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架橋酵素を利用した生体分子工学	 

	 生体内で生合成された新生タンパク質の多くは、翻訳後修飾過程を通して多彩な機能を獲得する。タンパク質

の構造・機能の多様性を高めるこの生物の基本戦略を、適切に設計された人工基質を用いて試験管内で再現する

ことができれば、新規人工タンパク質の分子設計に繋がる。このような発想の下、水中で化学結合形成を触媒す

る	 (1)	 微生物由来トランスグルタミナーゼ（MTG）と	 (2)	 西洋わさび由来ペルオキシダーゼ（HRP）に着目した。

MTG はグルタミン	 (Gln)	 残基とリジン	 (Lys)	 残基の側鎖間架橋反応を、HRP はフェノール誘導体のラジカル形

成を介した重合反応を触媒する。MTG の利用においては、生体由来分子（ペプチド・タンパク質、核酸、脂質）

を基材とし、当該酵素の基質特異性に適ったGln残基あるいはLys残基が導入された多様な人工基質を設計した。

これらを適切に組み合わせ、部位特異的・共有結合的に架橋することで、同種あるいは異種生体分子からなる多

機能性バイオコンジュゲートを調製した。HRP の利用においては、フェノール部位が導入された合成高分子の設

計を端緒に、これらをチロシン	 (Tyr)	 残基が導入された組換えタンパク質と組み合わせることで、タンパク質

性の機能部位が導入されたハイドロゲルを設計することが出来た。この基礎研究の過程で、外部からのH2O2の添

加を必要としないハイドロゲル化法を偶然見出し、生合成反応や細胞の生育の場そのものを酵素触媒的に構築す

ることを検討している。本発表では、これらの研究成果を報告させて頂きたい。	 

	 

MTG を用いた多機能性バイオコンジュゲートの設計	 

	 核酸と酵素からなるヘテロコンジュゲートは、異なる機能性を具備したユニークな分子である。その簡便な調

製法の確立を目標として、MTG の Gln 基質が導入された人工ヌクレオチドを設計し、DNA や RNA 上に耐熱性アル

カリホスファターゼ(検出用酵素)がマルチラベルされた新規ハイブリッド分子を得た。また、これを用いた遺伝

子検出システム[1]の構築に成功し、産学連携研究開発を通して、本システムは幸運にも実用化に至った。本技術

は、膜タンパク質結合性DNAアプタマーに複数の蛍光タンパク質が部位特異的に連結されたガン細胞検出分子プ

ローブ[2]等、新しいタイプのヘテロコンジュゲート分子の調製に繋がった。さらに、MTG が認識可能な人工四つ

又ビオチン化試薬を設計し、アビジン－ビオチン相互作用を利用した１次元状酵素アセンブリの創製に成功した[3]。

上記の研究を通して、水溶性の人工基質（基質修飾ヌクレオチドや人工ペプチド基質）を分子設計することで多

様なバイオコンジュゲートを得ることができた一方、脂溶性の人工基質は、合成は可能であっても、酵素反応場

への提供が困難という本質的な問題があった。この課題の解決に向け、最近、脂溶性基質を両親媒化するという

発想に基づき、多様な脂質化基質を水に可溶化することに成功した。その結果、MTGの基質となるGln残基がペ
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プチドタグとして導入された目的タンパク質と、K残基を含むペプチド配列のN末端に脂質が導入された人工脂

質化ペプチドを組み合わせることで、人工脂質化タンパク質を効率よく得ることができるようになった。緑色蛍

光タンパク質GFPへの長鎖脂肪酸の導入をモデルとした基礎検討では、脂肪酸部位のアルキル鎖長に応じた生細

胞膜上へのアンカリング能力の向上が観察された[4]。また、MTG の基質となる両親媒性ペプチドの自己集合能を

微調整すると、リボンやテープといった特徴的なナノ集合体が形成され、これらの分子集合体の上にMTG反応を

介してタンパク質を提示可能なことも明らかとなった[5]。	 

	 

HRP を用いた機能性ハイドロゲルの設計と応用 
	 高分子の架橋や小分子の自己組織化に基づき形成されるハイドロゲルは、組織工学や医療分野などバイオ分野

で広く活用されている。近年、HRP を用いた高分子鎖間の架橋形成により、生理条件下でハイドロゲルを形成す

る手法が提案されているが、ペルオキシダーゼ触媒反応には、細胞毒性を示す過酸化水素(H2O2)が基質として必

須という根本的に解決すべき課題が存在する。上記の背景の下、生物機能への影響を最小化するHRPゲル化法の

開発を目指し、両末端にフェノール基を導入したポリエチレングリコール(PEG)誘導体を合成し、細胞培養担体

として利用する研究に着手した。その基礎研究の過程で、末端にチオール基を有する四つ又 PEG を利用すると、

外部からの過酸化水素の添加なしにハイドロゲル形成が促進されるという興味深い現象を見出した[6]。この新た

な知見に基づき、酵素触媒的ハイドロゲル化を通して、2次元状に細胞が伸展・集積化した板状細胞集塊(細胞シ

ート)や、３次元状に細胞が集積化した球状細胞集塊(スフェロイド)の調製が可能なことを示し、バイオマテリ

アル分野へのHRP触媒の利用に新たな選択肢を提示した。最近、疎水性固体微粒子の表面付着により安定化され、

気相中で自立する液滴：リキッドマーブル(LM)に着目し、LM中でのHRP触媒ハイドロゲル化と無細胞タンパク質

合成を並行可能なことが明らかとなり[7]、この微小球状ハイドロゲルの利用価値を模索している。	 
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