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研究成果の概要（和文）： 
蛋白質架橋酵素(トランスグルタミナーゼ) は、微生物から高等動物まで幅広く存在する酵素で、

蛋白質のグルタミン残基とリジン残基との間に架橋形成反応を触媒する。本研究はこの酵素に

対する高反応性な基質配列(ペプチド)の性質を解析し更なる取得をすると共に、有用蛋白質の

接着固相化を目指したものである。有用蛋白質として蛍光蛋白質を対象に融合させ、その反応

性を検討した。固相化に向けた機能蛋白質との配列との融合形式、また反応に必要な組換え型

酵素の大量生産を進めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Transglutaminase is the enzyme family that catalyzes isopeptide bond formation 
between glutamine and lysine residues. We have obtained highly reactive substrate 
peptides which are available for immobilization of functional proteins via such 
substrate peptides and the enzyme. This project was attempted to use the peptide by 
characterization of the reaction between peptide and the enzyme.  
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質架橋酵素は、動物および微生物に存
在し、蛋白質のグルタミン残基とリジン残基
の間にイソペプチド結合としての架橋形成
を触媒する酵素である。また、一級アミンも
リジンに替って基質となる。本来、本酵素は
翻訳後修飾として、蛋白質の特性変換を通じ
て多彩な生理機能に関与する。 
 本酵素は基質としての蛋白質を共有結合
レベルで架橋（接着）することから、本酵素
の有効活用として、有用な蛋白質の固相化な
どの応用を目指した。例えば、一級アミンを
固相化した物質に酵素学的に、有用蛋白質を
本酵素により自在に接着をさせることが可

能である。 
 この時、ランダムにグルタミン残基と一級
アミン（あるいはリジン残基）を接着させる
のではなく、特定の残基を「狙い撃ち」して
接着に関与させなければならない（接着させ
るべき有用な蛋白質にもグルタミン残基や
リジン残基が含まれるため）。しかしそのた
めには、基質となりやすい配列が必要である
が、研究代表者はこれまで、ランダムなペプ
チドライブラリから「高反応性な基質配列
（12 残基のペプチド）」を単離することに成
功してきた。 
 その基質配列を活用することを考え、基質
配列の特異性や、固相化に向けた有用蛋白質
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の配列の導入、また固相化の実施をもくろん
で実験を行う必要があった。 
さらには、給源としてのトランスグルタミナ
ーゼを大量に入手する必要もあったが、一般
に哺乳類由来の酵素は大腸菌での発現が容
易ではなかった。 
 
２．研究の目的 
 蛋白質架橋酵素は、どのグルタミン残基や
リジン残基も等しく架橋を生じさせるので
はなく、周辺配列に依存して特定の残基を好
んで基質とする。我々がこれまで得てきた高
反応性基質配列の更なる解析と、新たな基質
配列の同定（新規アイソザイム等）を用いて、
特定の機能蛋白質に配列を導入することを
目的とした。これを活用して有用蛋白質の固
定化を中心に、酵素の有効的な活用を展開す
ることを目的とした。 
 そのため、これまでに行ってきた、高反応
性基質配列の獲得を、新たなアイソザイムを
対象として展開することにした。 
 また、高反応性基質配列を融合させる機能
を持つ蛋白質としては蛍光蛋白質である
（Cerulian）を対象にすることから始めた。 
 また、酵素の給源として、ヒト酵素は大腸
菌での発現では不溶性になる場合や、発現量
が十分でない場合が多い。そのため、給源を
メダカ相当の TG 遺伝子を用いた組換え蛋白
質に求める試みも行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 新規高反応性基質配列の探索と解析 
 
 蛋白質架橋酵素には、8つのアイソザイム
が存在する。このうち、Factor XIII,TG1, TG2, 
TG3 などの主要な酵素群についてはすでに、
高反応な基質配列を得ている。さらに、活用
の幅を広げるために、新規な酵素群である
TG6, TG7 の 2 種についても、ファージ提示
型ペプチドライブラリからの探索を試みた。
またこれと並行して、前立腺に特異的に発現
し、やはり機能の不明な TG4 についてもスク
リーニングを行った。 
 これは、まずビオチン標識一級アミンをグ
ルタミン受容側基質として、ファージに提示
されたペプチドに酵素の存在下で取り込ま
せる。反応性の高いグルタミン残基を含んだ
ペプチドを提示したファージが標識アミン
を取り込むので、これをアビジンカラムにて
選別し、大腸菌に感染させて増幅する。この
一連の操作を繰り返すことで、最終的に反応
性の高いグルタミンを含むペプチドが同定
できる。その配列群は、さらに大腸菌で組換
え融合蛋白質として作製して、蛍光標識一級
アミンの取り込み量で、反応性と特異性を評
価して、最終的に配列を決定した。なお、ペ

プチドのみで反応性や特異性を再現できる
かどうかをさらに確かめて、新たな高反応性
基質配列とした。 
  
（２） 機能性蛋白質として、高反応性基質

配列を導入した融合蛍光蛋白質の作
製 
 

作製に用いた高反応性基質配列は微生物
TG2 の基質配列 T26（HQSYVDPWMLDH）と
微生物 TG（MTG）に対する基質配列
（GGGSFYPLQMRG）とである。なお、MTG
については連携研究者の神谷典穂博士（九州
大工・教授）作製の高反応性の配列を基に合
成した。 
 これらを、蛍光蛋白質として頻用されてい
るCerulianを発現蛋白質用ベクターに遺伝子
組換えにより融合させて発現するように構
築した。なお、両者とも、精製のためにヒス
チジンタグを付加するように構築した。構築
したベクターは、大腸菌 BL21 株を形質転換
し、これを大量培養して発現誘導し、アフィ
ニティ―クロマトグラフィ―及びゲルろ過
クロマトグラフィーによって精製した。基質
配列の付加の後も、蛍光を発することを確認
する実験を行った。 
   
（３） メダカ蛋白質架橋酵素の大量精製 
 メダカは魚類のモデル生物として近年医
薬学分野でも注目され始めている。これまで
に、給源としての酵素がメダカでも十分に架
橋活性があることを確認しており、大量生産
させる上で、大腸菌で十分量の作製が可能で
あるところによる。 
 メダカには、オルソログがあり、TG1 と TG2
それぞれに相当する酵素の遺伝子を取得し
た。これを、ヒスチジンタグを付加して発現
できる大腸菌用のベクター(pET24d)に組み
込むよう、遺伝子構築を行った。形質転換株
を BL21(DE3)LysS において行い、ここでの誘
導的発現を行った。 
 大量に大腸菌の培養を行って菌を回収し、
抽出物からの精製は、メタルアフィニティク
ロマトグラフィー及び、ゲルろ過クロマトグ
ラフィーによって行うこととした。 
  
４．研究成果 
（１） より多彩な高反応性基質を得る目的
で、蛋白質架橋酵素である、TG4, TG6, TG7
についてスクリーニングを行い、ファージが
提示するいくつかの反応に好まれる配列（グ
ルタミン残基提供側基質）を、それぞれの酵
素群について得た。 
 GST 融合蛋白質として配列を大腸菌で発現、
反応性と特異性の高いものを選別した。 
 TG6 と TG7 については、いくつかの配列を
得ることに成功した。しかし、TG4 について



 

 

は、ファージスクリーニングで得た配列はど
れも、高い反応性を示すものではなく、配列
を得ることはできなかった。 
 そこで TG6,TG7の２つの蛋白質架橋酵素に
ついてのみ、さらに配列の反応性と特異性に
ついて解析を進めた結果、それぞれについて
最終的に Y25(DDWDAMDEQIWF)と Z3S
（YSLQLPVWNDWA）を得ることができた。 
図１に、これらも含めた高反応性基質の一覧
を示す。後述するように、今回は TG6,TG7
については配列を得たのみで、機能性蛋白質
への融合は、T26(TG2) と以前に神谷（連携
研究者）らが取得していた MTG について行
った。 
 

 
（２）高反応性基質を介した、蛋白質の接着
を行う上で、蛍光蛋白質を対象とした。 
Cerulian は、有用で広く用いられている蛍
光蛋白質である。これに 2種類の高反応性基
質（pepT26, または
MTG 基質配列）を融
合させて発現し
たところ、大腸
菌で可溶性と
なり、蛋白質
としても十分
な量が得られ
た（右図）。一級
アミン固相化
した系への接
着についてはま
だ試行が未了
であるが、 
 
 
共に蛍光標識一級アミンの取り込みは酵素
活性依存的に行われ、かつ蛍光蛋白質として
の性質は保持していたので、基質ペプチドは
目的通り機能したと言える。 
 
（３）メダカトランスグルタミナーゼについ
ては、方法に記載した通り、３種類について
大腸菌で発現・精製を行い、図３に示される

ような結果を得た。図は、このうち、OlTGT
と OlTGO について示した精製図である。タグ
を用いた精製と、さらにゲルろ過クロマトグ
ラフィーによって、精製物として回収できた
ものを示してある。 
 
 いずれも、カルシウム依存性で活性も十分

に保持してお
り、今後一連
の実験におい
て、給源とし
て用いるため
には十分量を
得るめどがた
った。 
大量精製した
メダカ由来の
蛋白質架橋化
酵素について、
その活性を評
価した結果を
図３に示す。 
 
 
2 種類の組換

え型蛋白質（OlTGT, OlTGO）についての結果
を示してある。いずれも可溶性画分に回収さ
れたため、ヒスチジンタグを用いてのアフィ
ニティ―精製と、ゲルろ過クロマトグラフィ
ーによる再精製を行ったものを示している。 

 
 
 
活性の評価は、
モノダンシル
カ ダ ベ リ ン
（MDC;蛍光標

識一級アミン）を
用いて行った。 
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 図 5 は、大量に調製した組換え型メダカ TG
のうち、OlTGF の活性を確認したものである。
反応時間依存的にジメチルカゼイン（DMC）
への蛍光標識一級アミン(MDC)の取り込みが
行われ、活性が保持されていることを明らか
にした。他の 2種も同様に活性を確認し、い
ずれも酵素給源として十分な量を得た。 
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