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研究成果の概要（和文）：本研究は、申請者が発見したバクテリオナノファイバー蛋白質AtaAに、機能性分子を
融合した機能性ナノファイバーをデザインし、機能性の“毛”で覆われた微生物を作出することを目的とし、次
のことを達成した。①ファイバーの根元にプロテアーゼ認識・切断配列を挿入したプロテアーゼ感受性ファイバ
ーを設計し、生やした。②長さを変えてファイバー先端にHis タグを挿入し、細胞表層で機能させた。③ソルタ
ーゼ認識配列を挿入し、ファイバー提示後修飾技術を確立した。④モデル酵素としてSNAPタグを融合したファイ
バーを周毛的に生やすことに成功した。⑤一つの細胞から二種類のホモ三量体ファイバーを生やすことに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to design functional nanofibers obtained by 
fusing functional molecules to the bacteria nanofiber protein AtaA found by the applicant and to 
create microorganisms covered with functional "hair". I accomplished following thing. ① A protease 
sensitive fiber with protease recognition / cleavage sequence inserted at the base of the fiber was 
designed and grown. ② His-tag was inserted into the fiber tip with varying length to make it 
function at the cell surface. ③ The recognition sequence for sortase was inserted and a 
modification method after fiber presentation was established . ④ The fiber which was fused to the 
SNAP tag as a model enzyme was peritrichously grown from bacterial cells. ⑤ 
Two kinds of homotrimeric fibers were successfully grown from a single cell.

研究分野：生物工学
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１．研究開始当初の背景 
研 究 代 表 者 は 、 独 自 に 分 離 し た
Acinetobacter 属細菌 Tol 5 株の細胞表層が
接着性ナノファイバーで覆われていること、
さらにこのファイバーがTAAに属する新規蛋
白質であることを発見した（図 1）。既報の
TAA は病原性グラム陰性細菌の表層に存在す
る接着蛋白質で、宿主生体分子への特異的接
着・感染機能の他、自らを細胞外に輸送し外
膜にアンカーリングする自己分泌機能をも
つ（図 2）。ホモ三量体から成り、各ペプチド
の長さは 300 から 3000 アミノ酸を超えるも
のまで多様だが、典型的にはアミノ（N）末
端からカルボキシル（C）末端に向かって、
頭部、首、柄、外膜結合部という順番に並ぶ。
この中で、アミノ酸配列が比較的よく保存さ
れており、12 のベータシートから成るバレ
ルを形成する外膜結合部が、このファミリー
を規定する。AtaA はこのような TAA ファミリ
ーに共通の特徴を有するが、以下の点で他の
TAA とは大きく異なる。 
(1) これまでに知られているTAA中で最大で
ある（350 kDa）。 
(2) ユニークな一次構造：いくつもの非常に
長い繰り返し構造がモザイク状に配置した
長い柄を有する。この繰り返し構造は、複数
のドメインが繰り返し並んだものである。こ
の中には他のTAAには存在しないドメインや、
他には存在していてもアミノ酸配列がかな
り異なるものが存在する。N 末端側に加え C
末端側の外膜結合部寄りにも二つ目の頭部
が存在する。 
(3) 既報の TAAが全て生体分子に特異的に結
合するのに対し、AtaA は疎水性の各種プラス
チックから親水性のガラス、金属等の非生物
表面に非特異的に接着する能力を有する（業
績 15）。 
(4) しかも、種々の固体表面に対する親和
性・接着性は極めて高い。具体的には、QCM
で測定した金表面への親和性（解離定数 Kd）
は10-9Mのオーダーで抗原-抗体間の親和性以
上である。また、AFM で測定した負電荷表面
に対する接着力は 300pN であり、これは生体
分子間相互作用では最強レベルと言われる
ビオチン-アビジン相互作用（150 pN）の 2
倍である。 

このように AtaA はユニークな特徴をもち、
しかも世界で唯一研究されている非病原性
細菌の TAA であるため、工学的利用価値が高
い。すでに申請者らは異種微生物に ataA 遺
伝子を導入発現させ、接着性ナノファイバー
を細胞表層に形成させ微生物を固定化する
新技術を開発した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛋白質や、遺伝子工学的手法だ
けでは連結不可能な低分子を融合した機能
性ナノファイバーをデザインするための基
盤技術を構築し、機能性被毛微生物を作出す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
AtaA をスキャフォールドとする機能性バク
テリオナノファイバーを設計し、機能性被毛
微生物を作出するという目的を達成するた
め、次の方法により研究を進めた。 
(1)スキャフォールドの最適化と提示個所の
検討： ①3630 アミノ酸から成る巨大蛋白質
である AtaA を、ファイバーの形成機能を保
持したままどこまでどのように縮小するこ
とが可能か検討した。具体的には、His タグ
を AtaA または短縮 AtaA に導入し、表層提示
効率や His タグの機能性を比較した。②プロ
テアーゼ標的サイトを AtaA ファイバー上に
提示して切断することを検討した。 
(2)遺伝子融合による酵素の提示: ペプチド
より大きな酵素の遺伝子を ataA 遺伝子に融
合することで、酵素融合 AtaA を生やすこと
を検討した。酵素としては、蛍光基質による
検出が容易な SNAP タグを用いた。 
(3)ファイバー提示後修飾：遺伝子操作では
困難な大きな蛋白質や蛋白質以外の分子を
連結するため、あらかじめ微生物細胞に生や
したファイバーに後から機能性分子を連結
する手法を検討した。本研究では、ソルター
ゼにより、そのターゲットサイトを融合した
AtaA に蛍光タンパク質 Ypet を連結した。 
(4)三量体形成制御技術の検討：ネイティブ
の AtaA はホモ三量体である。一つの細胞に
複数種類の機能分子を提示するために、ホモ

250 nm 

図 1. Tol 5 細胞から生える AtaA ナノファ
イバー. （左）AFM 像．（右）TEM 像．本研究
ではこのナノファイバーをスキャフォール
ドに様々な機能性ナノファイバーをデザイ
ンし、機能性の毛で覆われた微生物を新たに
作出する． 

図 2. TAAの分泌・アッセンブリー模式図． 



あるいはヘテロ三量体の組合せを制御する
手法を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)スキャフォールドの最適化と提示個所の
検討：His タグ、3CAtaA 
(2)遺伝子融合による酵素の提示:  
(3)ファイバー提示後修飾：ソルターゼ 
(4)三量体形成制御技術の検討：デュアルデ
ィスプレイ（シングルセルから２種類のホモ
三量体を生やす） 
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