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研究成果の概要（和文）：膜蛋白質を、機能を失わせることなくゲル媒体中に固定化できる新規の技術開発とし
て、化学反応性の膜蛋白質可溶化試薬の開発と、これを用いた膜蛋白質固定化３次元構造化ゲルの構築を検討し
た。化学反応性の膜蛋白質可溶化試薬には、以前に我々が開発したDKDKC12Kをベースに、アルキン基を１つある
いは２つ持つAlk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kを開発した。上記アルキン化可溶化試薬で膜蛋白質を可溶化した
ままBisアジド誘導体で付加環化反応で架橋することで、膜蛋白質の変性を抑えたゲル化、さらに３Dプリンタと
組み合わせることで３次元構造化した膜蛋白質ゲルの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to establish novel method that can immobilize membrane proteins 
into gel materials without protein denaturation, we studied development of novel chemically 
reactive-solubilization surfactants for membrane proteins and construction of 3D gels encapsulating 
membrane protein by using the above reactive-solubilization surfactants. The reactive-solubilization
 surfactants were designed from DKDKC12K; the mono-alkyne-modified DKDKC12K, Alk-DKDKC12K, and the 
bis-modified Bis-Alk-DKDKC12K were prepared, respectively. By an in situ cross-linking reaction of  
Bis-azide-PEG derivatives with Alk-DKDKC12K or Bis-Alk-DKDKC12K on binding to membrane integral 
domain of membrane proteins in an aqueous buffer, we succeeded in making gelation of membrane 
proteins without protein denaturation. By applying the above gelation process to 3D printing 
techniques, we also succeeded in construction of 3D-structured gels encapsulating membrane proteins.
 

研究分野： Biofunctional chemistry

キーワード： Membrane protein　Surfactant　Bioorthogonal reaction　Gelation　3D gel
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 現在膜蛋白質を機能分子として利用する研

究が進められている。これは、光エネルギー

変換機能を持つ光合成関連膜蛋白質、ホルモ

ンなどに対するレセプター膜蛋白質、イオン

チャンネルやポンプなどの膜蛋白質の高次機

能を活かした膜蛋白質デバイス構築へと興味

が広がっているためと考えられる。通常生体

膜内に収まっている膜蛋白質を機能分子とし

て利用するためには、某かの担体材料へとど

めることが望ましい。これは操作性の向上と

共に、担体への固定化により膜蛋白質の安定

性向上、機能向上も期待されるためである。

これまでに報告されている膜蛋白質デバイス

構築系の問題点として、多くの系が固体担体

の「表面への固定化」を利用している点が挙

げられる。この方法は、固定化された膜蛋白

質が常に外的環境に晒され続けざるを得ない

ため、本質的に膜蛋白質の長期安定性、実用

的利用は期待できない。また、元々生体膜に

存在する状況を意識し単分子膜で固定化する

ことに固執するあまり、例えばセンサーデバ

イス構築の際に必須となる、「十分な検出感度

を得るために必要な分子数」が、「表面への固

定化」では稼げないなどの本質的矛盾もある。

我々はこれに対する解決策として、担体の「表

面」ではなく「内部」に固定化する手法を検

討したい。これは、担体内部に固定化するこ

とで上記２点の問題点を解決できると期待さ

れるためである。 
２．研究の目的 
	 膜蛋白質を、機能を失わせることなくゲル
媒体中に固定化できる技術開発を行う。これ
により、ゲルという「材料の内部」に固定化
することで膜蛋白質が外的環境に常に曝さ
れることから保護しつつ、膜蛋白質の機能を
発揮させることを可能な方法論確立を目指
したい。我々はこの技術開発の切り口として、
化学反応性の官能基導入が容易な新規の膜
蛋白質可溶化試薬の利用を考えた。膜蛋白質
可溶化試薬とは、疎水性の膜貫通領域に結合
することで膜蛋白質を水中に可溶化できる
界面活性剤であるが、見方を変えると膜蛋白
質を変性させることなく『膜貫通領域に選択
的に結合する分子』と見なすことも可能であ
る。従って、これらの試薬に化学反応性の官
能基を導入し、それらの間、あるいはそれら
とのみ選択的に反応する試薬により、in situ
で化学反応を介し架橋させることで、膜蛋白
質の変性を抑えたゲル化が可能と期待した。
また、さらに種々のナノ組織化技術（ナノチ
ューブやナノシートの作製）と組み合わせる
ことで、ゲルの外部にある、バルク溶液中に
溶けている低分子化合物の拡散も充分確保
できるため、材料内部に留めて膜蛋白質の変
性を抑えつつ、その機能を発現できるシステ
ム構築が期待された。 
３．研究の方法 

	 以下の４つの研究計画の実施を通して、膜

蛋白質を機能分子として利用できる新たな

ゲル化手法の確立を図った。 
①生体直交反応が可能な官能基を修飾した

新規の膜蛋白質可溶化試薬の設計合成 
②生体直交反応が可能な官能基を修飾した

新規の膜蛋白質可溶化試薬を利用した、膜蛋

白質ゲル化手法の検討 
③生体直交反応可能な官能基を修飾した新

規の膜蛋白質可溶化試薬及を利用し作製し

た膜蛋白質ゲルからのナノ構造体の作製 
④ナノ構造体内に閉じ込められた膜蛋白質

の機能評価 
４．研究成果	 
①生体直交反応が可能な官能基を修飾した
新規の膜蛋白質可溶化試薬の設計合成 
	 これまでに我々がオリジナルに開発に成
功した PG-surfactantベースの膜蛋白質可溶
化試薬（DKDKC12K）の N-末端側に、Hüisgen
環化反応を可能とするアジド基／アルキン
ペアの内、アルキン部位を１つ導入した誘導
体（Alk-DKDKC12K）、N-末端側、C、末端側
ともにアルキン部位を１つずつ導入した誘
導体（Bis-Alk-DKDKC12K）の設計合成を行
った（図１、表１）。 
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図１	 PG-surfactantの構造 
 
表１	 評価を行ったペプチドジェミニ界面活性剤 
	 	 （PG-surfactant）の一覧 
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	 アルキン部位を導入した PG-surfactant が、
元々の膜蛋白質可溶化試薬としての機能を
失っていないことの確認が必要である。そこ
で臨界凝集濃度（cac）、溶液中での会合形態、
膜蛋白質を変性させることなく可溶化が可
能か、などについて順番に検討を行っていっ
た。アルキン部位を持つ PG-surfactant 
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K の cac
値の算出は、環境応答性の蛍光色素である
ANS を用いて行った(表２)。アルキニル基未



修飾の PG-surfactant DKDKC12K と比べ、
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk- DKDKC12Kともに
cac 値は約３倍大きな値が観測されたが大き
な機能低下は見られなかった。 
 
表２	 各 PG-surfactantの cac値 

Surfactant cac/mM 
Alk-DKDKC12K 0.0263 
Bis-Alk-DKDKC12K 0.0225 
DKDKC12K 0.0083 

 
	 動的光散乱（DLS）測定による粒径評価か
らもミセル形成挙動の検討を行ったところ、
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K 共に、
算出された cac値以上の濃度では、約 7-8 nm
程度のサイズの会合体、すなわちミセル構造
のみを選択的に形成することが確認された。 
	 そこで次にこれらアルキン化 PG-surfactant
を実際に膜蛋白質可溶化し、膜蛋白質にどの
ような影響をあたえるか検討した。代表的な
膜蛋白質としてシアノバクテリア由来の光
化学系 I（PSI）を用いた。 

 
図２	 β-DDM(青)、Alk-DKDKC12K(赤)、 
	 	 	 Bis-Alk-DKDKC12K (緑)で可溶化を行 
	 	 	 った PSIの吸収スペクトル 

 
	 PSI はクロロフィル a やカロテノイドなど
の多くの色素成分を含むことから、種々の分
光学的性質が native状態のものと一致してい
ることは、蛋白質が適切な立体構造を維持し
ていることの大きな証明の一つとなる。なお
PSI は、0.1% β-DDM を含むバッファー溶液
に溶解した状態が native状態のコントロール
となる。そこで 0.1 % β-DDMを含むバッファ
ー溶液中における PSIの吸収スペクトルを、
各アルキン化 PG-surfactantで可溶化したサン
プルと比較を行った（図２）。その結果、と
もに 0.1 % β-DDM を含むバッファー溶液中
のスペクトルと一致が見られ、色素の脱離な
く可溶化できていることがわかった。 
	 さらに PSIの膜外ドメインへの影響を詳細
に評価するために、PSI のスペシャルペア
P700の光励起後の、過渡吸収スペクトル測定
を行った。P700は光励起後電荷分離を起こし
P700+•が生成するが、逆電子移動により元の
P700へ戻る速度（この逆数が、P700+•の寿命）
を解析することで、膜外ドメインの変性割合
の評価が可能となる。３成分の寿命を仮定し

た非線形カーブフィッティングにより、得ら
れた結果について、表３にまとめた。その結
果、いずれのアルキン化 PG-surfactant を含
むバッファーで可溶化した場合でも、膜外ド
メインの変性に対応する 1 ms の寿命成分が
見られず、膜外ドメインに変性をきたしてい
ないことを意味した。 
 
表３	 各界面活性剤で可溶化された PSIの 
	 	 	 P700+•の寿命 
 Lifetime of P700+• (ms) 

(各寿命成分の比) 
β-DDM 1 (0)、30 (0.45)、447 (0.55) 
Alk-DKDKC12K 1 (0)、30 (0.17)、306 (0.83) 
Bis-Alk-DKDKC12K 1 (0)、30 (0.47)、846 (0.53) 
	 
②生体直交反応が可能な官能基を修飾した
新規の膜蛋白質可溶化試薬を利用した、膜蛋
白質のゲル化手法の検討 
	 ここでは Hüisgen 環化付加反応を介した、
ゲル化を目指すため、両末端にアジド基を持
つ PEG 誘 導 体 と な る Polyoxyethylene 
bis(azide)（Bis-Azide-PEG）を用いアルキン化
PG-surfactant同士を、PEG鎖を介して架橋す
ることで、PSI のゲル化を試みた。可溶化を
行った PSI溶液（2.5 wt% Alk-DKDKC12Kと
2.5 wt% Bis-Alk- DKDKC12Kを共に含む緩衝
液で可溶化した）に Bis-azide-PEG2000溶液を
添加し、その後塩化銅(II)二水和物、アスコル
ビン酸ナトリウムを加えることで PSIのゲル
化を行った。 
	 ゲル化された PSIを種々の分光学的手法に
より評価を行うため、透明なガラス板
（EAGLE XG、コーニング社製）にゲルを塗
布し、そのサンプルを用いて検討をおこなっ
た（図３）。 
 

 
図３	 アルキン化 PG-surfactantにより可溶化さ 
	 	 	 れた PSIを Bis-Azide-PEG2000との Hüisgen 
	 	 	 環化付加反応でゲル化したもの(左)、得 
	 	 	 られたゲルをガラス板に塗布したもの(右) 
	 
	 ガラス板に塗布した PSIゲルのサンプルに
ついて、ゲル化により PSIが変性を起こして
いないか、反応前後の吸収スペクトル測定を
行い、この比較を行った。膜蛋白質からアン
テナクロロフィル色素の脱離がみられる場
合 680nm の吸収バンドがブルーシフトした
り、吸光度が低下したりすることが知られて
いる。しかし、両スペクトルを比較した際に
各ピーク波長の一致と共に、吸光度の維持が
見られたことから、Hüisgen 環化付加反応後
に PSIが変性することはないことがわかった。	 
	 Hüisgen 環化反応を介してゲル化した PSI
について、膜外ドメインの脱離に伴う変性が



起こっていないか確認をするため、過渡吸収

スペクトル測定による P700+•の寿命評価を行

った（表４）。その結果、ゲル内に内包して

いても膜外ドメインの脱離に伴う変性を示

唆する 1 ms の寿命成分が全く観測されなか
ったことから、Hüisgen 環化反応を介してゲ
ル化された PSIについては、膜外ドメインで
ある PsaC の脱離に伴う変性も起こっていな
いことがわかった。 
表４	 ゲルに内包された PSIの P700+•の寿命 
 Lifetime of P700+• (ms) 

(各寿命成分の割合) 
PSIゲル 1 (0), 30 (0.17),  

306 (0.18), 4235 (0.66) 
 
③生体直交反応可能な官能基を修飾した新
規の膜蛋白質可溶化試薬及を利用し作製し
た膜蛋白質ゲルからのナノ構造体の作製 
	 前項までの検討から、Alk-DKDKC12K や
Bis-Alk-DKDKC12K といったアルキン化
PG-surfactant溶液と bis-azide-PEG2000からなる
アジド化合物の溶液を、数 µL ずつと少量の
体積同士で混合することで、非常に素早く
Hüisgen 環化付加反応を介したゲル化が可能
と分かってきた。そこで、この反応を押出形
の３Dプリンターに適応し、それぞれの溶液
を混合直後に３Dプリンターのノズルから射
出できる系を構築することを考えた。溶液①
として [2.5 wt% Alk-DKDKC12K、 2.5wt% 
Bis-Alk- DKDKC12K、8 wt% bis-azide-PEG2000
（アルキニル基に対してアジド基が２等量）、
125 mM アスコルビン酸ナトリウムを混合し
た 溶 液 ] 、 溶 液 ② と し て [ 2.5 wt% 
Alk-DKDKC12K, 2.5wt% Bis-Alk-DKDKC12K、
8 wt% bis-azide- PEG2000、25 mM塩化銅(II)水
和物を混合した溶液]をそれぞれ準備し、これ
らをキャピラリーのコネクターを介して混
合することで、Hüisgen 環化付加反応が進行
する。さらにこれら２つを、シリンジポンプ
で押し出すことで、ゲルが瞬時に固まりなが
ら、任意のパターン構築が可能と期待された
（図４）。 

 
図４ ３Dプリンターをマイクロキャピラリー 
	 	 	 流路を組み合わせた装置の概略図 

 
	 はじめに、連続的な矩形のパターンにゲル
を押し出し、それを積層していくことで格子
状の立体格子を積み上げる検討を行った。し
かし、残念ながら形成されるゲルの硬度が足
らないために、１段目のパターンはうまく構
築可能であるが、２段目以降のパターンを積
み上げていく際に、１段目のゲルと融合して
しまい、それ以降の積み上げが不可能であっ
た。そこで１段目ごとのパターンを構築する

たびに二次架橋を行い、ゲルの強度を増す方
法をとった。１段目を構築したのちにグルタ
ルアルデヒド溶液（0.56 M、1回につき 1 mL）
にゲルを室温で 10 分間浸け、その後グルタ
ルアルデヒド溶液を取り除いた後で再び、２
段目を積み上げた。グルタルアルデヒドは、
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K に含ま
れる Lys側鎖のアミノ基同士を架橋させると
期待され、この２次架橋により強固なゲルに
なることで、計６段目までの積層体の構築を
行った。また、PSI を固定化したゲルにつ
いても、同様の方法をとることで、立体格
子ゲルとして構築することに成功した（図
５）。 
 

  
図５ 作成した立体格子ゲル（PSIあり） 
 

④ナノ構造体内に閉じ込められた膜蛋白質
の機能評価 
	 PSI の光誘起電子移動活性を酸素電極によ
り評価することで、ゲル内部に固定化された
PSIの変性度合いの評価を行った。P700の光
励起に伴う溶存酸素濃度の減少速度を酸素
電極により追跡することで、PSI 内部での電
子移動速度を擬似的に見積もることが可能
である。前項で作成した PSI内包立体格子を
酸素電極により光誘起電子移動活性の評価
を行った。この酸素減少速度を表６にまとめ
た。 
 
表６	 可溶化溶液と立体格子ゲル中での PSI 
	 	 	 の酸素減少速度 
 酸素減少速度 

(µM•O2 /s) 
1 wt% β-DDM 溶

液中の PSI 4.38 

立体格子ゲル中の
PSI 1.53 

 
	 1 wt% β-DDM溶液中の PSIと比較して、格
子ゲル内での酸素減少速度は 1/3 程度が維持
されることがわかった。これまでの種々の分
光学的な評価から、Hüisgen 環化付加反応を
介して作製された PSIゲル中の PSIには、膜
内ドメイン、膜外ドメインともに変性は見ら
れていない。したがってここで観測された酸
素減少速度の低下は、ゲル内部での物質拡散
速度の低下によるものと考えられた。現状は、
ゲル化条件の最適化がまだ不充分であるが
ゆえに、3D プリントのベストスペックとな
る数 10 µm径のゲルファイバーからなる積層
構造の構築には成功していない。しかし、今



後より細いゲルファイバーを積層した立体
格子ゲルの作製が可能となれば、ゲル内部に
固定化しているのにも関わらず溶液中と大
きく機能が低下しない、膜蛋白質のゲル構造
体内部への新規の固定化法としての確立が
期待される。 
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