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研究成果の概要（和文）： 
シリカ(SiO2)に強く結合するタンパク質「Si-tag」は溶液中で特定の立体構造をとらない天然
変性タンパク質である。結合機構の解析の結果、柔軟な天然変性ポリペプチド鎖が長い領域に
渡って協奏的に働いていることが示唆された。ポリペプチド鎖がほどけているため固体表面と
の接触面積が大きくなり、より多くのアミノ酸残基が固体表面と相互作用することで結合力が
強化されていると考えられた。これらの結果は、天然変性タンパク質が無機固体表面に対する
接着分子として有用であることを示唆するものであった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The silica-binding protein "Si-tag" belongs to a family of intrinsically disordered (ID) 
proteins that exist as dynamic ensembles of rapidly fluctuating structures in aqueous 
solution. Experimental and theoretical studies have shown that the ID regions in Si-tag 
act in unison to bind strongly to silica surfaces. Si-tag should interact with a large 
area of the silica surface due to the relatively large number of residues in its extended, 
disordered regions. Our study suggests that flexible ID proteins have tremendous 
potential for connecting biomolecules to inorganic materials. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は細菌由来のリボソームタンパク質
L2がシリカ(SiO2)表面に強く結合することを
発見し「Si-tag」と命名した(Taniguchi et 
al., Biotechnol. Bioeng. 96, 1023-1029, 
2007)。Si-tag との融合タンパク質を作製す

ることで、任意のタンパク質にシリカ結合能
を付与することができる。すなわち、Si-tag
融合タンパク質を含む溶液をシリカに接触
させるだけで、当該タンパク質は自発的にシ
リカ表面上に結合する。主要な半導体である
シリコンの表面には絶縁性の酸化膜(SiO2)が
存在するため、シリコンデバイス上に Si-tag
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融合タンパク質を固定化することが可能で
あり(Ikeda et al., Anal. Biochem. 385, 
132-137, 2009)、簡便に半導体バイオ融合デ
バイスを作製するための技術として有望で
ある。実際に Si-tag を利用してシリコンデ
バイスとタンパク質を組み合わせたバイオ
センサーが開発されている。(Yamatogi et 
al., Jpn. J. Appl. Phys. 48, 04C188, 2009) 
 より優れた半導体バイオ融合技術の開発
に向けて Si-tag の結合力・結合特異性を改
良するためには、結合機構の理解が必須であ
る。Si-tag (273 aa)中のシリカ結合領域を
明らかにするため、Si-tag の欠失変異体を作
製し、そのシリカ結合能を比較したところ、
Si-tagの N末端約60残基とC末端約70残基
が主に結合に関与していることが明らかと
なった。結晶化を試みた Nakagawa らの報告
によると、これらの領域が存在した場合、タ
ンパク質の結晶化ができなかったことから、
これらの領域は特定の立体構造を持たない
「天然変性(または不定形)」とよばれる領域
であることが示唆されていた(Nakagawa et 
al., ENBO J. 18, 1459-1467, 1999)。 
 天然変性タンパク質は、通常のタンパク質
のような球状の立体構造をとらず、溶液中で
はひらひらとしたリボンのような状態で存
在している。単独では立体構造をとらないが、
特定の結合相手が存在すると、相手との相互
作用によりペプチド鎖が折りたたまれ、特定
の構造へと変化することが知られている
(Dyson & Wright, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 
6, 197-208, 2005)。同じ天然変性領域が、
複数の結合相手に対して、異なる構造をとり
ながら結合する例も報告されており、異なる
複数の相手とのフレキシブルな結合が可能
な構造といえる。Si-tag とシリカとの結合に
おいても、この天然変性領域が関与している
ことが予想された。 
 
２．研究の目的 
 
 天然変性タンパク質 Si-tag の固体表面へ
の結合機構を明らかにすることで、固体表面
とタンパク質の相互作用についての理解を
深める。また、得られた知見を基に Si-tag
の機能改変を行うことで、より結合力・結合
特異性に優れた変異体の作製を図るととも
に、タンパク質と無機固体という異質の材料
間の界面制御技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 天然変性領域の予測と結合領域の絞り
込み 
 複数の天然変性領域予測プログラムを用
いて、Si-tag 中の天然変性領域を予測した。
予想された天然変性領域を細分化した各 20

残基のペプチド (11 種類 )にそれぞれ
Staphylococcus aureus 由来プロテイン A を
融合したタンパク質を調製した。得られたタ
ンパク質溶液にシリカ粒子を添加し、粒子表
面に吸着したタンパク質を SDS-PAGE に供し
た。CBB 染色後のゲルの画像解析によってタ
ンパク質量を定量することで、各ペプチドの
シリカ結合力の評価を行った。 
 
(2) Si-tag のゼータ電位・粒径測定 
 Si-tag のアミノ酸配列の解析から、シリカ
との結合には静電的な相互作用が関与して
いることが示唆されたため、溶液中の Si-tag
およびシリカ表面のゼータ電位を大塚電子
社製ゼータ電位・粒径測定システム ELSZ-2
により測定した。Si-tag については溶液中で
の粒径測定も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 天然変性領域の予測と結合領域の絞り
込み 
 天然変性領域予測プログラムによる解析
の結果、Si-tag 中の予測天然変性領域とシリ
カ結合領域はよく一致することが判明した
(図 1)。これらの領域を細分化したペプチド
とプロテイン Aを融合したタンパク質を調製
し、シリカ結合領域の絞り込みを行ったが、
明確なシリカ結合領域というものは見出せ
なかった。これらの結果から、シリカとの結
合には特定の結合部位が単独で機能してい
るのではなく、柔軟な天然変性ポリペプチド
鎖が長い領域に渡って協奏的に働いている
可能性が示唆された。 
 また、Si-tag は強力なタンパク質変性剤で
ある尿素(8 M)存在下においてもシリカ表面
に強く結合することが判明した。一般的な球
状タンパク質は変性剤存在では立体構造が
崩壊し活性を失うのに対し、Si-tag はもとも
と変性したような(＝天然変性)状態である
ため、変性剤の有無にかかわらずシリカ結合
能を発揮できると考えられた。 
 
(2) Si-tag のゼータ電位・粒径測定 
 光散乱法によるタンパク質分子の粒径測
定の結果、Si-tag は同程度の分子量を有する
球状タンパク質に比べ粒径が顕著に大きく、
ポリペプチド鎖がほどけた天然変性状態で
あることが実験的に支持された。また、アミ
ノ酸配列から予想された通り、Si-tag は中性
緩衝液中で正のゼータ電位を示した。一方、
シリカ表面は溶液中で負に帯電しており、
Si-tag は静電的な相互作用によってシリカ
表面に吸着することが強く示唆された。特に、
Si-tag 中の天然変性領域には正電荷を有す
るアミノ酸残基が多く存在している。ポリペ
プチド鎖がほどけているため固体表面との



接触面積が大きくなり、より多くの正電荷ア
ミノ酸が固体表面と相互作用することで結
合力が強化されていると考えられた。 
 
(3) 結合モデルの提唱 
 上記の成果から得られた知見をまとめて、
図 2のような結合モデルを提唱した。 
 一般的な球状タンパク質の場合、まずタン
パク質が固体表面に可逆的に吸着する。その
後、固体表面との相互作用によってタンパク
質の立体構造が徐々に崩壊(変性)する。この
変性過程でタンパク質と固体表面との接触
面積が増大し、相互作用が強まることで、非
可逆的な吸着状態へと移行することが知ら
れている(図 2左)。一方、Si-tag の N末端領
域と C末端領域は最初から変性状態であるた
め、速やかに非可逆的な吸着状態となること
で強固な結合を実現していると予想された
(図 2右)。 
 
 本研究によって得られた成果は、天然変性
タンパク質が無機固体表面に対する接着分
子として有用であることを示唆するもので
あった。Si-tag のアミノ酸配列を改変し、天
然変性状態を強めることでさらなる結合力
の向上が期待される。 
 
 

 

 
図 1. Si-tag の予測天然変性領域 
A) FoldIndex (Prilusky et al., 
Bioinformatics 21, 3435-3438, 2005)によ
る予測結果。B) POODLE-L (Hirose et al., 
Bioinformatics 23, 2046-2053, 2007)によ
る予測結果。予想天然変性領域を赤色で示す。 
 

 

図 2. Si-tag の結合メカニズムの概念図 
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