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研究成果の概要（和文）：本研究では、液体界面を識別できるペプチドを用いて、あたかもリン脂質のような両親媒性
分子を扱うかのように蛋白質分子をナノ操作できる技法を開発し、単なる蛋白質間相互作用だけに頼っていた蛋白質ア
センブリ手法を拡張させ、蛋白質が均一配向したプロテインラングミュア単分子膜や超多価抗体クラスターの作製を行
った。

研究成果の概要（英文）：Recently, we identified the peptide with affinity for liquid surface. In this stud
y, we tried to use the peptide for manipulating proteins on liquid surface and clustering peptide in water
 solution. Consequently, the fusion of the liquid-binding peptide to GFP resulting in the formation of GFP
 membrane on the water-ionic liquid interface and the fusion of the peptide to antibody fragment led to th
e clustering of antibody fragment with avidity effect.
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１．研究開始当初の背景 
 
進化工学的アプローチは、特定分子に結合

性を持つペプチド分子の取得を容易にしつ
つあり、研究代表者はこれまで、分子でなく
無機材料のような固体表面に選択的吸着す
るペプチド分子の取得に成功してきた。この
成功から研究代表者は、「液体」に対しても
ペプチド分子の選択的結合機能は発現され
る可能性と考え、近年、非水系溶媒に選択的
親和性を持つペプチド分子の取得に世界に
初めて成功した。この発見から研究代表者は、
特定液体に親和性を持つペプチドを蛋白質
に融合すれば、不均一溶液を用いて、蛋白質
をリン脂質のような両親媒性分子の様に操
作することができると発想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、申請者が取得に成功している

液体界面を識別できるペプチドを用いて、あ
たかもリン脂質のような両親媒性分子を扱
うかのように蛋白質分子をナノ操作できる
技法を開発し、単なる蛋白質間相互作用だけ
に頼っていた蛋白質アセンブリ手法を拡張
させ、蛋白質が均一配向したプロテインラン
グミュア単分子膜や超多価抗体クラスター
を作製し、薬剤内包が可能な超多価抗体クラ
スターの作製技法を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 蛋白質が均一配向したプロテインラング
ミュア単分子膜の作製 
 
疎水性イオン液体に親和なペプチド配列

を C 末端に融合した緑色蛍光蛋白質(GFP)を
大腸菌にて調製した。調製したペプチド融合
GFP 水溶液と疎水性イオン液体と混合し、水
―疎水性イオン液体界面での GFP 蛍光を観
測した。 
 
(2) 疎水性イオン液体親和性ペプチドを利用
した多価抗体クラスター化技術 
 
上皮成長因子受容体(EGFR)に得意なラク

ダ抗体の可変領域断片(VHH)の C 末端に疎水
性イオン液体に親和なペプチド配列を融合
した組換え蛋白質を大腸菌にて調製した。調
製したペプチド融合抗体 EGFR VHH を用い
てがん細胞 A431 に対する結合評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 蛋白質が均一配向したプロテインラング
ミュア単分子膜の作製 
 
大腸菌発現において、疎水性イオン液体親

和性ペプチドを融合した GFP は蛍光特性を
持ちながら不溶性画分に発現した。そこで、
高濃度 L-アルギニン水溶液を用いて可溶化
することを試みたところ、蛍光活性を保持し
たまま可溶化させることに成功し、その後、
透析によりアルギニンを除去しても沈殿せ
ずに可溶性を保った。そこでゲルろ過クロマ
トグラフィーにより分子形状を測定したと
ころ、多量体を形成していることが分かった。
これより、ペプチドタグが疎水性であること
を考えると、水溶液中において、ペプチドタ
グは自身が核となって見せる形成を誘導す
ると言える。 
 次に、ラングミュア膜を形成させるために、
疎水性イオン液体を添加した後エマルジョ
ン化し、遠心分離器によって水―疎水性イオ
ン液体混合液を二相化した。その結果、水―
疎水性イオン液体混合液の界面に GFP 由来
の蛍光を観測することに成功した(図 1)。この
結果より、液体界面を用いれば、疎水性イオ
ン液体親和なペプチドを融合した蛋白質を
薄膜化でき得ることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 疎水性イオン液体親和性ペプチドを融
合した GFP の水―疎水性イオン液体界面で
の挙動 
 
 
(2) 疎水性イオン液体親和性ペプチドを利用
した多価抗体クラスター化技術 
 
大腸菌発現において、疎水性イオン液体親和
性ペプチドを融合した VHH は不溶性画分に
発現した。この組換え蛋白質は GFP とは異な
り高濃度アルギニンを用いては可溶化させ
ることができなかった。そこで、通常の蛋白
質可溶化に用いられる変性剤のグアニジン
塩酸塩を用いて可溶化し、その後、透析によ
りグアニジンを除去することにより巻き戻
しを試みた。しかし、すべてのペプチド融合
VHH は沈殿してしまった。そこで、L-アルギ
ニン水溶液を用いて可溶化することを試み
たところ、蛍光活性を保持したまま可溶化さ
せることに成功し、その後、透析によりアル
ギニンを除去しても沈殿せずに可溶性を保
った。そこで、透析開始前に界面活性剤を入
れた後透析操作を行った。その結果、変性剤
と界面活性剤を完全に除去後も蛋白質は可
溶性を保った。そこで、ゲルろ過クロマトグ
ラフィーにより分子形状を測定したところ、
ペプチド融合 VHH はおよそ 5~7 量体の多量
体を形成していることが分かった。 
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そこで次に、フローサイトメトリーを用い
て EGFR を高発現しているがん細胞 A431 に
対して結合評価を行った。その結果、細胞表
面へ強く結合する様子が観測された(図 2)。ペ
プチドを融合していない VHH 単独(単量体)
と結合競争をさせた場合も、単量体である
VHH 単独よりも優位に結合している結果が
でた。これより、疎水性イオン液体親和性ペ
プチドを用いることにより、多価抗体クラス
ターを作製できることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. フローサイトメトリーによるA431細胞
に対するペプチド融合 VHH(Multimer VHH)
の結合評価 
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