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序論 

 

緒言 

 

 アミノ酸が多数連なったポリペプチド；タンパク質は、酵素や抗体に代表されるよ

うにそれ単体で優れた触媒機能や分子認識能をもつことから工業的に様々な局面にお

いて利用されている。例えば、アミラーゼやグルコースイソメラーゼなどの酵素は食品の

加工に、プロテアーゼやセルラーゼは化粧品や洗剤に利用される。最近では、医薬品と

しての利用が期待されるモノクローナル抗体などタンパク質薬剤の研究も盛んに行われ

ている。また、酵素や抗体などのタンパク質は、微粒子や電極に固定化することで、固定

化酵素やバイオセンサーなどのタンパク質複合デバイスとしても、医療・環境に渡る多方

面で利用されている。ここで、これらのタンパク質複合デバイスの性能をよくするためには、

タンパク質分子が有効に機能する部位あるいは方向に固定化する技術が必要となる。一

般的なタンパク質固定化法では、タンパク質と固定化担体の間にある静電的相互作用や

分子間力を利用した手法（物理吸着法）やタンパク質分子内に存在する特定のアミノ酸

残基を利用し、適当な架橋剤を用いて共有結合させる手法（化学修飾法）が知られてい

る。物理吸着では、固定化担体とタンパク質の間をつなぐ結合力が強くないので固定化し

たタンパク質が脱着してしまう可能性があることから安定性が低いという点が、化学修飾

については、タンパク質は同種のアミノ酸残基を多数有しているため部位特異的な固定

化が難しく、固定化するタンパク質の機能を完全に保持することが極めて困難であるとい

う点が問題である。このような問題点を解決することのできる汎用性の高いタンパク質固

定化方法は、固定化酵素やバイオセンサーの機能を向上させるために必要不可欠であ

り、本分野に期待されるところは非常に大きい。実際に、これらを改善するようなタンパク

質固定化技術に関して多数の報告例が存在し、現在も多様な研究が行われている。本

研究においては、近年、注目を集めている酵素の基質特異性を利用した酵素修飾法に

着目した。その中でも、筆者は本論文において、酵素Sortase Aを用いたタンパク質修飾

法に着目した。Sortase Aの特殊なペプチド転移反応を利用することでタンパク質を部位

特異的に修飾・固定化する技術の開発を試みた。更に、本技術を応用し、タンパク質の

機能を損なわずに部位特異的に固定化することで、固定化酵素や酵素固定化電極など

のタンパク質複合デバイスの性能向上を目指した。 
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研究の背景 

 

タンパク質修飾技術の工学的位置づけ 

 

 タンパク質とタンパク質同士の連結1や細胞内のタンパク質に蛍光分子を結合さ

せることによる細胞の可視化2、あるいはタンパク質をガラスなどの基盤に固定化する3た

めの、タンパク質修飾技術はタンパク質を工学的に利用するために非常に重要な要素の

一つである（Figure 1）。実際に、酵素や抗体などのタンパク質はそれ単体で優れた触媒

機能や分子認識能を保持しているが、機能性分子を修飾したり、電極や微粒子上へ固定

化したりすることによって、タンパク質複合体（バイオコンジュゲート）として様々な局面で

応用されている4。バイオコンジュゲートの利用例を具体的にあげると、サイトカインなど

のタンパク質薬剤の安定性を向上させたい場合、サイトカインにポリエチレングリコール

を修飾（PEG化）する方法が知られている5。また、血糖値センサーの基本原理は、夾雑

物質の多い血液からグルコースを選択的に検出することを可能にする認識素子としてグ

ルコースオキシダーゼやグルコースデヒドロゲナーゼといった酸化酵素を電極上へ固定

化することからなっている6。このように、タンパク質はそれ単体としてより寧ろ修飾を受け

た状態であるバイオコンジュゲートとして用いられることが工学的分野では多く見受けら

れる。そのため、タンパク質修飾技術の開発は、タンパク質を工学的に利用する上で非

常に重要である。 

 

 

 

Figure 1. Schematic illustration of protein modification and bioconjugate synthesis 

 

 タンパク質の機能になるべく悪影響を与えずにタンパク質を修飾する手法が理

想ではあるが、一般的に、タンパク質は熱や有機溶媒などの外的要因に弱く、水中での
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反応が望ましいため、修飾を行うための反応条件が非常に制限されてしまう。そのため、

最もよく用いられている化学修飾法においても、常温下でリジンやグルタミン酸など特定

のアミノ酸残基の側鎖に存在するアミノ基やカルボキシル基などと反応するグルタルアル

デヒド（GA）やN-Hydroxysuccinimide（NHS）などを介した架橋反応を用いる手法がほと

んどである7。架橋反応を用いる手法では、架橋を行うターゲット部位がタンパク質1分子

内に多数存在することから、目的以外の副反応が生じる可能性があり、バイオコンジュゲ

ートの性能に悪影響を与えてしまう恐れがある。最近では、このような問題を解決する手

段として、特殊な官能基をタンパク質と修飾分子内にそれぞれ導入することで、タンパク

質と修飾分子間で部位特異的に連結を行うことのできる、Staudinger反応や、「Click 

Chemistry」と呼称されるHuisgen環化付加反応を利用した汎用性の高い化学修飾法も

報告されている8,9。物理吸着法では、基盤にアミノ基などを導入し、静電的相互作用によ

りタンパク質を吸着させる方法のほかに、タグとよばれる特殊なペプチドモチーフを利用

した方法が知られている。ヒスチジンが6つ程度連なったHis tagはニッケルやコバルトな

どの金属イオンをキレートするため、この親和性を利用することでタンパク質の精製や固

定化によく利用される10。ペプチドタグを用いた手法は、遺伝子工学技術の発展により、

ペプチドタグをタンパク質内に導入することが容易になったため、バイオコンジュゲートの

調製において、非常に有効な手段となっている。これらに対して、本研究においては、近

年、注目を集めている酵素の基質特異性を利用したタンパク質修飾法である酵素修飾法

に着目した。 

 

酵素を用いたタンパク質修飾技術 

 

 一般的に、酵素は「基質特異性が非常に高く、副反応が起きにくい」、「常温常圧

下で反応を触媒する」という二つの優れた特性を有している。酵素修飾法では、アシル転

移酵素やトランスフェラーゼ、リガーゼなどの酵素の基質特異性を利用することで、タン

パク質と修飾ターゲットを部位特異的に連結することが可能になる。 

 たとえば、トランスグルタミナーゼはタンパク質中のグルタミン酸残基（アシル供

与体）のγ ‐カルボキシルアミド基とリジン残基（アシル受容体）のε‐アミノ基との間のアシ

ル転移反応を触媒し、ε‐（γ‐グルタミル）リジン結合を形成する反応を触媒する11。この反

応は、タンパク質内およびタンパク質間でも起こるため、タンパク質架橋剤として、粘弾性

を高めるために蒲鉾の生産などに利用されている12。また、トランスグルタミナーゼはリジ

ン以外の第一級アミンをアシル受容体とすることも可能なので、医用タンパク質のPEG化

に関する研究も盛んに行われている13。ここで、トランスグルタミナーゼはタンパク質中の

すべてのグルタミン酸残基やリジン残基間での架橋を平等に促進するわけではなく、特

定のアミノ酸配列から成るモチーフ内に存在するグルタミン酸残基やリジン残基をより認

識しやすいことが最近の研究で明らかになった14。しかしながら、前述のようにトランスグ
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ルタミナーゼは基質としてとりうるアシル供与体に対して、とりうるアシル受容体の基質特

異性が広い（タンパク質のN末端など様々なアミノ基に架橋反応が起こる）ため、目的タン

パク質や修飾ターゲットとなる分子の選択によっては副反応が生じる可能性がある。 

 また、ビオチンリガーゼは生体内でタンパク質にビオチンを運搬し、タンパク質に

ビオチンを修飾する働きをもつ酵素である。大腸菌（Escherichia coli; E. coli）に由来す

るビオチンリガーゼ（BirA）は15アミノ酸からなるペプチドタグ（GGGLNDIFEAQKIEQHE; 

BAP tag）内のリジン残基のε‐アミノ基にビオチンを修飾する反応を触媒する（Figure 2A）
15。ビオチンはストレプトアビジン（Stav）と非常に強固な親和性をもつため、あらかじめス

トレプトアビジンを固定化した担体に、BirAによってビオチン化された目的タンパク質を反

応させることで、目的タンパク質を部位特異的に固定化することが可能になる。さらに、

BirAはビオチン以外にも類似の構造をもつ誘導体を運搬することが可能であるため、ビ

オチン誘導体をデザインすることで、細胞の表層タンパク質をターゲットに蛍光分子を部

位特異的に修飾し、細胞のイメージングに利用したというユニークな報告も行われている
16。同様に、 補酵素Aの誘導体を目的タンパク質に運搬するホスホパンテテイニルトラン

スフェラーゼやアミノアシルtRNAを目的タンパク質に運搬するアミノアシルtRNAトランス

フェラーゼといった酵素も、その基質特異性を巧みに利用することでタンパク質修飾に応

用されている17,18。 

 上記に例を挙げた酵素に対して、本論文ではSortase A（SrtA）と呼ばれるペプ

チド転移酵素に着目した。SrtAは元来グラム陽性細菌の表層膜に存在するタンパク質で

あり、C末端にSrtAの認識モチーフ（LPXTG; LP tag）をもつ分泌タンパク質をペプチドグ

リカン上に並べる（Sortする）役割をもつ酵素である。主に、病原性細菌の感染経路に関

する酵素として研究19が行われていたが、2004年に、MaoらによってStaphylococcus 

aureus由来のSrtA（SrtAsa）を用いたタンパク質修飾法が初めて報告された20。Figure 

2Bに示すようにSrtAsaはカルシウムイオン存在下で、目的タンパク質AのC末端に存在

するLP tagを認識し、TとGの間を切断する。その一方で、切断部を目的タンパク質BのN

末端（オリゴグリシン配列から成る； G tag）に転移させる反応を触媒する。よって、C末

端側にLP tagを付与したタンパク質（あるいはペプチド）に対して、N末端側にG tagを付

与したタンパク質（あるいはペプチド）をSrtA存在下で混合することにより、 2分子の部位

特異的な連結が可能になる21。 

 単純な化学修飾法や物理吸着法では困難な「部位特異的な修飾」が可能な点

が酵素修飾法を用いる大きな利点として挙げられる。酵素修飾法は、タンパク質を部位

特異的に修飾することによって、タンパク質の機能を損なうことなく、固定化させたり、機

能性分子を連結させたりすることが可能であり、バイオコンジュゲートの性能向上へ向け

た非常に有効なツールになりうる。加えて、本論文において焦点を当てたSrtAは基質の

とりうるタグ配列が僅か5アミノ酸からなる非常に短い配列であるので、連結したいタンパ

ク質へのタグ配列の導入や認識ペプチドの合成が容易であるため、幅広いバイオコンジ
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ュゲート開発に応用可能であるという利点がある。その一方で、逆に基質特異性が非常

に高いことから、タグ配列の付与が難しいタンパク質（遺伝子組替え発現が難しい）を対

象とした場合への応用が難しい点、また、現在、詳しくは調べられていないが反応効率が

他の酵素に比べて低い点などが問題としてあげられる。本論文では、このようなSrtAの

反応を利用したタンパク質修飾技術を応用し、特に、「タンパク質を部位特異的に固定化

すること」に主題を置き、実際に、新たなタンパク質固定化法の開発と、それを用いたタン

パク質複合デバイスの開発への応用を目指した研究を行った。 

 

 

 

Figure 2. (A) Schematic illustration of site-specific biotinylation of protein using E. coli biorin ligase (BirA). (B) Schematic 

illustration of protein-protein ligation using Sortase A (SrtA) 

 

部位特異的なタンパク質固定化技術 

 

 固定化酵素や酵素固定化電極は、酵素が微粒子や電極に固定化されることに

よって作製される。これらの作製には化学修飾法や物理吸着法がよく用いられるが、前

述のように担体への酵素の部位特異的な固定化が困難であるため、固定化した際に、

酵素の機能が一部失われてしまうということがしばしば起こる。しかしながら、Figure 3に

示すように、酵素を固定化するときに、酵素が機能を失わないような配向性を保ちながら

固定化すること（配向固定化）が可能になれば、固定化酵素や酵素固定化電極の性能の

向上が期待できると考えられる。 

 抗体などのタンパク質の配向固定化を行うことで、バイオセンサーやプロテイン

アレイなど医学的利用を指向したタンパク質複合デバイスの性能を向上させたという報
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告例はいくつか存在するが22-24、本研究において着目しているような、固定化酵素やバイ

オ燃料電池といった「バイオマスからの有用物質やエネルギー生産」を指向した技術に配

向固定化を適用したような例はほとんどない。一般的に、固定化酵素やバイオ燃料電池

などの性能を向上させたい場合、酵素自体の活性を変異導入法などにより向上させたり、

固定化担体を多孔質材料にするなどして、酵素の吸着量を向上させたりするアプローチ

がほとんどである25,26。固定化酵素やバイオ燃料電池の性能向上には、固定化された酵

素の配向性が影響するところも大きいと考えられているが27、実際にそれらを検討した例

はあまりない。そこで、本論文では、酵素修飾法、特に、SrtAを用いたタンパク質修飾法

を駆使することで、タンパク質の配向固定化を可能にする技術の開発およびその応用を

指向した研究を行い、実際に、固定化された酵素の配向性が及ぼす系への影響につい

て検討を行った。 

 

 

 

Figure 3. (A) Schematic illustration of immobilization of enzyme using residue-selective chemical modification. (B) 

Schematic illustration of immobilization of enzyme using motif-selective enzymatic modification. 
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本論文の概要 

 

 本論文では、SrtAという酵素に着目し、本酵素を用いた新しいタンパク質修飾技

術の開発およびその具体的な応用展開を指向した研究を目的とした。タンパク質はそれ

単体としてより寧ろ修飾を受けた状態であるバイオコンジュゲートとして用いられることが

工学的分野では多く見受けら、タンパク質修飾技術の開発は、タンパク質を工学的に利

用する上で非常に重要である。酵素SrtAを用いることで、2種類のペプチドタグ間（LP tag

およびG tag）で部位特異的に連結反応を起こすことができる。本反応を利用することで、

タンパク質を部位特異的に配向固定化する手法の開発を行い、また、セルラーゼ固定化

酵素の開発やバイオ燃料電池分野への応用を目指した。 

  

第1章 

 

 SrtAを用いたタンパク質修飾技術と、それを応用したタンパク質固定化技術の

開発をおこなった。現在、Staphylococcus aureus由来のSrtA（SrtAsa）が最も盛んに研

究されているが、SrtAは元来多様な微生物中にも存在することから、その中にSrtAsaの

他にもタンパク質修飾に有効に利用できるものがあるのではないかと考え、それらを実際

にスクリーニング・精製することで、タンパク質修飾に応用することに成功した。また、

SrtAsaを用いて、ビオチンと非常に強固な結合能をもつStreptavidinとタンパク質との複

合体を調製することで、Streptavidin-ビオチン結合を介して、タンパク質を部位特異的に

配向固定化する手法の開発を行った。続いて、Streptavidinをタンパク質固定化の足場と

して捉えることで、ビオチン結合能、SrtA修飾を組み合わせたタンパク質の同時固定化技

術の開発にも成功した。 

 

第2章 

 

 [2-1]項では、セルロース分解酵素であるセルラーゼに着目し、これらを配向固

定化することによる固定化酵素の性能の変化について検討を行った。また、[2-2]項にお

いて、[1—3]項において開発に成功したタンパク質同時固定化技術を利用して、人工セル

ロソームを構築するための条件検討を行った。[2-3]、[2-4]項においては、バイオ燃料電

池とよばれるタンパク質複合デバイスに着目した。固定化する酵素の新しい組み合わせ

を提案することで、利用可能な燃料の多様化およびグルコース1分子あたりからとれる電

流値の増加に成功した。しかしながら、多種類からなる酵素を同時に固定化するような電

極では、それぞれの酵素の固定化配向が性能に非常に大きく影響することが示唆された。

そのため、酵素をカーボンナノチューブ状に部位特異的に固定化するなどしてを、電極の

性能をより向上させるためのアプローチが今後重要になると考えられる。 



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 11 / 96 
 

参考文献 

 

1. Stephanopoulos, N., and Francis, M. B., Choosing an effective protein 

bioconjugation strategy., Nat. Chem. Biol. 2011, 7, 876-884. 

 

2. Hori, Y., and Kikuchi, K., Protein labeling with fluorogenic probes for no-wash 

live-cell imaging of proteins., Curr. Opin. Chem. Biol. 2013, in press, doi: 

10.1016/j.cbpa.2013.05.015. 

 

3. Ki, M. R., Yeo, K. B., Pack, S. P., Surface immobilization of protein via 

biosilification catalyzed by silicatein fused to glutathione S-transferase (GST)., 

Bioprocess. Biosyst. Eng. 2013, 36, 643-648. 

 

4. Saito, G., Swanson, J. A., Lee, K. D., Drug delivery strategy utilizing conjugation 

via reversible disulfide linkages: role and site of cellular reducing activities., Adv. 

Drug. Deliv. Rev. 2003, 55, 199-215. 

 

5. Jevsevar, S., Kunstelj, M., Porekar, V. G., PEGylation of therapeutic proteins., 

Biotechnol. J. 2010, 5, 113-128. 

 

6. Bakker, E., Qin, Y., Electrochemical sensors. Anal. Chem. 2006, 78, 

3965-3984. 

 

7. 左右田健次、中村聡、高木博史、林秀行、タンパク質―科学と工学、講談社サイエン

ティフィク、1999（第一刷） 

 

8. Wolfbeis, O. S., The Click Reaction in the Luminescent Probing of Metal Ions, 

and Its Implications on Biolabeling Texhniques., Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 

46, 2980-2982. 

 

9. Köhn, M., and Breinbauer, R., The Staudinger Ligation―A Gift to Chemical 

Biology., Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 3106-3116. 

 

10. Porath, J., Carlsson, J., Olsson, I., Belfrage, G., Metal chelate affinity 

chromatography, a new approach to protein fractionation., Nature. 1975, 258, 

598-589. 



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 12 / 96 
 

 

11. Yokoyama, K., Nio, N., Kikuchi, Y., Properties and applications of microbial 

transglutaminase., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2004, 64, 447-454. 

 

12. Motoki, M., Seguro, K., Transglutaminase and its use for food processing., 

Trend. Food. Sci. Technol. 1998, 9, 204-210. 

 

13. Sato, H., Yamamoto, K., Hayashi, E., Takahara, Y., Transglutaminase- 

Mediated Dual and Site-Specific Incorporation of Poly(ethylene glycol) 

Derivatives into a Chimeric Interleukin-2., Bioconjugate Chem. 2000, 11, 

502-509. 

 

14. Tanaka, T., Kamiya, N., Nagamune, T., Peptidyl Linkers for Protein 

Heterodimerization Catalyzed by Microbial Transglutaminase., Bioconjugate 

Chem. 2004, 15, 491-497. 

 

15. Chapman-Smith, A., Cronan, J. E. Jr., The enzymatic biotinylation of proteins: a 

post-translational modification of exceptional specificity., Trends Biochem Sci. 

1999, 24, 359-363. 

 

16. Chen, I., Howarth, M., Lin, W., Ting, A. Y., Site-specific labeling of cell surface 

proteins with biophysical probes using biotin ligase., Nat. Methods. 2005, 2, 

99-104. 

 

17. Yin, J., Liu, F., Li, X., Walsh, C. T., Labeling Proteins with Small Molecules by 

Site-Specific Posttranslational Modification., J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 

7754-7755. 

 

18. Watanabe, K., Toh, Y., Suto, K., Shimizu, Y., Oka, N., Wada, T., Tomita, K., 

Protein-based peptide-bond formation by aminoacyl-tRNA protein transferase., 

Nature, 2007, 449, 867-871. 

 

19. Clancy, K. W., Melvin, J. A., McCafferty, D. G., Sortase transpeptidases: 

insights into mechanism, substrate specificity, and inhibition., Biopolymers. 

2010, 94, 385-396. 

 



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 13 / 96 
 

20. Mao, H., Hart, S. A., Schink, A., Pollok, B. A., Sortase-mediated protein ligation: 

a new method for protein engineering., J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 

2670-2671. 

 

21. Tsukiji, S., and Nagamune, T., Sortase-Mediated Ligation: A Gift from 

Gram-Positive Bacteria to Protein Engineering., ChemBioChem 2009, 10, 

787-798. 

 

22. de Juan-Franco, E., Caruz, A., Pedrajas, J. R., Lechuga, L. M., Site-directed 

antibody immobilization using a protein A-gold binding domain fusion protein for 

enhanced SPR immunosensing., Analyst. 2013, 138, 2023-2031 

 

23. Alves, N. J., Kiziltepe, T., Bilgicer, B., Oriented surface immobilization of 

antibodies at the conserved nucleotide binding site for enhanced antigen 

detection., Langmuir 2012, 28, 9640-9648. 

 

24. Alves, N. J., Mustafaoglu, N., Bilgicer, B., Oriented antibody immobilization by 

site-specific UV photocrosslinking of biotin at the conserved nucleotide binding 

site for enhanced antigen detection., Biosens. Bioelectron. 2013, 49C, 387-393. 

 

25. Zebda, A., Gondran, C., Le Goff, A., Holzinger, M., Cinquin, P., Cosnier, S., 

Mediatorless high-power glucose biofuel cells based on compressed carbon 

nanotube-enzyme electrodes., Nat. Commun. 2011, 2, 370. 

 

26. Sugiyama, T., Goto, Y., Matsumoto, R., Sakai, H., Tokita, Y., Hatazawa, T., A 

mediator-adapted diaphorase variant for a glucose dehydrogenase-diaphorase 

biocatalytic system., Biosens. Bioelectron. 2010, 26, 452-457. 

 

27. 辻村清也、加納健司、酵素バイオ電池の最近の展開、GS Yuasa Technical Report、

2008年12月 第5巻 第2号 



 

 

第1章 Sortase Aを用いたタンパク質修飾技術の開発 

 

[1-0] 緒言 

 

 ペプチド転移酵素であるSortaseは元来グラム陽性細菌の細胞表層に存在し、

様々な分泌タンパク質を区分けする働きをもつ酵素であるが、2004年にMaoらによって、

タンパク質の修飾反応に初めて利用された。Ca
2+存在下で、Staphylococcus aureus由

来のSrtAsaはLP tagとG tagの連結反応を触媒することから、これらのタグ配列を目的タ

ンパク質のC/N末端上に付与することにより、末端特異的に目的タンパク質同士をつなぎ

合わせることが可能になる。本反応を用いることで、タンパク質と様々な機能性分子の複

合体が調製されており、SrtAsaは酵素修飾法における新たなツールとして注目を集めて

いる。 

 SrtAsaはLPXTGからなるLP tagを認識し、G tagあるいは第一級アミンと連結さ

せる反応を触媒することが知られている。ここで、現在最も研究が盛んに行われている

SrtAsaの他に、SrtAは多様なグラム陽性細菌に存在することから、LP tag以外の配列を

認識しながら、タンパク質修飾に適用できるようなSrtAが存在するのではないかと考えた。

SrtAsaとは違った配列を認識するSrtAを見つけることで、SrtAを用いた修飾法の汎用性

の向上や、より高度なタンパク質修飾技術への応用が可能になる期待できる。そこで、

[1-1]項では、様々な微生物に由来するSrtAについてスクリーニング・タンパク質精製を行

うことで、実際に、得られたSrtAをタンパク質へのビオチンの修飾反応および微粒子状へ

の固定化反応に用いることで、その有用性について検討を行った。 

 [1-2]項では、蛍光分子や酵素との複合体として診断薬や固定化試薬などに広く

用いられるStreptavidin（Stav）に着目した。これらは前述の化学修飾法で調製されること

が多く、Stavの利用範囲の制限に繋がっている。そこで、SrtAsaを利用してStreptavidin

複合体を調製することが診断薬や固定化反応試薬の機能向上・利用範囲の拡大に繋が

るという着想に至った。SrtAsaを利用して、C末端にLP tagを付与したStav（Stav-LP）を

遺伝子組換え大腸菌を用いて作製し、モデル系としてN末端にGGGGG配列からなるG 

tagを付与した緑色蛍光タンパク質Gly5-GFP、N末端にGGG配列からなるG tagを付与

したグルコース酸化酵素Gly3-GOxの連結を試みた。ビオチンと非常に強固な結合能を

もつStavとタンパク質との複合体を調製することで、Stav-ビオチン結合を介して、タンパ

ク質を部位特異的に配向固定化する手法の開発を行った。続いて、[1-3]項においては、

Stavをタンパク質固定化の足場として捉えることで、ビオチン結合能、SrtA修飾を組み合

わせたタンパク質の同時固定化技術の開発にも成功した。 
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[1-1] Sortase Aの反応機構を利用したタンパク質修飾技術 

 

[1-1-1] 緒言 

 

 現在、SrtAを用いたタンパク質修飾技術においては、黄色ブドウ球菌（S. 

aureus）に由来するSrtAsaが最もよく用いられている1。SrtAsaは目的タンパク質のC末

端付近に存在するLPXTGからなるアミノ酸配列（LP tag; Xは任意のアミノ酸）を認識・切

断し、対象のタンパク質のN末端に存在するオリゴグリシン配列（G tag; G=2~5）を連結

する働きをもつ2。実際に、SrtAsaを用いて、タンパク質とペプチドやタンパク質の複合体

だけでなく3,4、タンパク質‐機能性小分子5、タンパク質‐DNA
6、タンパク質‐糖7などの様々

なタンパク質複合体の調製が成功しており、また、同様にタンパク質の固定化反応にも利

用されている8。 

 しかしながら、SrtAsaをタンパク質修飾に利用するにあたって、Ca
2+存在化で反

応が進行すること、酵素活性が十分に高くないこと9、LP tag以外の配列を連結すること

ができず、基質特異性が高いことなどから10、その利用範囲が制限されてしまっている。

これらの問題を解決するために、最近、SrtAsaに変異導入することで高活性化した事例
11やCa

2+の存在に依存せずに連結反応を触媒できるStreptococcus pyogenes由来の

SrtA
12などが報告されている。 

 本項では、SrtAを用いたタンパク質修飾技術の汎用性を向上させるために、現

在ほとんど報告のないLP tag以外の配列を認識するSrtAの探索を行った。SrtAsaはLP 

tagを認識し、G tagあるいは第一級アミンと連結させる反応を触媒することが知られてい

るが、SrtAは元来、様々なグラム陽性細菌の細胞表層上に存在し、細菌の凝集性や病

原菌の感染経路に関連する酵素として研究されてきたことから、その認識配列も多様に

存在することが分かっている13。LP tagとは異なる配列を認識し、かつSrtAsaのようにタ

ンパク質修飾に利用できる新たなSrtAを発見することができれば、SrtAを用いたタンパク

質修飾法の汎用性を向上させることに繋がり、より高度なタンパク質修飾法の開発が可

能になるのではないかと考えた。 

 そこで、まず、最もよく用いられるSrtAsaを比較対照とし、乳酸菌やコリネ型細菌

など本研究室で保持している幾つかの微生物に由来するSrtAがタンパク質修飾に適応

可能であるか調査した。これらのSrtAを、遺伝子組換え大腸菌を用いて異種発現・精製

を試み、得られたSrtAが実際にタンパク質修飾に利用可能であるかどうかを検討した。 
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[1-1-2] 実験操作  

 

[1-1-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。タン

パク質発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべてのDNAの増幅には

KOD plus（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法を適用した。増幅

したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入した。本実験で作

製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利用したベクターを

Table 1に示した。緑色蛍光タンパク質の変異体については、クイックチェンジPCR法を

適用することでプラスミドを構築した。同様に、作製したプラスミドおよびそれに関する情

報はTable 1に示した。



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

SrtAsa pBAD ------- *previous study (14) * 

SrtAlp pBAD Kpn1/Sac1 5’-GGTACCGGATCCAACTTCTCAAAGGTCAAGTCACTTGAC-3’ 5’-GCGAGCTCGAATTCTTAATATTTGTTATTAAAATGACTTGTAAA

GGCC-3’ 

SrtAll yhhA pBAD Kpn1/Sac1 5’-GCGGTACCGGATCCGGAAGTGCTAAAGTAAAGGAATTGCTTA

GTC-3’ 

5’-GCGAGCTCGAATTCCTACTTTTTGTCAATTATCCCTCCCCCTT

TC-3’ 

SrtAll ylcC pBAD Kpn1/Sac1 5’-GCGGTACCGGATCCTTTAAATCTTGCTATACGCAAGATTTTTT

TGTAAAAC-3’ 

5’-GCGAGCTCGAATTCCTAGAAATTTTTAATTTGATTATATTTGGT

TTCAAATGC-3’ 

SrtAcg pBAD Kpn1/Sac1 5’-GCGGTACCGGATCCCAAAAGCTTGATGAAGACTGGAATGAAG

C-3’ 

5’-GCGAGCTCGAATTCTTAGTTTTCCTCCAAAGCTGCAGGGCGT

TCGCC-3’ 

Gly5-GFP pBAD ------- *previous study (14) * 

GFP-LA pBAD Quick 

change 

5’-CGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGCTCTCTGGCGGCCACTG

GTTGGATGGGTTCCTAGGAGCTCAAGGGCGAGCTTGAAGG-3’ 

5’--CCTTCAAGCTCGCCCTTGAGCTCCTAGGAACCCATCCAACCA

GTGGCCGCCAGAGAGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG--3’ 

GFP-LK pBAD Quick 

change 

5’-CGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGCTCTCTGCCTAAGACTG

GCGACGACGGTTCCTAGGAGCTCAAGGGCGAGCTTGAAGG-3’ 

5’-CCTTCAAGCTCGCCCTTGAGCTCCTAGGAACCGTCGTCGCCA

GTCTTAGGCAGAGAGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3’ 

GFP-LQ pBAD Quick 

change 

5’-CGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTTC

CGAGCAGGGTTCCTAGGAGCTCAAGGGCGAGCTTGAAGG-3’ 

5’-CCTTCAAGCTCGCCCTTGAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGGAA

GTCTGAGGCAGAGAGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3’ 

GFP-Qch1 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCGCAGTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTGCGGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch2 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCAGTAGTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTACTGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 18 / 96 
 

.GFP-Qch3 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCACAGTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTGTGGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch4 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCAGTCTGAGGCAGAGAGCCCTT

GTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTGAGCAGGGTTCCTAGGA

GCTC-3’ 

GFP-Qch5 pBAD Qucik 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCTGAGGCAGAGAGCCCTTGTA

C-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGGAGCAGGGTTCCTAGGAGCT

C-3’ 

GFP-Qch6 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCACCAGTGGCCCACAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGTGGGCCACTGGTGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch7 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGGAAGTGGCCCACAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGTGGGCCACTTCCGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch8 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCACCAGTGGCGTGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCACGCCACTGGTGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch9 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGGAAGTGGCGTGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCACGCCACTTCCGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch10 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCTTAGTCTGAGGCAGAGAGCC

CTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTAAGGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch11 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCCTAGTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTAGGGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch12 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGAAAGTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTTTCGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch13 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCCTTAGTCTGAGGCAGAGAGCC

CTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTAAGGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’] 
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GFP-Qch14 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCACCAGTCTGAGGCAGAGAGCCCTTGTA

C-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGACTGGTGGTTCCTAGGAGCT

C-3’ 

GFP-Qch15 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGGAGGCCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGGCCTCCGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch16 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCACCGGCCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGGCCGGTGAGCAGGGTTCCT

AGGAGCTC-3’ 

GFP-Qch17 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCGGACCTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGAGGTCCGAGCAGGGTTCCTA

GGAGCTC-3’ 

GFP-Qch18 pBAD Quick 

change 

5’-GAGCTCCTAGGAACCCTGCTCACCCCTCTGAGGCAGAGAGC

CCTTGTAC-3’ 

5’-GTACAAGGGCTCTCTGCCTCAGAGGGGTGAGCAGGGTTCCT

AGGAGCTC-3’ 

GFP-Qch19 pBAD Quick 

change 

5’-CTAGGAACCCATCCAACCAGTCTCCGCCAGAGAGCCCTTGTA

CAGCTCG-3’ 

5’-CGAGCTGTACAAGGGCTCTCTGGCGGAGACTGGTTGGATGG

GTTCCTAG-3’ 



 

 

[1-1-2-2]  コンピセントセルの調製 

 

 Nova Blue株およびBL21(DE3)株のコンピセントセルを以下の手法で調製した。

Tf培地50 mLに大腸菌を1ループ接種し、37 °Cで一晩培養した。翌日、Tf 培地400 mL

に培養液20 mLを加え、OD600 = 0.5になるまで培養し、氷上で5 min冷却した。遠心分離

操作（4000 × g, 15 min, 4 °C）を行い集菌した後、氷冷したTfb1 80 mLで菌体を懸濁し、

氷上で5 min冷却した。再度、遠心分離操作（4000 × g, 15 min, 4 °C）を行い、集菌後、

氷冷したTfb2 16 mLに懸濁し、氷上で15 min冷却した。得られた懸濁液を0.6 mLマイク

ロチューブに100 µLずつ分注した。尚得られたコンピセントセルは-80 °Cで保存した。 

 

[1-1-2-3] ミニプレップ 

  

 制限酵素で処理したDNA 断片は2 × Ligation Mixあるいは5 × In-Fusion HD 

Enzyme Premixを用いてプラスミド化し、大腸菌（E.coli / Nova Blue）に形質転換した。

形質転換したコロニーを5 mL LB+抗生物質（アンピシリンまたはカナマイシン）培地中に

播種し、試験管で37°Cで一晩培養した後、遠心機で菌体を回収した。回収した菌体から

Fast Gene Plasmid Mini Kitを用いて、増殖させたプラスミドを回収した。得られたプラス

ミドの一部を制限酵素で処理した後、アガロースゲルを用いた電気泳動を行い、プラスミ

ド化の確認を行った。 

 

[1-1-2-4] タンパク質発現・精製 

 

 得られたプラスミドはタンパク質発現の際に、BL21(DE3)株に形質転換し直した。

形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+抗生物質（アンピシリンまたはカナマイシ

ン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液を250 mL LB+抗生

物質（アンピシリンまたはカナマイシン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで

37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTGまた

はアラビノース）を加え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を25°Cに下げ、

18~24 h培養後に菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回

収し、TALON® Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタ

ンパク質をイミダゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目

的タンパク質の有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン

酸緩衝液中で透析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃

度はBCA法により決定した。 
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[1-1-2-5] SrtAを用いたタンパク質へのAmine-PEO2-biotinの修飾反応 

 

 (+)-biotinyl-3,6-dioxaoctanediamine（50 µM）およびtagged-GFP（適切なタグ

配列を遺伝子工学的に付与したもの）（5 µM）を20 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH 8.0）

中で混合し、SrtA（5 µM）を加えることで修飾反応を開始した。37 °Cで24時間反応後、

SDS-PAGEサンプル緩衝液（50 mM Tris-HCl, 2 % SDS, 6 % 2-メルカプトエタノール）

を加え、煮沸処理を行うことで反応を停止した。更に、サンプル溶液に対して、

Streptavidin-Alkaline phosphatase複合体を用いたウエスタンブロッティング操作を行う

ことにより修飾反応の結果を解析した。尚、メンブレンはPromega社のBCIP/NBT試薬を

用いたファストプロトコルを用いて染色した。 

 

[1-1-3] 実験結果および考察 

 

[1-1-3-1] SrtAsaを用いた部位特異的なタンパク質の連結反応 

  

 ペプチド転移酵素SrtAはタンパク質のC末端近辺に存在するLP tagを認識し、 

G tag から成る目的タンパク質の N 末端上に連結する働きを触媒するタンパク質である

が、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）に由来する SrtAsa が最も盛んに研究さ

れており、タンパク質修飾によく用いられている 2。最近 10年の間に、SrtAsaを用いるこ

とでタンパク質−タンパク質 3,4、タンパク質−脂質 15、タンパク質−微粒子 16、タンパク質−

蛍光分子 17 など様々なバイオコンジュゲートの作製に関する報告が行われている。そこ

でまず、本研究においても、SrtAsaを用いることでタンパク質が連結可能かどうか確認し

た。遺伝子組換え大腸菌を用いて SrtAsa、LP tagを C末端に付与した緑色蛍光タンパ

ク質（GFP-LP）、G tag を N 末端に付与した GFP（G-GFP）をそれぞれ発現・精製し、

SrtAsaを用いることで二種類の GFPを連結した。カルシウムイオン存在下、37 °Cで一

晩 3 種類のタンパク質を混合した後、SDS-PAGE により反応生成物を解析した結果、

GFP 同士の連結を確認することができた（data not shown）。また、[1-2] 項でも述べる

ように、他のタンパク質間でも同様に連結を確認することができた。以上の結果から、本

研究においても、SrtAsa を用いることで、タンパク質同士の部位特異的な連結が可能で

あるということが確認できた。 

 

[1-1-3-2] SrtAsaを用いた部位特異的なタンパク質への修飾反応 

 

 SrtAsaは認識モチーフである LP tagに対して基質特異性は非常に高いが、ペ

プチド転移を行う先であるG tagに対しては基質特異性が少し低い。基本的には、グリシ
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ンが 2~5つからなるオリゴグリシン配列を連結基質としてとるが、Huangらによる報告に

見られるように、オリゴグリシン配列と比較して連結効率はやや低下してしまうものの、グ

リシンが 1~2 つからなる短いタグ配列やある種の第一級アミンも同様に基質とすること

が可能である 2。そこで、Figure 1Aに示すようなビオチンの誘導体からなる第一級アミン

も、基質として選択することが可能であるのではないかと考え、SrtAsa 存在下で

GFP-LK に対して修飾する反応を解析した。前項で示したタンパク質の連結反応と同様

に、37 °Cで一晩反応させた後、ウエスタンブロッティングによって反応生成物を解析した。 

Figure 1CおよびDの結果から、SrtAsa存在下でのみGFP-Biotinの複合体とみられる

目的位置にバンドが確認でき、連結反応が部位特異的に行われていることが確認でき

た。以上の結果より、SrtAsa を用いることで目的タンパク質（GFP）に部位特異的にアミ

ノ基をもつ小分子（ビオチン誘導体）を修飾することが可能であると示唆された。 

 

[1-1-3-3] 多様な SrtAを用いた部位特異的なタンパク質の連結反応 

 

 SrtAsa を用いることで、タンパク質同士の連結反応、タンパク質への小分子修

飾を部位特異的に行うことが可能であることが示されたが、他にも SrtA は多様なグラム

陽性細菌に存在し、その認識配列も多様に存在することが分かっている 13。SrtAsa と異

なる配列を認識し、かつタンパク質修飾に利用できる新たな SrtA を発見することは、

SrtA を用いたタンパク質修飾法の汎用性を向上させることに繋がり、より高度なタンパク

質修飾法の開発が可能になるのではないかと考えた。しかしながら、多様な微生物が

SrtA を保持している中、SrtAsa 以外で、それらを発現・精製し、タンパク質修飾に応用し

たという例はほとんどない 12。そこで、本項では数多く存在するグラム陽性菌の中で、

SrtAsaと違った配列を認識し、かつタンパク質修飾にも利用できるようなSrtAのスクリー

ニングを行った。 

 まず、遺伝子組換え大腸菌を用いることで、当研究室で保持している中で、数種

類のグラム陽性細菌に由来するSrtAの発現を試みた。しかしながら、SrtA全長を発現さ

せようとした場合、遺伝子組換え大腸菌では発現することができなかった。ここで、SrtA

は細菌の表層膜に存在するタンパク質であるため、膜に結合する疎水性の領域が N 末

端付近に存在することが分かっている 18。一般的に、膜タンパク質を大腸菌で発現する

ことは、困難であり、現在最もよく用いられる SrtAsaにおいても、この膜結合ドメインを削

除したものが広く利用されている 19。そのため、大腸菌を用いた SrtA の組換え発現にお

いても、膜結合ドメインを削除して発現する方が望ましいと考えられる。そこで、それぞれ

の SrtA に関して N 末端から 60 アミノ酸程度を削除することによって疎水性領域を取り

除いて、再度発現を試みたところ、Figure 1Bに示すように、4種類のSrtAの発現に成功

した。具体的には、Lactobacillus plantarum NCIMB 8826（Accesssion: NP_784294 

SrtAlp ） 、 Lactococcus lactis IL1403 （ NP_266915 SrtAll-yhhA, NP_267269 
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SrtAll-ylcC）、Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 （NP_602126  SrtAcg）由

来のSrtAの発現に成功した。これらのSrtAはすべて、Sortase Aというサブファミリーに

分類され、C末端付近にTLXTCからなる触媒ドメインを保持しており、基本的に LPXTG

配列を基質として認識・切断を行う。それらに加えて、SrtA 自体の構造の差異からそれ

ぞれの SrtA は固有の認識配列をもつ。そこで、これらの SrtA がタンパク質同士の連結

反応を触媒できる活性型で得られたかどうかを調べるため、GFP-LP と G-GFP 間に各

SrtA を作用させることで、複合体の形成の有無を分析した。[1-1-3-1]項の結果より

SrtAsa がタンパク質同士を連結できるのに対して、得られたすべての SrtA を用いた場

合において、複合体の形成を確認することができなかった（data not shown）。 

 

[1-1-3-4] 多様な SrtAを用いた部位特異的なタンパク質への修飾反応 

 

 今回得られたSrtAはタンパク質同士の連結反応に対する触媒能（GFP-LPと

G-GFPの間での連結反応に関する）を保持していなかったが、続いてタンパク質への小

分子修飾反応についても検討を行った。Figure 1Aに示す第一級アミンを含むビオチンの

誘導体をGFP-LKに修飾する反応に対して、各SrtAをそれぞれ用いた。反応後のサンプ

ルをStreptavidin-Alkaline phosphatase複合体を用いてウエスタンブロッティング解析を

行った結果を、Figure 1Dに示した。lane 4およびlane 8より、SrtAsa、SrtAlpが含まれる

サンプルをロードした場合においてのみ、目的位置にバンドが検出されたことから、

GFP-LKに対してビオチンを修飾することが可能であることが確認できた。同様の実験を

GFP-LAに対しても行ったところ、Figure 1Cのlane 4、lane 8に見受けられるように、

SrtAsa、SrtAlpが含まれるサンプルをロードした場合においてのみ、目的位置にバンドが

検出されたことから、GFP-LAに対してもビオチンを修飾することが可能であることが確認

できた。しかしながら、SrtAll-yhhA、SrtAll-ylcC、SrtAcgにおいては、GFP-LK、GFP-LA

どちらに対してもビオチンの修飾が確認できなかったため、本実験では良好な結果の得

られたSrtAlpについて詳しく検討を行うこととした。 

 ここで、各々のSrtAに対してLPXTG配列のほかに、基質として選択することので

きる認識配列がSortase data base（http://nihserver.mbi.ucla.edu/Sortase/）に纏めら

れており、その中でも、Table 2に示すようにSrtAlpの潜在認識配列であるLQ tagを用い

て同様のビオチン修飾反応を検討したところ非常に興味深い結果が得られた。Figure 

1Dに示すようにGFP-LQとビオチン誘導体に対して、SrtAsaおよびSrtAlpを作用させたと

ころ、SrtAlpを用いた場合でのみビオチンの修飾反応が起こったことが確認できた。更に、

Table 2に示したGFPの変異体に関しても、それぞれビオチンの修飾反応について検討

を行ったところ、SrtAsaの基質特異性がLXXXG配列に制限されるのに対して10、SrtAlp 

ではLPQTSEQという配列を認識可能であることが示唆された。 
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[1-1-4] 結言 

 

 SrtAsaを用いることで、GFPにビオチンを部位特異的に修飾することに成功した。

また、Lactobacillus plantarumに由来する新たなSrtAlpの発現に成功し、SrtAlpは

SrtAsaと同様にタンパク質修飾に用いることが可能であると示唆された。また、SrtAlpは

LPQTSEQという、一般的にタンパク質の修飾反応によく用いられるSrtAsaでは連結でき

ない独特な配列を認識して、タンパク質修飾を行うことが可能であるという興味深い結果

が得られた。今後、より詳細な触媒機能について解析していくことで、SrtAlpが新たなタン

パク質修飾ツールになりうるということが期待できる。 

 

Table 2. Modification of tagged EGFPs with amine-PEO2-biotin . 

 
Lane number Tag name Tag sequence SrtLp 

modification 

SrtA 

modification 

Potential 

enzyme 

1 QcH1 LPQTAEQ conjugated not conjugated variant 

2 QcH2 LPQTTEQ not conjugated not conjugated variant 

3 QcH3 LPQTVEQ not conjugated not conjugated variant 

4 QcH4 LPQTEQ not conjugated not conjugated variant 

5 QcH5 LPQEQ not conjugated not conjugated variant 

6 QcH6 LWATGEQ not conjugated not conjugated variant 

7 QcH7 LWATSEQ not conjugated not conjugated variant 

8 QcH8 LHATGEQ not conjugated not conjugated variant 

9 QcH9 LHATSEQ not conjugated not conjugated variant 

10 QcH10 LPQTKEQ conjugated not conjugated variant 

11 QcH11 LPQTREQ conjugated not conjugated variant 

12 QcH12 LPQTFEQ conjugated not conjugated variant 

13 QcH13 LPQTS conjugated not conjugated variant 

14 QcH14 LPQTG conjugated conjugated variant 

15 QcH15 LPQASEQ conjugated not conjugated variant 

16 QcH16 LPQAGEQ conjugated conjugated variant 

17 QcH17 LPQRSEQ not conjugated not conjugated variant 

18 QcH18 LPQRGEQ not conjugated not conjugated variant 

19 QcH19 LAETG conjugated conjugated variant 

20 LA LAATGWM conjugated conjugated SrtCg 

21 LK LPKTGDD conjugated conjugated SrtLl 

22 LQ LPQTSEQ conjugated not conjugated SrtLp 
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Figure 1 (A) (+)-Biotinyl-3,6-dioxaoctanediamine. (B) SDS-PAGE analysis of thioredoxin-sortase fusion proteins after 

His-tag purification. (Lane 1: SrtLl-yhhA; land 2: SrtLl-ylcC; land 3: SrtCg; lane 4: SrtLp; lane 5: SrtA; M: molecular weight 

markers). (C) Western blot analysis of the products of the site-specific reaction between EGFP-LA and 

amine-PEO2-biotin after sortase treatment (The arrows show confirmed protein modification. Lane 1: EGFP-LA; lane 2: 

EGFP-LA and amine-PEO2-biotin; lane 3: amine-PEO2-biotin and SrtA; lane 4: EGFP-LA, amine-PEO2-biotin and SrtA; 

lane 5: EGFP-LA; lane 6: EGFP-LA, amine-PEO2-biotin; lane 7: amine-PEO2-biotin and SrtLp; lane 8: EGFP-LA, 

amine-PEO2-biotin and SrtLp; M: molecular weight markers). (D) Western blot analysis of the products of the 

site-specific reaction between EGFP-LK and amine-PEO2-biotin after sortase treatment (The arrows show confirmed 

protein modification. Lane 1: EGFP-LK; lane 2: EGFP-LK and amine-PEO2-biotin; lane 3: amine-PEO2-biotin and SrtA; 

lane 4: EGFP-LK, amine-PEO2-biotin and SrtA; lane 5: EGFP-LK; lane 6: EGFP-LK, amine-PEO2-biotin; lane 7:  

amine-PEO2-biotin and SrtLp; lane 8: EGFP-LK, amine-PEO2-biotin and SrtLp; M: molecular weight markers). (E) 

Western blot analysis of the products of the site-specific reaction between EGFP-LA and amine-PEO2-biotin after 

sortase treatment (The arrows show confirmed protein modification. Lane 1: EGFP-LQ; lane 2: EGFP-LQ and 

amine-PEO2-biotin; lane 3: amine-PEO2-biotin and SrtA; lane 4: EGFP-LQ, amine-PEO2-biotin and SrtA; lane 5: 

EGFP-LQ; lane 6: EGFP-LQ, amine-PEO2-biotin; lane 7: amine-PEO2-biotin and SrtLp; lane 8: EGFP-LQ, 

amine-PEO2-biotin and SrtLp; M: molecular weight markers). Three independent experiments were carried out. 
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[1-2] Sortase Aを用いたStreptavidin複合体の調製 

 

[1-2-1] 緒言 

 

 放線菌Streptomyces avidiniiが生産するStreptavidin（Stav）は四量体からなる

タンパク質であり、ビオチンと非常に強固な親和性をもつ1-3。この特異な結合能を利用す

ることで、Stavは他のタンパク質や小分子とのバイオコンジュゲートとして、タンパク質の

固定化4や標識5など様々な形で利用されている6-8。 

 ここで、遺伝子組換えStavの生産は主に遺伝子組換え大腸菌を用いて行われ

ており、S. avidiniiからの直接生産系については確立していない。しかしながら、大腸菌を

用いた発現を行う場合、不溶性の凝集体を形成してしまうため、適切な活性型に巻き戻

すための、リフォールディング操作が必要になる9。希釈法や透析法などを用いたリフォー

ルディング操作に関する報告が行われているが10,11、Stavをバイオコンジュゲートとして

用いる場合には、Stavと他のタンパク質の融合タンパク質を発現する必要があるが、そ

のような複雑なStavに関しては一般的に利用できるような汎用性の高いリフォールディン

グ技術は確立されていない。そのため、Stavを利用したバイオコンジュゲートは一般的に、

前述の化学修飾法を用いて、調製されている。例えば、StavとAlkaline phosphatase（or 

horseradish peroxidase; HRP）の複合体はターゲット分子の検出や定量によく利用され

ている12。化学修飾法は簡便な手法で複合体を調製でき、幅広く利用されているが、前述

のように、複合体の機能の低下や副産物の生成といった問題が生じる可能性がある。 

 そこで、本項では、本論文において着目しているSrtAsaを用いたバイオコンジュ

ゲート調製法を利用することでStav複合体の調製を試みた。SrtAsaを利用することで、

Stavあるいは修飾するタンパク質の機能を損なうことなく、連結することが可能になり、よ

り優れたStav複合体の調製が可能になるのではないかと考え、実験・考察を行った。具

体的には、C末端にLP tagを付与したStavに対して、SrtAsaを用いて、モデル系として、

Gly5-GFPおよびG tagを付与したGlucose oxidase（Gly3-GOx）の連結を試みた。調製

した複合体に関して、ビオチン提示プレートを用いることで、複合体の機能について検討

した。化学修飾法を用いて、Stav-GOx複合体を調製した場合とその機能を比較して、本

研究において調製したStav-GOxの有用性について調査した。 
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[1-2-2] 実験操作  

 

[1-2-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。

Stav-LPおよびGly5-GFPの発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべて

のDNAの増幅にはEX Taq（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法

を適用した。増幅したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入し

た。本実験で作製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利

用したベクターをTable 1に示した。作製したプラスミドおよびそれに関する情報はTable 

1に示した。[1-1-2-2]項と同様にコンピセントセルを調製した。また、[1-1-2-3]項と同様に

ミニプレップ操作を行うことで、作製したプラスミドを精製した。 

 

  



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

SrtAsa pBAD ------- *previous study [1-2]項 * 

Gly5-GFP pBAD ------- *previous study [1-2]項 * 

Stav-LPET

G 

pCold1 Kpn1/EcoR

1 

5’-GGGGTACCCTCGAGGCCGAGGCCGGCATCACCGGCACCTG

G-3’ 

5’-GGAATTCGGATCCCGCTAGCCACCAGTTTCCGGCAGAGAGC

CACCGGAGGCGGCGGACGGCTTCACCTTGGTGAAGGT-3’ 

Gly3-GOx pISI-EGF

P(13)
 

Spe1/Not1 5’-GCCTCGAGAAAAGAGGCGGTGGACACCACCACCACCACCAC

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCC-and-GCAT

AGCGGCCGCTCACTGCATGGAAGCATAATCTTCCAA-3’ 

5’-GCATACTAGTAAAAGAGGCGGTGGACACCACCACCACCACCA

C-and-GCATAGCGGCCGCTCACTGCATGGAAGCATAATCTTCCA

A-3’ 

 



 

 

[1-2-2-2] Stav-LPETGの発現・精製 

 

 得られたプラスミドはタンパク質発現の際に、BL21(DE3)株に形質転換し直した。

形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に播種し、

試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液を250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培

地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプ

ロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）を加え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、

培養温度を15°Cまで下げ、18~24 h培養後に菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した

後に、菌体内上清画分を回収し、TALON® Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク

質を吸着させた。吸着したタンパク質をイミダゾールで溶出後、得られた画分を

SDS-PAGE分析することによって、目的タンパク質の有無を判断した。また、タンパク質

溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝液中で透析することによって除去し、目的タ

ンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度はBCA法により決定した。 

 

[1-2-2-3] 遺伝子組換え麹菌を用いたGly3-GOxの発現・精製 

 

 Aspergillus oryzae niaD
-
 mutant（strain IF4）をGly3-GOx発現のホスト株に選

択した。 CD-NO3プレート培地を選択培地に用いた。A.oryzaeの形質転換はAdachiらの

論文を参考に行った13。得られた形質転換体を250 mL DPY培地に播種し、30 °Cで約一

週間程度培養した。培養上清をMira cloth（Millipore / Darmstadt, Germany）で菌体か

ら分離し、TALON® Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を回収した。得られたタ

ンパク質の濃度は同様に、 BCA法を用いて測定した。 

 

[1-2-2-4] SrtAを用いたGly3-GOx（or Gly5-GFP）とStav-LPの連結反応 

 

 Gly3-GOx（or Gly5-GFP）（20 µM）およびStav-LP（5 µM）を20 mM Tris-HCl緩

衝液（pH 8.0, 0.5 mM,塩化カルシウムを含む）中で混合し、SrtAsa（10 µM）を加えること

で修飾反応を開始した。37 °Cで24時間反応後、SDS-PAGEサンプル緩衝液（50 mM 

Tris-HCl, 2 % SDS, 6 % 2-メルカプトエタノール）を加え、反応を停止した。更に、このサ

ンプル溶液に煮沸処理を行ったものと行わないもについて SDS-PAGE解析を行い、修

飾反応の結果について検討を行った。 

 

[1-2-2-5] Stav-GOx複合体の機能解析 

 

 2種類のStav-GOx複合体を化学修飾法で調製し、SrtAを用いて調製した 

Stav-GOx複合体とその機能を比較した。Gly3-GOx（20 µM）およびStav-LP（5 µM）を
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20 mM リン酸緩衝液（pH 7.5）中で混合し、グルタルアルデヒド（終濃度が0.05 %になる

ように）を加えて連結反応を開始した。一方で、Gly3-GOx（20 µM）およびStav-LP（5 µM）

を20 mMリン酸緩衝液（pH 7.5）中で混合し、0.2 M 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- 

carbodiimide（EDC）と0.05 M N-hydroxysuc-ciniimide（NHS）を加えて連結反応を開始

した。得られた複合体はそれぞれ、96 wellビオチン被覆プレート（Pierce）に反応させ、

4 °Cで30 min放置した。それぞれのwellをPBSで数回洗浄した後、ELISA POD 

substrate TMB Kit（ナカライテスク）を用いて、GOx活性を測定した。また、プレートに固

定化した複合体の総量を以下のように分析した。同様に、各複合体をwellに固定化した

後、0.1 µg anti-streptavidin mouse monoclonal antibodyを加え、室温で一時間放置し

た。PBS で未結合のタンパク質を洗い落した後、0.1 µg HRP conjugated anti-mouse 

antibodyを加え、室温で一時間放置した後、同様に未結合のタンパク質を PBS で洗い

落した。ELISA POD substrate TMB Kitを用いて、HRP活性を測定し、固定されたタンパ

ク質の総量を比較した。 

 

[1-2-3] 実験結果および考察 

 

[1-2-3-1] 遺伝子組換え大腸菌を用いたTagged Streptavidinの可溶化発現 

 

 SrtAsaを用いたバイオコンジュゲート調製法を適用するにあたって、LP tagをC

末端に付与したStav（Stav-LP）を発現・精製する必要がある。自然界では、Stavは放線

菌S. avidiniiによって分泌生産されているが、S. avidiniiにおける遺伝子組換え系は現在

確立されておらず、本項のようにタグ配列を付与したStavを生産するにあたっては遺伝

子組換え大腸菌を用いることが多い。しかしながら、遺伝子組換え大腸菌を用いた発現

系では、Stavは不活型の不溶性凝集体を形成してしまい、適切な構造に巻き戻すための

リフォールディング処理が必要になる。そこで、本研究においても、まずT7プロモータを有

するタンパク質発現系を用いて、Stav-LPの発現を試みたところ、不溶性画分に多量の不

活型のStav-LPの発現を確認することができた。Sanoらの報告9を参考に、不溶性凝集

体のリフォールディング操作を行ったが、Stav-LPのリフォールディングにおける最適な条

件を見出すことができなかった。 

 そこで、本研究では、このような不溶性凝集体の可溶化発現に実績のあるコー

ルドショック発現系を導入した。pCold vectorを用いることで、大腸菌を低温域（およそ

15~20 °C）で培養中に目的タンパク質のみを発現することができ、不溶性凝集体を形成

する主な原因であるタンパク質間の相互作用に起因するミスフォールディングを軽減する

ことが期待できる14。実際に、pCold vectorを導入することでStav-LPを発現し、可溶性画

分に含まれるStav-LPをTALON® Metal Affinity Resinを用いて吸着させた。イミダゾー

ルによって溶出したStav-LPを熱処理したもの（四量体を解離）としていないもの（四量体）
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に分けて、SDS-PAGEを行ったものをFigure 1A,Bに示す。Figure 1Aより、熱処理を伴

わないSDS-PAGEを行ったところ、Stav-LPの分子量に相当する60 kDa近辺に単一の

バンドが見られた。熱処理を伴うSDS-PAGEの場合、Stav-LPの単量体の分子量に相当

する16 kDa近辺に単一のバンドが検出された。 

 
Figure 1. SDS-PAGE analysis of LPETG-tagged streptavidin after imidazole elution from His-tag affinity resin. 

(A) Without boiling of samples, (B) with boiling of samples. 

 

以上の結果より、pCold vectorを利用することで、Stav-LPの可溶化発現に成功したこと

が示された。また、BCA法により得られたタンパク質の濃度を測定したところ、生産量は

およそ培地1 LあたりStav-LP 10 mgの生産を確認できた。 

 

[1-2-3-2] SrtAsaを用いたStreptavidin –タンパク質複合体の調製 

 

 ペンタグリシン配列を付与した緑色蛍光タンパク質（Gly5-GFP）およびトリグリシ

ン配列を付与したグルコースオキシダーゼ（Gly3-GOx）をモデルとして連結反応につい

て検討した。Figure 2AにGly5-GFPとStav-LPの間でのSrtAsaを用いた連結反応につい

て、SDS-PAGEを行った結果を示す。Lane 7に着目すると、Gly5-GFP、Stav-LP、

SrtAsaすべてが含まれるときにのみ、43 kDa近辺に新たなバンドが検出されている。こ

れは、Stav-LP（16 kDa）とGly5-GFP（27 kDa）の複合体のバンドの大きさに相当し、LP 

tagを含まないStavを用いて同様の実験を行った場合には、このバンドは検出されなかっ

たことから、SrtAsaによってStav-LPとGly5-GFPが部位特異的に連結されたことが確認

できた。同様の実験を、Gly3-GOxを用いて行った結果を、Figure 2Bに示す。Lane 7に

着目すると、SrtAsa存在化でのみ120 kDa近辺にGly3-GOx（80 kDa）とStav-LP（16 

kDa）の複合体のバンドの大きさに相当する新たなバンドが検出されていることが分かる。

以上の結果より、2種類のStav–タンパク質複合体を調製することに成功したことが確認
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できた。以降の実験においては、実際に、調製したStav-GOxを用いて、その複合体とし

ての機能を、化学修飾法によって調製したStav-GOxと比較・検討した。 

 

Figure 2. SDS-PAGE analysis of the site-specific reaction products after sortase A treatment. Each samples were boiled 

before SDS-PAGE analysis (A) Lane 1, Stav-LPETG; lane 2, Gly5-GFP; lane 3, sortase A; lane 4, Stav-LPETG and 

Gly5-GFP; lane 5, Stav-LPETG and sortase A; lane 6, Gly5-GFP and sortase A; lane 7, Gly5-GFP and Stav-LPETG and 

sortase A. (B) Lane 1, Stav-LPETG; lane 2, Gly3-GOD; lane 3, sortase A; lane 4, Stav-LPETG and Gly3-GOD; lane 5, 

Stav-LPETG and sortase A; lane 6, Gly3-GOD and sortase A; lane 7, Gly3-GOD and Stav-LPETG and sortase A 

 

[1-2-3-3] Streptavidin–GOx複合体の機能評価 

 

 SrtAsaを用いたStav-GOx複合体の調製過程において、タンパク質の機能が損

なわれていないかどうかを、SrtAsaによる連結反応前後でのGOx活性を測定することで

検討した。GOxのみ、および反応の前後でその比活性にほとんど差が見られないことが

確認できた。このことから、SrtAsaによる末端特異的な連結反応では、GOxの活性にほ

とんど影響を与えないということが示唆された。 

 Stavはビオチンと非常に強固な親和性を持つため、Stav-GOx複合体をビオチ

ン提示プレート上に反応させることで、GOxを間接的にプレート上に固定化することが可
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能になる。すなわち、Figure 3に示した模式図のように、SrtAsaを用いてStav-GOx複合

体を調製することで、GOxをN末端特異的に配向を制御して固定化することが可能にな

る。ビオチン提示プレート上にSrtAsaによって調製した複合体を結合させた後、GOx活性

を測定した結果をFigure 4Aに示す。複合体が形成されていると考えられるColumn 7で

のみGOxの活性が見られたことから、本技術により調製した複合体はStav、GOx両方の

機能を維持していたことが確認できた。 

 

 

Figure 3. Schematic illustration of site-specific Stav-GOx conjugation using SrtAsa and oriented-immobilization of GOx 

using Stav-biotin affinity. 

 

 

Figure 4. (A) Evaluation of biotin binding and GOx activity after SrtAsa treatment. Column1, Stav-LP; Column 2, 

Gly3-GOx; Column 3, SrtAsa; Column 4, Stav-LP and SrtAsa; Column 5, Gly3-GOx and SrtAsa; Column 6, Stav-LP and 

Gly3-GOx; Column 7, Gly3-GOx and Stav-LP and SrtAsa. (B) GOx activity of the Stav-GOx conjugate after binding to a 

biotin-coated plate. Left column; Stav-GOx conjugate prepared by SrtAsa reaction. Middle column; Stav-GOx conjugate 

prepared by glutaraldehyde. Right column; Stav-GOx conjugate prepared by EDC/NHS reaction. 
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 更に、化学修飾法によって調製した Stav-GOx 複合体との機能比較を行った結

果を Figure 4B に示した。化学修飾法としては、タンパク質間の側差のアミノ基同士で架

橋反応を引き起こすグルタルアルデヒド、アミノ基およびカルボキシル基間での架橋反応

を引き起こすEDC/NHSを用いて複合体を調製した。得られた複合体は、ビオチン提示プ

レート上に固定化し、未結合のタンパク質を洗落した後、GOx の活性を測定することで、

複合体の機能を比較した。Figure 4B より、化学修飾法で調製した複合体のどちらの場

合においても、SrtAsa で調製した複合体に対して、GOx の比活性が低く検出された。ま

た、複数サンプルにおける実験結果の間で、SrtAsa で調製したものに対して、化学修飾

法で調製した複合体において誤差範囲が大きく検出された。このことからも、通常の化学

修飾法では部位特異的な連結反応が困難であり官能基選択的なランダム架橋が形成さ

れるため、結果として複合体の機能低下を引き起こしているのではないかということが示

唆された。 

 

[1-2-4] 結言 

 

 コールドショック発現系を用いることで、リフォールディング操作なしでの組換え

Stavの可溶化発現に成功した。また、SrtAsaを用いることで Stavに部位特異的にGFP 

およびGOxを連結させることに成功した。更に、Stavが有しているビオチンとの特異な結

合能を利用することで、Stav -ビオチン結合を介してGOxの配向固定化に成功した。また、

化学修飾法で調製した複合体と比較して、SrtAsa を用いて調製した複合体は機能を高く

保持することができた。本研究の結果から、本項で開発した技術がタンパク質固定化法

の発展に寄与するものと期待できる。 
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[1-3] Sortase Aを用いたタンパク質の同時固定化技術の開発 

 

[1-3-1] 緒言 

 

 [1-2]項において、SrtAsaを用いることで、Stav-LPとGly5-GFPあるいは

Gly3-GOxを連結することに成功し、本技術を用いることで、Gly3-GOxをビオチン提示プ

レート上に配向固定化することが可能になった。この手法を用いることで、酵素やタンパ

ク質の機能を高い状態で保持したまま固定化することが可能になるため、バイオセンサ

ー1や固定化酵素2などタンパク質複合デバイスの機能向上に寄与できると考えられるが、

今後、より複雑なシステムを有するタンパク質複合デバイスを開発する上では、複数種の

タンパク質の配向や固定化量を同時にデザインする高度な固定化技術が必要になると

予想される。しかしながら、そのような固定化法の開発に関する報告は皆無である。 

 そこで、本項では、タンパク質の配向を単に制御するだけでなく、複数種のタン

パク質を同時に制御する手法の開発を目指した。ここで、これまでの研究に用いたStav

はビオチンとの強固な結合部位を4つ保持するホモ四量体のタンパク質であることが知ら

れており、対称性構造を有するその性質から、実質2つのビオチン標識分子を面対称に

結合することができる3。このことから、Stavはしばしばその両面にビオチン標識分子との

結合を介させることでサンドイッチ法などに用いられてきた4。この性質と、[1-2]項で開発

に成功したStav-LPとSrtAsaを用いたStavの修飾技術とを一体化することで、2種の結合

様式を利用したタンパク質の配向同時固定化が可能になると考えられる。 

 具体的には、Stav-LPをタンパク質固定化の足場とすることで、SrtAsaを用いた

連結反応でG tagを付与した目的タンパク質を、ビオチン結合能を利用してビオチンを修

飾したタンパク質をそれぞれ固定化することが可能になる。本研究では、モデルとして、

まず、2種類の蛍光分子の同時固定化を行った。ビオチン提示微粒子上にStav-LPを固

定化し、続いてSrtAsaの働きにより、G tagを付与した赤色蛍光タンパク質（Gly5-RFP）

を固定化した。次に、ビオチン粒子と結合している側とは逆のビオチン結合部位を利用し

て、Biotin-Fruorescein（Biotin-FITC）を固定化した。同様の固定化法を駆使して、グルコ

ースの検出反応にも応用される5、GOx、HRPの2種類の酵素を微粒子上に同時に固定

化した。SrtAsaを用いた連結反応ではなく、化学修飾法でGOxを固定化した場合と比較

して、調製した微粒子の機能を評価し、本固定化法についてその有用性を検討した。 
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[1-3-2] 実験操作 

 

[1-3-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。

Stav-LPおよびGly5-RFPの発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべての

DNAの増幅にはKOD FX DNA polymerase（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリア

クション（PCR）法を適用した。増幅したDNA断片を適切な制限酵素で処理することにより

ベクターに導入した。本実験で作製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配

列、制限酵素、利用したベクターをTable 1に示した。作製したプラスミドおよびそれに関

する情報はTable 1に示した。[1-1-2-2]項と同様にコンピセントセルを調製した。また、

[1-1-2-3]項と同様にミニプレップ操作を行うことで、作製したプラスミドを精製した。 

  



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

SrtAsa pBAD ------- *previous study [1-1]項 * 

Stav-LPETG pCold1 ------- *previous study [1-2]項 * 

Gly3-GOx PISI-EGFP ------- *previous study [1-2]項 * 

Gly5-RFP pET-32b(+)
 

Kpn1/Sac1 5’-CGGGGTACCATTGAGGGTCGCGGCGGTGGAGGTGGTA

GCGATTACAAGGATGACGACGATAAGAGCGACAACACCG

AGGACGTCATCAAGGAGTTC-3’ 

5’-GAGCTCCTAGCTAGCATAATCTGGAACATCATATGGATAGCTG

GAGCCGGAGTGGCGGGCCTCGGCGTGCTC-3’ 



 

 

[1-3-2-2] タンパク質の発現・精製 

 

 Stav-LPETGおよびGly3-GOxは[1-2-2]項に記した手法と同様に発現・精製を

行った。Gly5-RFPの発現に関して、得られたプラスミドはタンパク質発現の際に、

BL21(DE3)株に形質転換し直した。形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+抗生

物質（アンピシリン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液を

250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで

37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）を加

え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を25°Cまで下げ、18~24 h培養後に

菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回収し、TALON® 

Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタンパク質をイミダ

ゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目的タンパク質の

有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝液中で透

析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度はBCA法によ

り決定した。 

 

[1-3-2-3] StavとSrtAsaを用いたタンパク質同時固定化微粒子の調製 

 

 固定化担体として、ビオチン修飾微粒子（0.5 % w/v、3.3 µm、Spherotech inc.）

を選択した。本微粒子は1 mgに対して最大でおよそ2.50 µgのAvidin-FITCが結合可能

である6。ビオチン修飾ポリスチレン粒子（500 µg）とStav（or Stav-LP）（5.5 µM）を室温で 

30 minマイクロチューブミキサーを用いて混合した。 PBSで数回粒子を洗浄した後、蒸

留水（20 µl）に懸濁した。 得られたStav修飾微粒子とGly5-RFP（0.65 µM）との連結反

応は20 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.5, 0.5 mM 塩化カルシウムを含む）中でSrtAsa （2.1 

µM）を加えて開始した。37 °Cで2時間反応後、遠心分離操作を行うことにより、粒子を回

収し、PBSで数回粒子を洗浄した後、蒸留水（20 µL）に再懸濁した。Biotin-FITC（55 µM）

と得られた粒子を室温で30 minマイクロミキサーチューブを用いて混合した。遠心分離操

作を行うことにより、粒子を回収し、 PBSで数回粒子を洗浄した後、PBS（20 µL）に再懸

濁した。得られた粒子を蛍光顕微鏡で観察し、固定化反応について検討した。同様に、 

Gly3-GOx（0.65 µM）、Biotin-HRP（5.5 µM）をビオチン修飾ポリスチレン粒子（500 µg） 

に固定化し、酵素同時固定化微粒子を調整した。 

 

[1-3-2-4] 化学修飾法を用いたタンパク質同時固定化微粒子の調製 

 

 ビオチン修飾ポリスチレン粒子（500 µg）とStav（or Stav-LP）（5.5 µM）を室温で 

30 minマイクロチューブミキサーを用いて混合した。PBSで数回粒子を洗浄した後、蒸留
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水（20 µl）に懸濁した。得られたStav修飾微粒子とGly3-GOx（0.65 µM）との架橋反応は 

20 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.5）中でEDC（0.2 M）とNHS（0.05 M）を加えて開始した。

室温で2時間反応後、遠心分離操作を行うことにより、粒子を回収し、PBSで数回粒子を

洗浄した後、蒸留水（20 µl）に再懸濁した。Biotin-HRP（5.5 µM）と得られた粒子を室温

で30 minマイクロミキサーチューブを用いて混合した。遠心分離操作を行うことにより、粒

子を回収し、PBSで数回粒子を洗浄した後、PBS（20 µL）に再懸濁した。 

 

[1-3-2-5] 酵素同時固定化微粒子におけるGOx活性の評価 

 

 グルコース溶液（50 mM, 100 µL）を調整した微粒子とマイクロミキサーチューブ

で1 min混合した後、遠心分離操作を行い、微粒子を取り除いた。得られた上清に含まれ

るグルコース濃度を高速液体クロマトグラフィー（Shim-pack SPR-Pbカラム、島津、京都）

で分析した。また、グルコースはRID-10A refractive index detectorで検出した7。 

 

[1-3-2-6] 酵素同時固定化微粒子におけるHRP活性の評価 

 

 ELISA TMB溶液（100 µl, 過酸化水素0.002 vol %含む）を調整した微粒子とマ

イクロミキサーチューブで1 min混合した後、遠心分離操作を行い、微粒子を取り除いた。

得られた上清に反応停止液を加え、マイクロプレートリーダーで450 nmの吸光度を測定

した。 

 

[1-3-2-7] 酵素同時固定化微粒子の機能解析 

 

 グルコース溶液（適当な濃度, 100 µL）とELISA TMB溶液（100 µL）を調整した

微粒子とマイクロミキサーチューブで1 min混合した後、遠心分離操作を行い、微粒子を

取り除いた。上清に反応停止液を加え、450 nmの吸光度を測定した。 
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[1-3-3] 実験結果および考察 

 

[1-3-3-1] 微粒子上への蛍光タンパク質の同時固定化 

 

 Figure 1に示すように、ポリスチレンビーズ上に2種類の蛍光分子を固定化する

ことで、本固定化法を実践した。まず、ビオチンで標識したポリスチレンビーズにStav-LP

を固定化した。その後、SrtAsaを用いた反応によって、Gly5-RFPをStav-LPに連結した。

ここで、Stavは四量体からなるタンパク質であり、ビオチン結合部位が単量体につき1つ

存在し、Figure 1に示すように、それぞれの側面に2つずつビオチン結合部位を持つ8。そ

のため、しばしばタンパク質や小分子固定化におけるスペーサーして用いられる4。この

特性を活かして、ポリスチレンビーズとの結合部位とは逆の、余剰のビオチン結合部位を

ターゲットにBiotin-FITCを結合させた。蛍光顕微鏡での観察結果より（Figure 2A）、本手

法により得られた微粒子は赤（RFP）、緑（FITC）両方の蛍光が観測された。また、LP tag

を付与していないStavについても同様に実験を行ったところ、緑（FITC）の蛍光のみしか

観測することができなかった（Figure 2B）。更に、微粒子とBiotin-FITCを混合しただけで

は、何れの蛍光も観測することができなかった（Figure 2C）。以上の結果より、Stavをタ

ンパク質固定化の足場として捉えることで、SrtAsaによる修飾反応・ビオチン結合能を利

用し、微粒子上に2種類の蛍光分子を固定化することに成功したことが確認できた。次項

では、本技術を用いることでGOxおよびHRPの2種類の酵素を同時に固定化し、その機

能について解析することで本技術の汎用性を示した。 

 

 

Figure 1. Schematic illustration of SrtAsa-catalyzed site-specific coimmobilization of fluorescent molecules on 

microparticles using Stav-LP. 
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Figure 2. Fluorescence imaging of RFP and FITC coimmobilized microparticles. Panels A-1, A-2, and A3 show reaction 

of particles with Gly5-RFP, biotin-FITC, and SrtAsa and Stav-LP. Panels B-1, B-2 and B-3 show reaction of particles with 

Gly5-RFP, biotin-FITC, and SrtA and Stav without the LP tag. Panel C-1 and C-2 show reaction of particles with 

biotin-FITC (scale bars 10 µm). 

 

[1-3-3-2] 微粒子上への酵素の同時固定化 

 

 より複雑なシステムを有するタンパク質複合ナノデバイスを開発する上では、複

数種の酵素の配向を制御するような高度な固定化技術が必要になる。ここでは、GOx、

HRPの2種類の酵素を微粒子上に同時に固定化することで、その機能について検討した。

GOxはグルコースを酸化し、グルコン酸と過酸化水素を生成する9。また、HRPは過酸化

水素存在化で、TMBなどの基質を還元する働きを触媒する10。本実験では、前項の手法

と同様に、Stavを足場として、Gly3-GOxおよびBiotin-HRPを同時固定化したビーズ、お

よびGly3-GOxをEDC/NHSを用いた化学修飾法で固定化した後に、Biotin-HRPを固定

化したビーズについて、GOx、HRPの活性をそれぞれ評価した。Figure 3AにはGOx活

性、BにはHRP活性を示した。それぞれの酵素活性において、SrtAを用いて調製したビ

ーズの方が化学修飾法で調製したビーズと比較して高い活性を示した。さらに、DyLight 

350 maleimide（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）で標識したGly3-GOxを用い

て、同様にSrtAsaおよび化学修飾法を用いて、微粒子上に固定化反応を行い、GOxの

固定化量について検討した。SrtAsaを用いて同時固定化を行った場合、化学修飾法を用

いた場合と比較して、GOx活性が高く検出されたにもかかわらず、GOxの固定化度合

（DyLight 350の蛍光）はSrtAsaを用いた場合の方が低い値を示した（化学修飾法を用い

て調製した場合に対しておよそ40 %程度）。このことからも、化学修飾法に伴うランダム

固定が酵素活性に影響を与えてしまったということが見受けられ、本同時固定化法にお

ける有用性が示唆された 
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Figure 3. (A) GOx activity of microparticles prepared using only modified Stav (column 1), chemical modification (column 

2), or SrtAsa (column 3). (B) HRP activity of microparticles prepared using only modified Stav (column 1), chemical 

modification (column 2), or SrtAsa (column 3). 

 

[1-3-3-2] 酵素同時固定化微粒子を用いたグルコースの検出反応 

 

 今回モデルとして選択したGOx、HRPはFigure 4に模式図を示すように、二段

階の連続した反応から、溶液中のグルコースを検出するような反応にしばしば用いられ

る5。そこで、微粒子を用いたグルコースの検出反応についてもで検討を行った。Figure 4

にそれぞれの粒子を用いて、溶液中のグルコースの検出反応をについて検討を行った結

果を示す。酵素固定化微粒子を調製する際、何れかの要素を欠損させた場合に得られ

た粒子（Column 1-4）ではグルコースを検出することができなかったが、Column 6ではグ

ルコースの検出シグナルが観測できたことから、本技術によって、2種類の酵素が部位特

異的かつ同時に固定化されていることが示唆された。更に、化学修飾法を用いて調製し

た酵素同時固定化微粒子と比較した場合、3倍近い検出シグナルが観測されたことから

も、本技術が酵素の機能を高い状態で維持しつつ固定化することが可能であることが伺

える。 
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Figure 4. Demonstration of site-specific co-immobilization of GOx and HRP. Successful co-immobilization was 

demonstrated by detection of glucose (Vertical scale = detectable signal (absorbance at 450 nm) / microparticle amount 

(mg) / reaction time (min)). Column 1 = blank particles, containing only Stav-LP. Column 2 = particles containing only 

Gly3-GOx, Stav-LP and SrtAsa. Column 3 = particles containing Gly3-GOx, biotin-HRP and Stav-LP. Column 4 = 

particles containing Gly3-GOx, biotin-HRP, Stav without LP tag, and SrtAsa. Column 5 = particles containing Gly3-GOx, 

biotin-HRP, Stav-LP, prepared using chemical modification with EDC and NHS. Column 6 = particles containing 

Gly3-GOx, biotin-HRP, Stav-LP and SrtAsa. 

 

 次に、微粒子の検出感度および繰り返し利用性について検討を行った。化学修

飾法ではほとんどシグナルが検出されなかったのに対して、本技術を用いて調製した微

粒子は10 mMのグルコース溶液に対してもシグナルを検出することができた（Figure 

5A）。また、繰り返し利用性について検討を行った結果をFigure 5Bに示した。最初の3回

の利用で検出感度が大きく低下してしまったが、本技術を用いて調製した微粒子は、化

学修飾法を用いて調製したものと比較しても高い検出感度で、概ね10回程度利用するこ

とができた。 
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Figure 5. (A) Demonstration of microparticle sensitivity for glucose. Microparticles were reacted with 0 mM glucose (open 

squares), 10 mM glucose (closed squares), and 50 mM glucose (closed diamonds). (B) Demonstration of microparticle 

reusability. Microparticles prepared using chemical modification (open triangles) or SrtA modification (closed triangles). 

 

[1-3-4] 結言 

 

 Stavを足場として捉えることで、二種類のタンパク質を同時かつ部位特異的に

固定化することのできる技術の開発に成功した。まず、RFPおよび FITCの 2種類の蛍

光分子を微粒子上に固定化することに成功した。更に、GOxおよび HRPの 2種類の酵

素も同様に固定化することに成功した。SrtAsaを用いたタンパク質修飾技術に基づく本

固定化法は、化学修飾法と比較して、酵素の機能を高い状態で維持したまま固定化する

ことが可能であった。更に、実際に調製した微粒子を用いて、溶液中のグルコースの検

出反応に利用したところ、同様に、化学修飾法で調製した微粒子と比較して、優れたグル

コース検出機能を保持していた。本技術のさらなる応用が、今後より複雑な酵素や抗体

を用いたセンサー、機能性微粒子などの発展に寄与するものと期待できる。 
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第2章 SortaseA を用いたタンパク質修飾技術の応用 

 

[2-0] 緒言 

 

 第1章では、SrtAを用いることでタンパク質を配向固定化する技術の開発に成功

した。固定化されるタンパク質の配向性を整えることで、タンパク質の機能を保持したまま

固定化することができ、タンパク質複合デバイスとして組み立てた場合の性能向上が期

待できる。本章では、固定化酵素やバイオ燃料電池といった、本研究室で主題としている

ところの、「バイオマスからの有用物質やエネルギー生産」を指向したタンパク質複合デ

バイスに着目した。これらの固定化酵素やバイオ燃料電池の性能向上には、固定化され

た酵素の配向性が影響するところが大きいと考えられているが、一般的に、固定化酵素

やバイオ燃料電池などの性能を向上させたい場合、酵素自体の活性を向上させたり、酵

素の吸着量を向上させたりするアプローチを用いることがほとんどである。 

 そこで、まず、セルロース分解酵素であるセルラーゼに着目し、これらを実際に、

SrtAを用いた配向固定化技術を駆使することにより固定化し、固定化酵素としての性能

について検討を行った。[2-1]項において、エンドグルカナーゼ、ベータグルコシダーゼと

いったセルラーゼを個々に固定化した場合に、酵素の配向性の与える影響について検討

した。また、エンドグルカナーゼやベータグルコシダーゼといったセルラーゼは互いが近

傍に集積することで、セルロースの分解活性が向上することが知られていることから、

Stavを足場としたタンパク質同時固定化法を適用することで、各セルラーゼを個別に固

定化した場合よりも固定化酵素としての性能向上が期待できると考えた。そこで、[2-2]項

において、[1—3]項において開発に成功したタンパク質同時固定化技術を利用して、人工

セルロソームを構築するための検討を行った。 

 [2-3]、[2-4]項においては、バイオ燃料電池とよばれるタンパク質複合デバイス

に着目した。まず、固定化する酵素の新しい組み合わせを提案することで、利用可能な

燃料の多様化およびグルコース1分子あたりからとれる電流値の増加を目指した。具体

的には、[2-3]項において、デンプンをグルコースに分解する糖化酵素であるアミラーゼお

よびグルコース酸化酵素を同時に電極上に固定化することで、デンプンを直接酸化する

ことのできる電極を開発した。また、[2-4]項において、グルコース脱水素酵素およびグル

コン酸脱水素酵素を同時に電極に固定化することで、グルコースの2段階酸化が可能な

電極を開発した。しかしながら、多種類の酵素を同時に固定化するようなこれらの電極で

は、それぞれの酵素の固定化配向が性能に非常に大きく影響すると考えら、本論文にお

いて着目しているSrtAを用いることで、電極上に酵素を配向固定化するための手法が有

効であるかについても考察した。 
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[2-1] セルラーゼ配向固定化微粒子を用いたセルロースの効率的な分解 

 

[2-1-1] 緒言 

 

 セルロースは、地球上に最も多く存在するバイオマス資源の一つであり、グルコ

ースが直鎖状につながった多糖で、植物によって二酸化炭素と水から光合成によって作

り出されるので再生可能な生物資源として注目されている1-3。セルロースを分解して得ら

れるグルコースは、微生物を用いたバイオプロセスにより、液体燃料やプラスチック原料

に変換することが可能であるので1,2、セルロースをいかに低エネルギーかつ低コストでグ

ルコースにまで分解（糖化）できるかが、セルロースを有効利用するための重要な要素と

なる。その中でも、セルラーゼと呼ばれる酵素を用いた糖化プロセスは、有効な手段の一

つである。セルロースは大きく分けると、基質特異性の異なる3種類のセルラーゼによっ

てグルコースまで分解される。エンドグルカナーゼ（EG）はセルロースの主に非晶領域を

ランダムに切断する。セロビオハイドロラーゼ（CBH）はセルロースの還元末端、非還元

末端からセロビオースを遊離し、β グルコシダーゼ（BGL）はセロビオースあるいはセロオ

リゴ糖をグルコースまで分解する反応を触媒する6-8。ここで、セルラーゼなどの酵素は熱

やpHなどの外的要因に弱く、安定性が低いため、安定性や再利用性を向上させる必要

がある。そこで、酵素をポリスチレンやシリカなどの微粒子に固定化した固定化酵素は、

酵素自体の安定性を向上させ、また、酵素の再利用が可能という点から非常に有効な戦

略の一つである9。 

 本項では、SrtAを用いた酵素固定化方法を用いることで、セルラーゼを配向固

定化した微粒子を調製した。SrtAsaを用いた手法を応用し、EG（またはBGL）の固定化

配向を制御することで、通常の化学修飾法で固定化セルラーゼを調製する場合よりも、

優れた糖化能力を保持した固定化セルラーゼの調製を試みた。トリグリシンを修飾したポ

リスチレン微粒子およびシリカ微粒子に対して、SrtAsaを利用して、LP tagをC末端に付

与したThermobifida fusca由来のEG（EG-LP）およびBGL（BGL-LP）を配向固定化した。

化学修飾法によりEG-LP（BGL-LP）を微粒子上に固定化した場合に対して、それぞれの

セルラーゼ活性を測定することで、配向固定化の有用性について考察した。 

  



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 53 / 96 
 

[2-1-2] 実験操作 

 

[2-1-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。タン

パク質発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべてのDNAの増幅には

KOD plus（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法を適用した。増幅

したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入した。本実験で作

製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利用したベクターを

Table 1に示した。作製したプラスミドおよびそれに関する情報はTable 1に示した。 

 

[2-1-2-2] タンパク質の発現・精製 

 

 EG-LPおよびBGL-LPの発現に関して、得られたプラスミドはタンパク質発現の

際に、BL21(DE3)株に形質転換し直した。形質転換したプレートからコロニーを5 mL 

LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培

養液を250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になる

まで37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）

を加え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を15°Cまで下げ、18~24 h培養

後に菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回収し、

TALON® Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタンパク

質をイミダゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目的タン

パク質の有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝

液中で透析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度は

BCA法により決定した。 

 

 



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

SrtAsa pBAD ------- *previous study [1-1]項 * 

EG-LP pCold2 Nde1/Hind3 5’-CATCATCATCATATGGATTCTCCGTTCTAC-3’ 5’-CAGGTCGACAAGCTTTCAGCCACCAGTTTCCGGCAGGCTGGC

GGCGCAGGt-3’ 

BGL-LP pCold2 Sac1/EcoR1 5’-CGAGCTCGTGACCTCGCAATCGACGACt-3’ 5’-CCGGAATTCCTAGCCACCAGTTTCCGGCAGTTCCTGTCCGAA

-3’ 



 

 

[2-1-2-2] トリグリシン修飾微粒子の調整 

 

 1.5 mlマイクロチューブにFmoc-GGG 3 mgを量りとり、500 µLのDMFへ溶解さ

せた。EDC（0.0384 g）とNHS（0.0123 g）を加え、マイクロチューブミキサーを用いて室

温にて20 min反応させた。1.5 mlマイクロチューブにNH2ポリスチレン粒子（またはシリカ

粒子）を5 mg量りとり、遠心分離操作を行い、上清を廃棄した。0.1 M MES buffer中に

懸濁し、ビーズを数回洗浄した後、0.1M MES buffer 500 µL中に再懸濁し、ビーズを分

散させた。Fmoc-GGGを溶解したDMFとビーズ分散液を、マイクロチューブミキサーを用

いて、室温でおよそ2時間混合した。得られた微粒子は0.1 M MES buffer中に懸濁し、

ビーズを数回洗浄した後、0.1M MES buffer 500 µL中に再懸濁し、ビーズを分散させた。

粒子へのFmoc基の導入はカイザー試薬を用いて確認した。次に、Fmoc基を導入した粒

子に50 % piperidine（in water, 1 mL） を添加し、マイクロチューブミキサーを使用し、室

温にて2~10時間反応させた。蒸留水で粒子を数回洗浄した後、200 µLの蒸留水に分散

させ、4 °Cで保存した。Fmoc基の切断はカイザー試薬を用いて確認した。 

 

[2-1-2-3] SrtAを用いたトリグリシン修飾微粒子への酵素固定化 

 

 酵素溶液（EG-LP or BGL-LP 100 µg）、トリグリシン修飾微粒子（1 mg）、 SrtA

（20 µg）を20 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.5, 0.5 mM塩化カルシウムを含む）中で混合す

ることにより連結反応を開始した。室温で一晩反応させた後、未結合の酵素を取り除くた

め、Tween 20 bufferを用いて粒子を数回洗浄した後、タンパク質保存buffer 100 µL中

に懸濁し、4 °Cで保存した。 

 

[2-1-2-4] 化学修飾法を用いたカルボキシル基修飾微粒子への酵素固定化 

 

 1.5 mlマイクロチューブへカルボキシル基修飾微粒子を1 mg量り取り、0.1 M 

MES buffer 500 µLに懸濁し、粒子を分散させた。分散液にEDC（0.0384 g）および 

NHS（0.0123 g）を加え、マイクロチューブミキサーを用いて室温で2時間程度混合した。

蒸留水で粒子を洗浄後、タンパク質保存buffer 50 µL中に粒子を懸濁し、続いて酵素溶

液（EG-LP or BGL-LP 100 µg）を添加した。マイクロチューブミキサーを用いて室温で2

時間混合した後、未結合の酵素を取り除くため、Tween 20 bufferを用いて粒子を数回

洗浄した後、タンパク質保存 buffer 100 µL中に懸濁し、4 °Cで保存した。 

 

[2-1-2-5] BGL活性の測定 

 

 下記組成で反応液を調整し、37 °Cで1時間マイクロチューブミキサーを用いて
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反応させた。遠心分離操作を行い、上清を回収した。反応停止液（3 M炭酸ナトリウム溶

液500 µl）を加え、反応を終了した。吸光光度計を用いて、400 nmの吸光度を測定した。 

 

［反応液組成］   

BGL固定化粒子     425 µl 

1 M酢酸ナトリウム（pH 5）     25 µl 

10 mM pNPG溶液      50 µl 

 

[2-1-2-6] EG活性の測定 

 

 下記組成で反応液を調整し、37 °Cで24時間マイクロチューブミキサーを用いて

反応させた。遠心分離操作を行い、上清を回収した。上清150 µLとDNS試薬100 µLを混

合し、100 °Cで5 minインキュベートした。反応液を氷上で冷却した後、吸光光度計を用

いて、540 nmの吸光度を測定した。 

 

［反応液組成］   

EG固定化粒子     300 µl 

1 M リン酸buffer（pH 7）     50 μl 

10 g L
-1カルボキシメチルセルロース溶液  650 µｌ 
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[2-1-3] 実験結果および考察 

 

[2-1-3-1] Sortase Aを用いたセルラーゼ配向固定化微粒子の調製 

 

 シリカ粒子などにセルラーゼを固定化した固定化セルラーゼに関する研究は多

数報告されているが10、そのほとんどが化学修飾法や多孔質粒子への物理吸着により調

製されたものであり、本論文の主題である配向固定化を適用した例はほとんどない。そこ

で、本項ではまず、SrtAsaを用いてセルラーゼを配向固定化することで固定化酵素の性

能が向上するかどうかを検討した。SrtAsaを用いた固定化手法を適用するにあたって、

LP tagをC末端に導入した変異型セルラーゼの調製が必要になる。そこで、固定化する

セルラーゼとして、遺伝子組換え大腸菌を用いて活性状態での可溶化発現が可能であ

るThermobifida fusca YX由来のエンドグルカナーゼ（EG-LP）およびベータグルコシダ

ーゼ（BGL-LP）を選択した11。また、ポリスチレンおよびシリカ粒子を固定化担体として選

択した。Figure 1に示すように、Fmoc法を利用してトリグリシンを修飾した微粒子を調製

した後、SrtAsaを用いてEG-LPおよびBGL-LPを固定化した（SrtAsa修飾）。また、比較

対象として、NHS修飾微粒子を用いてEG-LPおよびBGL-LPを固定化したものについて

も検討を行った（化学修飾）。 

 

 

Figure 1. Schematic illustration of site-specific immobilization of EG-LP on polystyrene particles 

 

 実際に、固定化反応を行う際、初期の反応仕込み酵素量を統一することで、

SrtAsa修飾・化学修飾で固定化できる酵素量をそれぞれ検討した。Figure 2にその結果

を示す。Figure 2Aよりポリスチレン微粒子シリカ微粒子を固定化担体として用いた場合

のどちらでも、化学修飾法・SrtAsa修飾法といった固定化手法によって、BGL-LPが固定

化される量に大きく差は見られなかった。しかしながら、Figure 2Bの結果に着目すると、

EG-LPについてはSrtAsa修飾と比較して化学修飾を用いた場合の方が、固定化量が大

きくなった。SrtAsa修飾がC末端特異的にEG-LPを単一の配向で固定化するのに対して、

化学修飾ではEG-LPの側鎖に存在するアミノ基のうちのいくつかが固定化反応に寄与し

ていると考えられ、固定化配向は統一されていない。今回のように、EG-LPを固定化する
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場合は、C末端特異的に単一配向で固定化するよりも、アミノ基特異的にランダム配向で

固定化した場合の方が、空間的優位が生じたことが原因の一つだと考えられる。また、シ

リカ微粒子を用いた場合に（Figure 2 blue column）、SrtAsaを作用させていない場合に

おいてもBGL-LPやEG-LPの固定化がみられるのは、本実験で用いたシリカ微粒子が孔

質を伴うものであることに起因していると考えられる。 

 

 

Figure 2. The amount of immobilized (A) BGL-LP and (B) EG-LP per 1 mg of particles. Column 1 = immobilized cellulase 

prepared without SrtAsa; Column 2 = immobilized cellulase prepared by chemical modification; Column 3 = immobilized 

cellulase prepared by SrtAsa modification. (Gray column show immobilized cellulase on polystyrene particles, blue 

column show immobilized cellulase on silica porous particles.) 

 

[2-1-3-2] セルラーゼ配向固定化粒子の機能評価 

 

 それぞれ調製した微粒子の酵素活性について、微粒子を回収・洗浄することで

繰り返し利用性について評価した。ベータグルコシダーゼはセロビオースやセロトリオー

スなどのセロオリゴ糖を加水分解する酵素であり、基質として4-ニトロフェニルβ -D-ガラ

クトピラノシド（pNPG）を用いることで、加水分解されたp-ニトロフェノールの吸収から酵素

活性を評価することができる。pNPGを基質に、調製した微粒子と37 °Cでマイクロチュー

ブミキサーを用いて1 h反応させた結果をFigure 3に示した。ポリスチレンを担体として用

いた場合（Figure 3A）、化学修飾で調製した微粒子ではほとんどBGL活性がみられなか

った。SrtAsa修飾で調製した微粒子では高いBGL活性がみられた点、Figure 2Aの結果

から固定化されているBGL-LPの量はほとんど同じであるという点からポリスチレン粒子

にBGL-LPを固定化する際はその配向が非常に重要であると考えられる。また、シリカを

担体とした場合は、SrtAsa修飾で調製した微粒子が最も高い活性を示したものの、ポリ

スチレンを担体として用いた場合ほど、化学修飾で調製した微粒子とは大きな差はみら
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れなかった。この原因としては、シリカ粒子が孔質を伴うため、孔質内に物理吸着してい

るBGL-LPが寄与するBGL活性の影響が大きく、粒子表面へ修飾したBGL-LPの影響が

少ないことなどが原因と考えられる。 

 

 

 

 

Figure 3. (A) Beta-glucosidase activity of BGL-LP immobilized polystyrene particles. (B) Beta-glucosidase activity of 

BGL-LP immobilized silica porous particles. Column 1 = immobilized cellulase prepared without SrtAsa; Column 2 = 

immobilized cellulase prepared by chemical modification; Column 3 = immobilized cellulase prepared by SrtAsa 

modification. (Gray column = first time, dark gray column = second time, blue column = third time) 

 

 EG-LP固定化微粒子についても同様に検討を行った。エンドグルカナーゼはセ

ルロースに対して、結晶部分の低い領域をランダムに切断していく反応を触媒する酵素

であり、エンドグルカナーゼの活性評価を行う際は、モデル基質として可溶性のセルロー

スであるカルボキシメチルセルロース（CMC）がしばしば用いられる。3,5-ジニトロサリチ

ル酸を用いた手法（DNS法）を利用して12、エンドグルカナーゼによるCMC分解の際に生

じる還元糖の総量を定量することで、各々の微粒子のCMCase活性を評価した（Figure 

4）。ポリスチレンを担体として用いると（Figure 4A）、BGL-LPを固定化した場合と同様に、

SrtAsa修飾により調製した微粒子が最も高いCMCase活性を示した。固定化量の影響を

考慮すると、化学修飾により調製した微粒子の方がより多くのEG-LPが固定化されてい

るにもかかわらず、SrtAsa修飾により調製した微粒子の方が、化学修飾により調製した

微粒子より高いCMCase活性を示した。シリカ粒子を用いた場合においても（Figure 4B）

同様に、化学修飾により調製した微粒子の方がより多くのEG-LPが固定化されているに

もかかわらず、SrtAsa修飾により調製した微粒子の方が、化学修飾により調製した微粒

子より高いCMCase活性を示したことから、EG-LPを固定化する場合においても、その固
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定化配向が酵素活性に非常に大きく寄与していることが示唆された。酵素の配向制御が、

固定化セルラーゼの性能向上につながることが示されたので、実際に、SrtAsa修飾を用

いて調製したセルラーゼ固定化微粒子を用いて、結晶性のセルロースの分解について、

検討を行った。 

 

 

 

Figure 4. (A) CMCase activity of EG-LP immobilized polystyrene particles. (B) CMCase activity of EG-LP immobilized 

silica porous particles. Column 1 = immobilized cellulase prepared without SrtAsa; Column 2 = immobilized cellulase 

prepared by chemical modification; Column 3 = immobilized cellulase prepared by SrtAsa modification. (Gray column = 

first time, dark gray column = second time, blue column = third time) 

 

[2-1-3-3] セルラーゼ配向固定化粒子を用いた結晶セルロースの分解 

 

 それぞれ調製した微粒子を用いて、結晶セルロースの分解について検討を行っ

た。セルロースはエンドグルカナーゼによってセロオリゴ糖へ、生じたセロオリゴ糖はベー

タグルコシダーゼによってグルコースまで分解されるので、本項では、BGL-LP固定化微

粒子、EGL-LP固定化微粒子をそれぞれ1:1の割合で用い、結晶セルロース（Avicel）を

分解した。分解により生じたグルコース濃度を、グルコース濃度測定キットを用いて測定

した。Figure 5に示した結果から、非固定化セルラーゼに比べて、固定化セルラーゼを用

いたどの場合においても、グルコース生産量が高いことが確認できた。その中でも、やは

り化学修飾で調製した微粒子と比較すると、SrtA修飾で調製した微粒子の方が効率よく

Avicelを分解していることが分かる。また、機能評価の結果からも予測できたように、ポリ

スチレン微粒子を用いた場合よりも、シリカ微粒子を用いた場合の方が効率よくAvicelを

分解することができた。 
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Figure 5. Enzymatic Degradation of Avicel using EG-LP immobilized polystyrene particles and BGL-LP immobilized 

polystyrene particles prepared by chemical modification (column1), using EG-LP immobilized polystyrene particles and 

BGL-LP immobilized particles polystyrene prepared by SrtAsa modification (column2), using EG-LP immobilized silica 

porous particles and BGL-LP immobilized silica porous particles prepared by chemical modification (column3), using 

EG-LP immobilized silica porous particles and BGL-LP immobilized silica porous particles prepared by SrtAsa 

modification (column 4), using free cellulase (column 5). 

 

[2-1-4] 結言 

 

 SrtAsaを用いた酵素固定化法により、BGL-LPおよびEG-LPの配向を制御して、

ポリスチレンまたはシリカ微粒子上に固定化することに成功した。本固定化法の適用によ

り、化学修飾法を適用した場合に比べて、固定化セルラーゼにおけるベータグルコシダ

ーゼ活性、CMCase活性を高い状態で維持できることが示された。また、結晶セルロース

の分解においても、固定化配向の制御が分解効率の促進につながることが示唆された。 

 しかしながら、本項ではFigure 1の模式図に示すように、SrtAsaを用いたC末端

特異的なセルラーゼの固定化にのみ焦点を当てており、固定化配向のパターンや固定

化担体における固定化酵素の密度などによる影響に関する知見は得られていない。化

学修飾法を適用した場合による配向ランダムな固定化法と比較すると、C末端特異的な

固定化を可能にする本技術の有利性は示されたが、セルラーゼ活性や実際のセルラー

ゼ分解能に関して、劇的な向上は確認できなかった。更に、効率的にセルロースを分解

できるような固定化セルラーゼの開発を行うためには、固定化酵素量の向上と酵素の配

向制御の両立など、多角的な方面からの検討が必要になると考える。 
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[2-2] 配向同時固定化技術を用いた人工セルロソームの構築 

 

[2-2-1] 緒言 

 

 EGやCBH、BGLといったセルラーゼは、土壌中に広く分布しているセルロース

の分解能力の高い一部の嫌気性細菌の細胞表層上でセルロソームと呼ばれる巨大酵

素群を形成することで、セルロースを効率よく分解することが知られている1（Figure 1）。

このセルラーゼ複合体は非常に効率よくセルロースを分解することができるため、現在、

様々な方法から、人工セルロソームや人工酵素複合体の開発が試みられている2。この

ことはEGやBGLといった複数種のセルラーゼ同士が互いに近傍に存在し、協奏効果を

発揮することに起因すると考えられている3。 

 [2-1]項において、セルラーゼの安定性を向上させるため微粒子に固定化した際、

本研究で着目している配向固定化を適用することで、通常の化学修飾法と比較して、EG、

BGL固定化した場合それぞれの活性を高い状態で維持したまま固定化できることが示唆

された。しかしながら、実際に、セルロースの分解反応について検討を行ったところ、配向

固定化した固定化セルラーゼと、ランダムな配向で固定化した固定化セルラーゼ両者の

間で、セルロースの分解能力において大きな差は見られなかった。そのため、より効率的

にセルロースを分解できるような固定化酵素を開発する場合、酵素の固定化配向以外の

要因についても検討する必要があると示唆された。 

 

 

 

Figure 1. Schematic illustration of Cellulsome displayed on microbial cell surface 

 

 そこで、 本項では、[1-3]項において開発した2種類の酵素を同時に配向固定化

できる手法を応用することで、微粒子上に人工セルロソームを形成し、セルラーゼの近接
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効果と配向固定化を同時に実践することで、より効率的にセルロースを分解できるような

固定化酵素の開発を目指した。具体的には、Stav-LPをセルロソーム形成の足場とし、

SrtAsaを用いた反応により、まずN末端にG tagを付与したT. fusca由来のEG（Gly5-EG）

を固定化した。続いて、BirAによりN末端を特異的にビオチン化したBifidobacterium 

longum subsp. infantisに由来するBGL（Biotin-BGL）を固定化し、2種類のセルラーゼを

近傍に固定化した微粒子を調製した。本微粒子を用いることで、CMCを基質とした場合

に、遊離するグルコース濃度から、セルロース分解能力について検討を行った。 

 

[2-2-2] 実験操作 

 

[2-2-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。タン

パク質発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべてのDNAの増幅には

KOD plus（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法を適用した。増幅

したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入した。本実験で作

製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利用したベクターを

Table 1に示した。作製したプラスミドおよびそれに関する情報はTable 1に示した。 

 

[2-2-2-2] タンパク質の発現・精製 

 

 Stav-LPETGおよびSrtAsaは [1-2-2]項で発現・精製したものを用いた。

Gly5-EGおよびBiotin-BGLの発現に関して、得られたプラスミドはタンパク質発現の際

に、BL21(DE3)株に形質転換し直した。形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+

抗生物質（アンピシリン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液

を250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで

37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）を加

え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を25°Cまで下げ、18~24 h培養後に

菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回収し、TALON® 

Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタンパク質をイミダ

ゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目的タンパク質の

有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝液中で透

析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度はBCA法によ

り決定した。 

 

  



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

SrtAsa pBAD ------- *previous study [1-1]項 * 

Stav-LP pCold1 ------- *previous study [1-2]項  

Gly5-EG pET-22b(+) Nde1/Not1 5’-GGAGATATACATATGGGCGGGGGCGGGGGAGATTCTCCGT

TCTACGTCAAC-3’ 

5’-GTGCTCGAGTGCGGCCGCGCTGGCGGCGCAGGTAAGGGT-3’ 

Biotin-BGL pET-22b(+) Nde1/Not1 5’-GGAGATATACATATGGGTGGCGGTCTGAACGACATCTTCGA

GGCTCAGAAAATC-3’ 

and 

5’-TTCGAGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAAAGCGAGTCCAC

CTACCCGTCcgtc-3’ 

5’-GTGCTCGAGTGCGGCCGCCTTCGCGAGCTTGGCGTACTC-3’ 



 

 

[2-2-2-3] EG、BGL同時固定化微粒子の作製 

 

 1.5 µm ビオチン修飾磁性シリカ微粒子を固定化担体として選択した（Product 

code: 39-26-153、Micromod Partikeltechnologie GmbH, Germany）。まず、微粒子1 

mgに対して、200 µgのStav-LPを微粒子上に固定化した。PBSで微粒子を数回洗浄し、

未結合のStav-LPを取り除いた後、Gly5-1074（441 µg）を、Biotin-BGL（585 µg）を

[1-3-2-3]項と同様の手法で固定化した。得られた微粒子はPBSで数回洗浄し、未結合の

酵素を取り除いた。 

 

[2-2-2-4] EG、BGL同時固定化微粒子を用いたCMCの分解反応 

 

 [2-2-2-2]項で調製した微粒子を用いて、CMCの分解反応を行った。[2-1-2-6]項

と同様の条件で、CMCを分解した後、グルコース測定キット（和光純薬工業）を用いて、

遊離したグルコース濃度を測定した。 

 

[2-2-3] 実験結果および考察 

 

[2-2-3-1] 酵素同時固定化法を用いた人工セルロソーム 

 

 セルロソームは複数種のセルラーゼにより形成される酵素群のことで、異なる種

類のセルラーゼが集積することによって、セルロースを効率よく分解することが知られて

いる1-3。そこで、 [1-3]項において開発した2種類の酵素を同時に固定化できる手法を応

用することで、微粒子上にBGLおよびEGを固定化した人工セルロソームを構築すること

で、BGLやEGを別々に固定化した場合よりも、セルロースの分解効率を向上させること

ができるのではないかと考え、その機能について検討を行った。その戦略をFigure 2に示

す。Stav-LPをセルロソームの足場として捉えることで、ビオチンを標識したBGL

（Biotin-BGL）、G tagを付与したEG（Gly5-EG）を同時に固定化し、セルロース分解能を

もつ機能性微粒子の調製を目指した。 

 固定化するセルラーゼとしては、前項と同様にT. fusca由来のEGおよび

Bifidobacterium longum subsp. infantis（ATCC 15697）由来のベータグルコシダーゼ

（Blon0625）を選択した。ここで、大腸菌由来のビオチンリガーゼ（BirA）を用いることで、

Blon0625をビオチン化した（Biotin-BGL）。Figure 2に示すように、BirAの認識タグ（BAP 

tag）を遺伝子工学的に導入することで、大腸菌を用いてタンパク質を発現する際に、 in 

vivoでBAP tag内に存在するリジン残基の側差に部位特異的にビオチンを導入すること

ができる。 

 



2013年 博士論文 松本 拓也 

 

 68 / 96 
 

 

 

Figure 2. Schematic illustration of strategy for a fabrication of cellulosomal particle  

 

 

[2-2-3-2] 人工セルロソームを用いたセルロースの分解 

 

 CMCを基質に、それぞれのセルラーゼ固定化微粒子を用いて分解試験を行っ

た結果を下に示した。Figure 3より、上記手法により二種類のセルラーゼEG、BGLを微

粒子上に別々に固定化したものを混合して用いた場合に対して（Column 2）、同時固定

化した場合（Column 3）の方が、CMCをより効率よく分解していた。このことから、異なる

種類のセルラーゼを近傍に集めることで、セルロースの分解効率が向上することが示唆

された。 
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Figure 3. Enzymatic Degradation of CMC using cellulase immobilized magnetic silica particles; Stav-LP only immobilized 

particles (column1), the mixture of G5-EG immobilize particles and BAP-BGL immobilized particles (column2), G5-EG 

and BAP-BGL co-immobilized particles (column3). 

 

[2-2-4] 結言 

 

 第1章において開発した酵素を同時に配向固定化することで、異なるセルラーゼ

EGおよびBGLを別々に固定化した場合よりも、効率よくセルロース分解することのできる

固定化酵素の調製に成功した。本項の結果より、今後、微粒子サイズや固定化酵素量に

ついて検討することにより、天然のセルロソームを模倣した優れたセルロース分解能を持

つ固定化セルラーゼとしての応用が期待できる。 
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[2-3] でんぷんを燃料としたバイオ燃料電池 

 

[2-3-1] 緒言 

 

 本項では、第1章で開発したような酵素の配向固定化技術の応用展開を指向し

て、酵素バイオ燃料電池というタンパク質複合デバイスに着目した。酵素バイオ燃料電池

では、Figure 1に示すように、アノード上に固定化された酵素がグルコースなどの有機物

を酸化し、カソード上に固定化された酵素が酸素を水に還元する1-3。このような酵素バイ

オ燃料電池の開発においては、酵素をいかに高活性状態で電極に固定化できるかが非

常に重要となり、それが電池性能に直結するため4、本論文で開発した技術の応用先とし

て優れた実証例になりうると考えた。また、酵素バイオ燃料電池では、様々な酸化還元酵

素を触媒に用いることができることから、多様な燃料（バイオマス）を利用できるという利

点がある。 

 

 

 

Figure 20. Schematic illustration of Enzymatic Biofuel cells 

 

 しかしながら、現在報告されているバイオ燃料電池のほとんどは、グルコースの

ような単糖を燃料としたものがほとんどで5-8、でんぷんやセルロースなど多糖を燃料とし

た例はほとんどない。そこで、本項では、まずでんぷんを直接燃料とすることが可能な電

極の開発を目指した。でんぷんを糖化するアミラーゼ（α アミラーゼ; AmyAおよびグルコ

アミラーゼ; GluR）と、グルコースを酸化するGOxを電極上に同時に固定化することで、

電極上ででんぷんがグルコースまで糖化（液化）される反応と、グルコースから電子が奪

われる反応が連続的に起こり、でんぷんを電極上で直接燃料とすることが可能になると

考えられる。また、本項においては、炭素粉末9と酵素液を混合したものを電極として用い

たため（炭素粉末への物理吸着）、酵素の固定化配向については特に考慮していない。 
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[2-3-2] 実験操作 

 

[2-3-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。タン

パク質発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべてのDNAの増幅には

KOD plus（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法を適用した。増幅

したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入した。本実験で作

製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利用したベクターを

Table 1に示した。 

 

[2-3-2-2] タンパク質の発現・精製 

 

 AmyAの発現に関して、得られたプラスミドはタンパク質発現の際に、

BL21(DE3)株に形質転換し直した。形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+抗生

物質（アンピシリン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液を

250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで

37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）を加

え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を25°Cまで下げ、18~24 h培養後に

菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回収し、TALON® 

Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタンパク質をイミダ

ゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目的タンパク質の

有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝液中で透

析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度はBCA法によ

り決定した。 

 



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

AmyA pET-32b(+) Kpn1/EcoR1 5`-GGGGTACCGGATCCGATATCGATGAACAAGTGTC-3` 5’-CCCAAGCTTGAATTCTTATTTTAGCCCATCTTTATTAT-3’ 

 

 

 

  



 

 

[2-3-2-3] 酵素修飾カーボンペーストアノードの作製 

 

 Aspergillus niger由来のGOx（Nacarai tesuqueから購入した）、Rhizopus 

oryzae由来のGluR（TOYOBO Co., Ltd.,から購入した）、Streptococus vobis由来の

AmyA（[2-3-2-2]項に記載した方法で組換え発現・精製した）をそれぞれ固定化した。ま

ず、テトラチアフルバレン（TTF）をメタノールに飽和溶解させた。TTF飽和溶液30 µLとカ

ーボンペースト60 mgを混合し、作用電極の空孔に詰め込んだ。コピー用紙を用いて電

極表面を研磨した後、各酵素溶液を適量（75.8 µg GOx 245 U mg
-1、18.2 µg GluR 37 

U mg
-1、15 µg AmyA 70000 U mg

-1）、電極表面に滴下し、自然乾燥させた。電極表面

で1 %ポリアリルアミン（PAA）溶液10µLと0.5 %グルタルアルデヒド溶液1 µLを滴下、混

合した。 

 

[2-3-2-4] 酵素修飾カーボンペーストカソードの作製 

 

 2、2'-アジノ-ジ-[3-エチルベンツチアゾリンスルホン酸(6)]（ABTS）をメタノールに

飽和溶解させた。 ABTS飽和溶液（30 µl）とカーボンペースト60 mgを混合し、作用電極

の空孔に詰め込んだ。コピー用紙を用いて電極表面を研磨した後、ビリルビンオキシダ

ーゼ（Myrothecium verrucaria由来、Sigma-Aldrich Corp.,から購入した）溶液を適量

（45 µg、5.6 U mg
-1）、電極表面に滴下し、自然乾燥させた。電極表面で1 % PAA溶液

10 µLと0.5 %グルタルアルデヒド溶液1 µLを滴下、混合した。 

 

[2-3-2-5] 電気化学的測定 

 

 電気化学的な測定はすべて、Model 2323 Bi-Potentiostat（BAS Inc.）を用いた。

銀/塩化銀電極を参照電極に、白金ワイヤーをカウンター電極、調製したバイオアノード

およびバイオカソードを作用電極とした三電極法を用いた。グルコースやでんぷんなどの

基質に対する電極応答はサイクッリクボルタンメトリーを用いて解析した。また、組み立て

たバイオ燃料電池においては、開回路電圧測定からおよその起電力を決定し、リニアス

イープボルタンメトリーを用いて電池性能を評価した。尚、すべての電極反応において、 

20~25 °C、pH 7.0~8.0の条件の下分析を行った。 
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[2-3-3] 実験結果および考察 

 

[2-3-3-1] デンプン直接酸化型電極の開発 

 

 本項では穀物系バイオマスの主要な構成成分であるでんぷんを燃料とする電

極の開発を目指した。グルコース燃料電池では、GOxなどのグルコース酸化酵素が触媒

として用いられるが、GOxはでんぷんを直接酸化することはできないので、でんぷんをグ

ルコースまで分解する必要がある。でんぷんは糖化酵素であるα-アミラーゼ（AmyA）とグ

ルコアミラーゼ（GluR）の協奏作用により、グルコースまで分解することができる10。そこ

で、本研究ではGOxに加えてこれらの糖化酵素（AmyAおよびGluR）を電極上に同時に

固定化した電極の開発を提案した。このことで、糖化と酸化の二つの機能を電極表面で

同時に取り扱うことが可能になれば、でんぷんを燃料として電気エネルギーを取り出すこ

とができ、バイオ燃料電池の燃料として用いることが可能なバイオマスの多様化という点

で、新たなバイオ燃料電池開発の発展に寄与することができると考えた。 

 酵素バイオ燃料電池における酵素固定化電極は、直接電子移動型（DET型）と

メディエータ型（MET型）に分類することができるが11、今回の実験では、低分子酸化還元

物質を電子運搬メディエータとして介在させたMET型を用いて電極の開発を行った。実

際に、電子メディエータとしてテトラチアフルバレン（TTF）を含有するカーボンペースト

（CP）に3種類の酵素（GOx,AmyA,GluR）を練り込むことで、Figure 2に示すようなバイオ

アノードを構築した。電極付近に近づいたでんぷん（基質）はまず、2種類のアミラーゼに

よってグルコースまで分解され、一方で分解されたグルコースからGOxが電子を奪い取

り、その電子をTTFが電極に運搬するという一連の流れが電極上で連続的に起こると予

想できる。 

 

 

Figure 2. Direct production of electrical current from starchy biomass using a GOx/AmyA/GluR-multi-immobilized 

bioanode 
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 でんぷん基質のモデルとして、白米（キヌヒカリ）を微粒子状に粉砕した粉末を選

択した。この白米をリン酸緩衝液中によく懸濁し、上記手法で作製した3種類の酵素を同

時に固定化したバイオアノード（GOx/AmyA/GluR/CPE）を作用電極に、三電極法を用い

たサイクリックボルタンメトリーを行い、電極の性能について評価した。また、GOxのみを

固定化したバイオアノード（GOx/CPE）についても同様に性能を評価した。Figure 3Aより

GOx/AmyA/GluR/CPEを用いた場合、グルコース・白米のどちらを基質として用いた場

合にも触媒電流を観測することができたが、Figure 3Bの結果よりGOx/CPEを用いた場

合では、白米を基質とした場合に触媒電流は観測されなかった。これらの結果から、でん

ぷんの直接酸化にはGOxだけでなくAmyAおよびGluRの固定化が必要であることが確

認できた。ここで、グルコースを基質とした場合に対して、白米を基質とした場合に得られ

る触媒電流がおよそ70 %程度に低下してしまっているが、用いた白米の成分の内でんぷ

んとして燃料に利用できる割合はおよそ80 %（残りはタンパク質、脂質等）であることを加

味すると、GOx/AmyA/GluR/CPEはでんぷんの糖化と酸化を効率よく連続的に行ってい

ると考えられる。 

 また、興味深いことに、GOx/CPEを作用電極に、白米懸濁溶液中にAmyAおよ

びGluRを加えた場合では、触媒電流をほとんど観測することができなかった。このことは、

本実験において、GOx、AmyA、GluRを電極表面に同時に固定化したことが、でんぷん

を直接利用できる電極の開発に効果的であると示唆された。 

 

 

 

Figure 3. Cyclic voltammograms of the GOx/AmyA/GluR/CPE (A) or GOx/CPE (B) in 0.1 M, pH 7.2 phosphate buffer 

(blue line) containing 50 mM glucose (green line) or raw starch (weight equivalent to 50 mM glucose: red line). Data were 

collected at 10 mV s
-1 
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[2-3-3-2] デンプンを直接燃料とする電池の開発 

 

 GOx/AmyA/GluR/CPEをバイオアノードに、ビリルビンオキシダーゼ（BOx）と電

子メディエータとしてABTSをCPに練り込んだ電極（BOx/CPE）をバイオカソードとするこ

とで、Figure 4に示すような燃料電池を組み立てた。その性能をリニアスイープボルタンメ

トリーによって評価した。燃料には、白米粉末をリン酸緩衝溶液中にグルコース濃度に換

算して50 mMになるように懸濁したものを用いた。Figure 5に得られたI-VおよびP-Vカー

ブを示す。Figure 5より、開回路電圧は0.522 V、短絡電流密度が0.469 mA cm
-2、最大

電力密度は99.0 µW cm
-1であった。本実験で作製したバイオ燃料電池は電極上で糖化

と酸化を同時に行うものであるが、同程度の被表面積をもつ電極を用いた過去のいくつ

かの報告例とほぼ同程度の電池性能を保持していた12,13。 

 

[2-3-4] 結言 

 

 でんぷんで作動する新しい酵素バイオ燃料電池の開発に成功した。 AmyA、

GluR、GOxの3種類の酵素が同時に固定化されたバイオアノードを用いることで、でんぷ

んを直接利用することが可能になった。白米を燃料とした電池を組み立てたところ、起電

力が0.522 V、最大電力密度が99.0 µW cm
-2であった。本研究の結果は、酵素バイオ燃

料電池にの燃料として用いることが可能なバイオマスの多様化という点で、新たなバイオ

燃料電池開発の発展に寄与することができると期待できる。 

 

 

 

 

Figure 4. The assembly of a membrane-less white rice/O2 biofuel cell. 
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Figure 5. The power density curve of the white rice/O2 biofuel cell obtained by LSV in 0.1 M, pH 7.2 phosphate buffer 

containing 50 mM white rice (weight equivalent to 50 mM glucose). Data were collected at 10 mV s
-1
. 
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[2-4] グルコースを多段階酸化するバイオアノードの構築 

 

[2-4-1] 緒言 

 

 グルコースを燃料とした酵素バイオ燃料電池では、GOxのほかにグルコースデ

ヒドロゲナーゼ（GDH）も同様にアノード触媒として利用される1。GOxに対して、GDHは

溶液中の溶存酸素に触媒機能が影響されないことから、近年、新たなアノード触媒として

注目を集めている2。いくつかの種類のGDHが酵素バイオ燃料電池の開発に利用されて

いるが3-7、その中でも、本項では、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD
+）を補酵素

にとるGDHに着目した。 

 ここで、GOxやグルコースデヒドロゲナーゼ（GDH）といった酵素を用いたグルコ

ース燃料電池では、グルコース1分子から2つの電子しか取り出すことができずクーロン

効率が低いという問題がある。そこで、本項では、グルコースが酸化されたグルコン酸に

着目した。グルコン酸を更に酸化する酵素であるグルコン酸デヒドロゲナーゼを同時に固

定化することによって、グルコースの2段階酸化を可能にする電極の開発を行った。グル

コース1分子から4つの電子を取り出すことのできる電極を開発することで、グルコース燃

料電池の性能向上を試みた。また、本項においても、炭素電極上に酵素をキャスティング

するという方法（炭素電極上への物理吸着）をとっており、こちらの実験でも酵素の固定

化配向については考慮していない。 

 

[2-4-2] 実験操作 

 

[2-4-2-1]  使用した菌体、ベクター構築  

 

 Escherichia coli Nova blueを遺伝子クローニング用の宿主として用いた。タン

パク質発現の宿主としては、E. coli BL21(DE3)を用いた。すべてのDNAの増幅には

KOD FX DNA polymerase（Takara）を用いたポリメラーゼチェーンリアクション（PCR）法

を適用した。増幅したDNA断片を適切な制限酵素で処理することによりベクターに導入し

た。本実験で作製したプラスミドおよび作製時に使用したプライマー配列、制限酵素、利

用したベクターをTable 1に示した。 

 

[2-4-2-2] タンパク質の発現・精製 

 

 Ga5DHの発現に関して、得られたプラスミドはタンパク質発現の際に、

BL21(DE3)株に形質転換し直した。形質転換したプレートからコロニーを5 mL LB+抗生

物質（アンピシリン）培地中に播種し、試験管で37°Cで一晩培養した。次に、培養液を
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250 mL LB+抗生物質（アンピシリン）培地中に移し替え、OD600 = 0.5~0.7になるまで

37°Cで振とう培養した後に、誘導剤（イソプロピル-β -チオガラクトピラノシド（IPTG）を加

え、タンパク質の発現を誘導した。さらに、培養温度を15°Cまで下げ、18~24 h培養後に

菌体を回収した。菌体を超音波で破砕した後に、菌体内上清画分を回収し、TALON® 

Metal Affinity Resinを用いて目的タンパク質を吸着させた。吸着したタンパク質をイミダ

ゾールで溶出後、得られた画分をSDS-PAGE分析することによって、目的タンパク質の

有無を判断した。また、タンパク質溶液中に含まれるイミダゾールはリン酸緩衝液中で透

析することによって除去し、目的タンパク質を得た。尚、タンパク質の濃度はBCA法によ

り決定した。 

  



 

 

Table 1  

Protein vector restrict 

enzyme 
F) primer R) primer 

Ga5DH pCold1 Kpn1/Hind3 5’-CATATGGG- TACCATGGAAAATATGTTTTCGTT-3’ 5’-CTCGAGAAGCTTTCATTAAGGTTGTTTTCCAATAT-3’ 

 



 

 

[2-4-2-3] 酵素修飾グラッシーカーボンアノードの作製 

 

 Liuらの論文を参考にフェロセン修飾カーボンナノチューブ（SWCNTs-Fc）を調

製した2。調製したSWCNTs-Fc（5 mg mL
-1

 10 µL）を、アルミナ粉末を用いてよく研磨し

たグラッシーカーボン（GC）電極上に滴下し、およそ30 min自然乾燥させた。各酵素溶液

を適量（Table 2）、電極表面に滴下し、自然乾燥させた。電極表面で1 % PAA溶液10 µL

と0.5 %グルタルアルデヒド溶液1 µLを滴下、混合した。 

 

Table 2 

 DI GDH Ga5DH 

GDH/DI 100 µg 100 µg - 

Ga5DH/DI 100 µg - 100 µg 

GDH/Ga5DH/DI-1 100 µg 100 µg 100 µg 

GDH/Ga5DH/DI-2 100 µg 100 µg 200 µg 

GDH/Ga5DH/DI-3 100 µg 100 µg 400 µg 

 

 

[2-4-2-4] 酵素修飾グラッシーカーボンカソードの作製 

 

 SWCNTs（10 mg mL
-1

 5 µL）およびABTS飽和溶液（30 µL）を、アルミナ粉末を

用いてよく研磨したGC電極上に滴下し、およそ30 min自然乾燥させた。ビリルビンオキ

シダーゼ溶液を適量（100 µg）、電極表面に滴下し、自然乾燥させた。電極表面で1 % 

PAA溶液 10 µLと0.5 %グルタルアルデヒド溶液1 µLを滴下、混合した。 

 

[2-4-2-5] 電気化学的測定 

 

 電気化学的な測定はすべて、[2-3-2-4]項と同様に行った。 
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[2-4-3] 実験結果および考察 

 

[2-4-3-1] NAD
+依存型酵素を用いたバイオアノードの構築 

 

 [2-3]項では、GOxを用いたバイオアノード開発について記述したが、GDHにつ

いても、グルコース燃料電池のアノード酵素としてよく利用されている1。ピロロキノリンキ

ノン（PQQ）やフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ

ド（NAD
+）を補酵素にとる3種類のGDHが存在し、GOxと比べて様々な分子を電子供与

体としてとることが出来る点や副反応で過酸化水素を生じないという利点がある。近年、

補酵素内在型（FAD、PQQ依存）のGDHが安定性の面で優れているため、注目を集め

ているが3-7、これらのGDHのほとんどは、グルコース1分子あたり2つの電子しか取り出

すことができず、十分にグルコースを燃料として利用できていない。 

 ここで、グルコースは様々な生物の体内で代謝され、最終的に二酸化炭素まで

分解される。この中の一つの経路に着目するとNAD
+に依存する酵素が多く用いられて

いる。実際に、NAD
+依存型のGDHによってグルコースがグルコン酸に酸化された後、生

じたグルコン酸はNAD
+依存型のグルコン酸デヒドロゲナーゼ（Ga5DH）によって5-ケトグ

ルコン酸に酸化される経路が存在する8。本項では、このグルコース代謝経路に着目した。

GDHによってグルコースを酸化し、グルコースが酸化されたグルコン酸に対して、これを

酸化する酵素であるGa5DHを同時に固定化することによって、グルコースの2段階酸化

を可能にする電極の開発を行った。即ち、グルコース1分子から4つの電子を取り出すこ

とのできる電極を開発することで、グルコース燃料電池の性能向上を試みた。 

 NAD
+依存型酸化酵素を用いたバイオアノードを作製するにあたって、Figure 1

に示すような系を設計した。NAD
+依存型酸化酵素（GDH、Ga5DH）から取り出された2

つの電子はNAD
+に受け渡され、NADHとなる。続いて、ジアフォラーゼ（DI）とフェロセン

修飾カーボンナノチューブ（CNTs-Fc）によって、NADHから2つの電子が電極に運搬され

る。本項では、まず、GDHおよびDIを同時にグラッシーカーボン（GC）電極に固定化した

バイオアノード（GDH/DI/GCE）、Ga5DHおよびDIを同時にGC電極に固定化したバイオ

アノード（Ga5DH/DI/GCE）がそれぞれ作動するかどうかをサイクリックボルタンメトリー

により評価した。Figure 2AよりGDH/DI/GCEを用いた場合、グルコースを基質とした触

媒電流を観測することができた。 また、Figure 2Bの結果よりGa5DH/DI/GCEを用いた

場合では、グルコン酸を基質とした触媒電流が観測された。これらの結果から、GDH・

Ga5DHはそれぞれ、アノード触媒として、Figure 1に示されるような系の中で機能してい

ることが確認できた。 
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Figure 1. Schematic illustration of Bioanode based on NAD-preferred enzyme and Diaphorase system 

 

 

 

Figure 2. Cyclic voltammograms of the GDH/DI//GCE (A) or Ga5DH/DI/GCE (B) in 0.1 M, pH 7.2 phosphate buffer (black 

line) containing 50 mM glucose (red line) or 50 mM gluconic acid (blue line). Data were collected at 10 mV s
-1 

 

[2-4-3-2] グルコースを多段階酸化可能なバイオアノードの開発 

 

 グルコースをGDHによって酸化し、グルコースが酸化されたグルコン酸に対して

Ga5DHを同時に固定化することによって、グルコースの2段階酸化を可能にする電極の

開発を行った。グルコース1分子あたりから計4つの電子を取り出すことのできると考えら

れ、電極応答の向上が期待できる。 

 実際に、GDH/DI/GCEと比較して、GDH:Ga5DH=1:1の割合で酵素を同時固定

化した電極（GDH/Ga5DH/DI/GCE1）を用いた場合、グルコースを基質として得られる触

媒電流が上昇した（Figure 3A）。GDH/Ga5DH/DI/GCE1ではGDH:Ga5DH=1:1の割合

で酵素が固定化されているが、Figure 2の結果にみられるように、GDH/DI/GCEを用い
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て得られる触媒電流と比較して、Ga5DH/DI/GCEを用いた場合に得られる触媒電流が

10分の1程度であることから、GDHによって酸化されたグルコン酸をGa5DHが十分に酸

化できていないのではないかということが考えられる。そこで、Ga5DHの固定化量を増加

させることで、グルコースを基質として得られる触媒電流の変化について検討を行い、電

極に固定化する、GDH ：Ga5DHの最適な割合を決定した。GDH:Ga5DH=1:2

（GDH/Ga5DH/DI/GCE2）、GDH:Ga5DH=1:4（GDH/Ga5DH/DI/GCE3）の割合でそれ

ぞれ酵素を固定化した電極を用いて、グルコースを基質としてサイクリックボルタンメトリ

ーにより、得られる触媒電流について検討したところ、GDH/Ga5DH/DI/GCE2を用いた

場合において最も高い触媒電流が得られることを確認した。よって、本実験では

GDH/Ga5DH/DI/GCE2を最適なアノード条件として決定した。 

 

 

 

Figure 3. Cyclic voltammograms of the GDH/Ga5DH/DI/GCE1 (A), GDH/Ga5DH/DI/GCE2 (B), GDH/Ga5DH/DI/GCE3 in 

0.1 M, pH 7.2 phosphate buffer (black line) containing 50 mM glucose (red line). Data were collected at 10 mV s
-1
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 GDH/Ga5DH/DI/GCE2をアノードとして、カソードにはBOxとABTSおよびCNTs

を固定化した電極を用いて、Figure 4に示すような酵素バイオ燃料電池を組み立てた。

比較対象として、GDH/DI/GCEをアノードとして用いたものも同様に酵素バイオ燃料電池

を組み立て、グルコースを燃料として、その性能をリニアスイープボルタンメトリーによっ

て評価した。Figure 5に得られたI-VおよびP-Vカーブを示す。GDH/Ga5DH/DI/GCE2を

アノードとして用いた場合ほぼ二倍の最大電力密度16.0 µW cm
-1が得られた。 

 

 

 

 

Figure 4. Schematic illustration of Enzymatic Biofuel cells 

 

 

 

Figure 5. The power density curve of the glucose/O2 biofuel cell obtained by LSV in 0.1 M, pH 7.2 phosphate buffer 

containing 100 mM glucose using GDH/Ga5DH/DI/GCE2 as a bioanode (red and blue line), GDH/DI/GCE as a bioanode 

(pink and gray line),Data were collected at 10 mV s
-1
. 
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[2-4-4] 結言 

  

 NAD
+依存型酸化酵素であるGDH、Ga5DHを電極上に同時に固定化すること

でグルコース1分子から4つの電子を取り出すことのできる新規バイオアノードの開発に

成功した。GDH:Ga5DH=1:2の割合で酵素を固定化した電極を、本実験における最適条

件とし、BOxを固定化したバイオカソードとともに、電池を組み立てた結果、GDHのみし

か固定化していない電極（グルコース1分子から2つの電子しか取り出すことができない）

をアノードとして組み立て場合に得られる最大電力よりも2倍近く大きい値が得られた。 

 グルコースを2段階酸化するというアプローチを実践することで、酵素バイオ燃

料電池として組み立てた際に性能の向上につながることが示唆された。しかしながら、用

いたGa5DHの酵素活性や安定性が低いことから、電極がすぐに失活してしまった。今後、

変異導入法によるGa5DHの酵素活性の向上や、耐熱菌由来の酵素など安定性の優れ

た代替酵素をスクリーニングするなどして、酵素活性・安定性を向上させることができれ

ば、より電池としての性能を向上させることができると考えられる。 

 また、[2-3]項、[2-4]項どちらの場合においても、作製した酵素バイオ燃料電池に

おいて、得られた電力量が十分ではないことから、多種類の酵素を同時に固定化するよ

うなこれらの電極では、それぞれの酵素の固定化配向が電極性能に非常に大きく影響す

ると考えられる。そのため、SrtAを用いることで、電極上に酵素を配向固定化するための

手法に関する開発・研究が今後重要になると考えられる。 
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付録 

 

培地および溶液 

 

 使用した培地および溶液の組成は Table 1 に示した。 

 

Table 1 

 

プレート作製時は、以下の組成に2%のAgar を加えた。 

LB 培地 （1 L） 

トリプトン 10 g 

乾燥酵母エキス 5 g 

塩化ナトリウム 5 g 

アンピシリン （100 mg/mL） 

またはカナマイシン（20 mg/mL） 

1 mL 

2.5 mL 

 

Tf 培地 （1 L, pH 7.2） 

トリプトン 20 g 

乾燥酵母エキス 5 g 

硫酸マグネシウム 5 g 

 

Tfb1 培地 （0.5 L, pH 5.8, フィルター滅菌） 

酢酸カリウム 1.47 g 

塩化ルビジウム 6.05 g 

塩化カルシウム  0.47 g 

塩化マンガン 4.95 g 

グリセロール 75 mL 

 

Tfb2 培地 （ 0.5 L, pH 6.5, フィルター滅菌 ） 

MOPS 1.05 g 

塩化カルシウム 5.51 g 

塩化ルビジウム 0.60 g 

グリセロール 75 mL 

 

PDA 培地 （1 L） 

Potato Dextrose Agar 20 g 
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DPY 培地 （1 L） 

グルコース 30 g 

塩化カリウム 2 g 

リン酸二水素カリウム 1 g 

硫酸マグネシウム7水和物 0.5 g 

ペプトン 10 g 

乾燥酵母エキス 5 g 

 

1.2 M ソルビトール下層培地（1 L） 

グルコース 20 g 

10×Cz-Dox 100 mL 

ソルビトール 218.6 g 

精製 Agar 
15 g 

（Top agerとして用いる場合は7 g） 

 

CDNO3 培地（1 L） 

グルコース 20 g 

10×Cz-Dox 100 mL 

塩化ナトリウム 10 g 

精製 Agar 15 g 

100×微量元素 100 µl （フィルター滅菌） 

 

10×Cz-Dox（pH 5.5） 

硝酸ナトリウム 20 g 

リン酸二水素カリウム 10 g 

塩化カリウム 5 g 

硫酸マグネシウム７水和物 5 g 

 

Solution C（1 L） 

アクリルアミド 290 g 

メチレンビスアクリルアミド 10 g 

 

4×Separation Buffer（1 L, pH 8.8） 

10% SDS 40 mL 

トリスヒドロキシアミノメタン 181.72 g 
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SDS-PAGE ゲル （一枚あたり） 

[15 % 分離用ゲル]  

Solution C 3.0 mL 

4×Separation Buffer 1.5 mL 

蒸留水 1.5 mL 

10 % APS 100 μL 

TEMED 10 μL 

[濃縮用ゲル]  

Solution C 450 µL 

1 M Tris-HCl (pH 6.8) 375 µL 

10 % SDS 30 µL 

蒸留水 2.145 mL 

10 % APS 30 μL 

TEMED 3 μL 

 

TALON Buffer（1 L, pH 7.0~8.0） 

リン酸二水素ナトリウム・二水和物  7.8 g 

塩化ナトリウム 8.8 g 

 

透析 Buffer（5 L, pH 7.5~8.0） 

リン酸二水素ナトリウム・無水和物  11.98 g 

塩化ナトリウム 43 g 

 

10 × PBS Buffer（1 L） 

塩化ナトリウム 80 g 

塩化カリウム 2 g 

リン酸水素二ナトリウム・十二水和物 29 g 

リン酸二水素カリウム 2 g 

 

Tween 20 buffer （100 mL） 

MOPS 1.046 g 

塩化ナトリウム 0.8766 g 

Tween 20 0.1 % 
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タンパク質保存 buffer（100 mL, pH 7.9） 

MOPS 0.209 g 

塩化カリウム 0.373 g 

EDTA  0.0292 g 

グルセロール 10 % 
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総括  

 

本論文のまとめおよび今後の展望 

 

 本論文においては、Sortase A（SrtA）を用いたタンパク質修飾技術に着目し、そ

れを用いたタンパク質の固定化方法の開発とその応用を目指し、研究を進めた。一般的

に、タンパク質は、微粒子や電極に固定化されたような修飾を受けた状態であるバイオコ

ンジュゲートとして用いられることが多いが、従来の化学修飾法や物理吸着を用いた修

飾法では、タンパク質に部位特異的に修飾を加えることができず、タンパク質の機能が損

なわれてしまうような副反応が生じてしまう可能性があった。そこで、本研究では、近年注

目を集めている酵素を用いたタンパク質修飾法、その中でもSrtAを用いた技術に着目し

た。SrtAを用いることでLP tagおよびG tagの間で部位特異的に連結反応を起こすことが

でき、本反応を利用することで、タンパク質の機能を損なうことなく、修飾を加えることがで

きるのではないかと考えた。Staphylococcus aureus由来のSrtA（SrtAsa）が最も盛んに

研究されているが、多様な微生物中にも存在するSrtAの中から、SrtAsaの他にもタンパ

ク質修飾に有効に利用できるものがあるのではないかと考え、実際にスクリーニングを行

うことで、タンパク質修飾に応用可能な新規SrtAを発見した。また、SrtAsaを用いて、ビオ

チンと非常に強固な結合能をもつStreptavidin（Stav）とタンパク質との複合体を調製する

ことで、Stav-ビオチン結合を介してタンパク質を部位特異的に配向固定化する手法の開

発に成功した。続いて、Stavをタンパク質固定化の足場として捉えることで、ビオチン結

合能、SrtA修飾を組み合わせたタンパク質の同時固定化技術の開発にも成功した。 

 また、本研究では、固定化酵素や酵素固定化電極といった「バイオマスからの

有用物質やエネルギー生産」を指向した技術に応用できるようなタンパク質修飾技術の

開発に焦点を当てた。本研究では、セルロース分解酵素であるセルラーゼに着目し、

SrtAを用いてこれらを配向固定化することで固定化酵素としての性能を向上させることに

成功した。また、第1章において開発に成功したタンパク質の同時固定化技術を利用して、

人工セルロソームを構築し、より高効率でセルロースを分解することのできる固定化酵素

の開発研究に成功した。更に、応用例の一つとして、バイオ燃料電池とよばれるタンパク

質複合デバイスにも着目した。固定化する酵素の新しい組み合わせを提案することで、

利用可能な燃料の多様化およびグルコース1分子あたりからとれる電流値の増加に成功

した。しかしながら、得られた電池性能が十分ではないことから、多種類からなる酵素を

同時に固定化するような電極では、それぞれの酵素の固定化配向が性能に非常に大き

く影響することが示唆された。そのため、今後、本研究において開発した配向固定化法を

駆使することで、電極自体の性能向上を目指したアプローチの開発が今後重要になると

考えられる。 
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 本研究の論文審査において、同研究科西野孝教授、山地秀樹教授、田中勉准

教授には御親切なるご教授、御助言を賜りました。謹んで謝意を表します。 

 研究室において、実験に関する細かいご指導、研究の方向性に関する議論、論

文の書き方など私が本論文をまとめるにあたり懇切丁寧にご教授して頂きました田中勉

准教授に心から御礼申し上げます。 

 また、実験を行うにあたり、数々の御指導・ご協力を頂きました同研室の山田亮

祐助教（現 大阪府立大学工学研究科助教）、野田修平博士（現 理化学研究所環境資

科学研究センター特別研究員）、澤本詩織氏、山本一寛氏、嶋田翔太氏、秦悠斗氏、平

林郁人氏をはじめとする同研究室の皆さま方には心より感謝申し上げます。 

 最後に、研究を遂行するにおいて、私の研究生活を蔭ながら暖かく支えてくれた

家族に感謝致します。 

 

 

 

            松本 拓也 


