは生じない。つまり内部ゲ

ルの相分離に伴うゲル表面及び内部の収縮に

より形成されると考えられる。ゲル形態の再

現性は得られているが、今のところ形態をコ

ントロールするには至っていない。形態形成

と収縮の形態については、相図と形態の関係

を網羅的に調べる必要がある。 

③(a)緑色蛍光タンパク質GFPを用いた系で

は、GFP自体の蛍光を確認することでタンパ

ク質が局在化するかについて検討した。κ-カ
ラギーナンのプレゲル溶液の中に一様に分散

させたGFPは ゲル化後もκ-カラギーナンゲ

ル内にほぼ均一に固定化された。その際には

カラギーナンゲル自体は内部に液晶と非晶部

分のパターンを形成した。局在化されなかっ

た理由として、カラギーナンとGPFの相互作

用がほとんど無かったことが考えられる。③

(b) ヒストンを用いた系では上記で示した

GFPと同じ実験を行った。ヒストンの等電点は

pH9付近であることから,pH9でカリウムイオ

ンを拡散させることによって、κ-カラギーナ

ンゲルの巨視的パターン化及びヒストンの局

在化を図った。しかしながら、ヒストン自体

がκ-カラギーナンと凝集体を作ってしまう

ためにカラギーナンゲルをパターン化するこ

とができなかった。 

④アルギン酸とキトサンのゲル化を利用して

グルコースオキシターゼとカタラーゼの局在

化及び固定化を図った。結果、互いの酵素が

10ミクロン以下の領域に局在化した状態を持

つJANUS微粒子を作成することに成功した。こ

の粒子は、一方の酵素反応で得られた生産物

がもう一方の酵素の基質となるため、酵素反

応を原動力とするナノモーターとして期待で

きる。 
(2)脂質質混合相分離系 
①VCHはこの脂質混合膜を相分離し、コレ

ステロールリッチ相にのみVCHが局在するこ

とが分かった。マイクロサイズでタンパク質

を局在化することには成功したが、パターン

化するまでには至らなかった。今後、相分離

様式の解明を行い、分離した2相の界面張力を

下げることで、２相分離形態を自己組織化的

に構築させ、規則配置化を試みる。現在、系

内の塩濃度をコントロールするなどして調整

を図っている。 

②リポソーム内部のリン脂質とリポソーム

外部の脂質の占有面積が変わることでリポソ

ーム自身の変形が起こることが分かった。pH
変化とこの変形また相分離の発展度の関係を

つけることで、リポソーム膜上の相分離と変

形をコントロールできると考えられる。 
③異なるリン脂質作成したリポソームは電

荷の違いによりお互いが引き合いJANUS微粒

子を作成することに成功した(図2)。またこの

リポソーム系JANUS粒子に異なる酵素を内包

した。現在これらリポソーム内に、異なる酵

素が局在化して内包されているかについて検

討を行っている。 

   
 図2 得られたリポソーム系JANUS粒子 
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