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【目的】進化分子工学による高機能性タンパク質の創出を目的として、本研究室
で開発されたビーズディスプレイ法は、蛍光化合物を用いた適切な反応系をデ
ザインすることにより、FACS を用いた変異体タンパク質の効率的なスクリー
ニングを可能にする。その中で、目的タンパク質の DNA を介したマイクロビー
ズ上への提示が必要であり、DNA－タンパク質固定化技術に DNA 結合タンパ
ク質 scCro (single-chain Cro) タグを用いた手法が提案された。scCro は DNA 上
の結合領域である ORC と解離定数 14 pM で結合する。これまでに、この新技
術を利用し scCro タグを付加したトランスグルタミナーゼ (TGase)の Gln 側基質
ペプチド T26 (scCro-Q)のマイクロビーズ上への提示に成功している。本研究で
は、scCro タグ変異体を付加した TGase(scCroM-TG)の TGase 活性の確認および
マイクロビーズ上への提示の確認を通じ、TGase の新規アッセイ法の確立を目
的としている。

【方法と結果】scCro-Q を無細胞蛋白質合成系で調製し、ORC を固定化したマイ
クロビーズに供した。このビーズ複合体をフローサイトメトリーによって解析
したところ、scCro-Q のビーズ上への提示が観察された。さらに、そのビーズ
複合体とビオチン化カダベリンを用いて TGase 反応を行った結果、scCro-Q が
提示されたビーズでのみ有意な蛍光シグナルが検出された。同様に scCroM-TG
を調製し、これをカゼインを固定したプレートにビオチン化 T26 と共に供し、
蛍光標識化した。その結果、scCroM-TG の存在下で有意な蛍光シグナルが検出
され、酵素の TGase をその活性が保持された状態でマイクロビーズ上に提示す
ることに成功した。
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精製した個々の細胞内容物から、人工的に細胞を再構築する試みは、様々な生
体分子で形成される複雑な細胞内分子ネットワークの役割を明らかにすると共
に、各種疾患の効果的な予防法や治療法の確立に大きく貢献できると考えられ
る。我々はこれまでに、ヒトの翻訳に関与する最小限の因子（Ribosome、
eEF1s、eEF2、eRFs、ARSs、tRNAs）のみを試験管内で混合した再構成型タン
パク質合成システムを樹立しており、今回はこのシステムにヒト分子シャペロ
ン群（NAC、RAC、HSC70、HSP40、HSP110、PFD、CCT）を添加すること
で、新生鎖を正しくフォールディングさせるようにシステムの改善を行った。
さらにこのタンパク質合成・フォールディング共役システムをリポソームに内
包することで、人工ヒト細胞の創出に向けた基盤造りに着手した。リポソーム
に細胞様の機能を持たせるためには、まず、細胞骨格の中心を成すアクチンが
合成され、正しくフォールディングし、重合していくことが必須になる。そこ
で、どのようなシャペロンがヒト β アクチンの合成・フォールディングに必要
であるかを調査した。その結果、新生 β アクチンのフォールディングには PFD
と CCT の協奏的ネットワークが必須であることが明らかになった。現在は、β
アクチンを合成するために必要な最小限の因子のみをリポソームのユニラメラ

（脂質二重膜）に内包する方法について様々な検討を行っている。
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2P-059 マグネトソームディスプレイによる磁性粒子上へのセル
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【背景と目的】バイオエタノール生産においてセルラーゼによるセルロースの加
水分解は、重要なプロセスの１つである。しかし、このプロセスの工業化への
障壁は、セルラーゼ使用に伴うコストであり、固定化酵素を用いた再利用が有
効な解決手段となる。本研究では、磁性細菌が有するオルガネラ、マグネトソー
ムを磁性担体に用い、マグネトソームディスプレイにより、セルラーゼ複合体
の磁性粒子上への効率的な固定化技術を確立し、再利用における有効性を示す
ことを目的とした。

【方法及び結果】セルラーゼは Endoglucanase (EG)と β-glucosidase (BG)を選定し
た。各酵素に 2 種の Dockerin をそれぞれ連結し、融合タンパク質として磁性細
菌内の細胞質で発現させた。一方、磁性粒子のアンカーとなる Mms13 と 2 種
の Cohesin をタンデムに結合した融合タンパク質を磁性粒子上に発現させた。
これにより、細胞内で、Cohesin と Dockerin の相互作用により、磁性粒子上に
2 種の酵素が近接して固定化されるものと考えられた。このことを確認するた
めに、形質転換体の破砕液から磁気分離により酵素-磁性粒子複合体を精製し、
セルロースの加水分解試験に用いた。その結果、EG または BG 固定化磁性粒子
の混合物と比較して、2 種の酵素を近接するように固定化した磁性粒子を用い
ることで、加水分解速度が有意に向上することが確認された。また、再利用を
検討したところ、5 回までの使用において初期活性の 70%以上保持しているこ
とが明らかとなった。以上の結果から、作製した酵素-磁性粒子複合体のセル
ロース分解、及びその再利用試験における有用性が示された。
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2P-060 改良ウマフェリチンによる低濃度 Cd イオンの取り込み
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[背景・目的] フェリチンは直径 12 nm 内部に直径 7 nm の空洞をもつ球殻状タン
パク質である。我々は、今までにウマ由来フェリチンの内部空洞内での各種ナ
ノ粒子の作製を行ってきた。現在までに直径 7 nm の均一な Co, Ni, Fe 等の金属
酸化物や CdSe, CdS, CuS 等の化合物半導体ナノ粒子の作製に成功している。前
回の発表では、ウマフェリチンの内部空洞表面にグルタミン酸残基を増強した
改良ウマフェリチンを作製し、このフェリチンが低濃度の鉄イオンを効率良く
取り込むことを報告した。今回、さらに改良ウマフェリチンの緒性質の検討を
行うと共に、鉄イオン以外の金属カチオンであるカドミウム (Cd) イオンの取り
込み機構解明と CdSe ナノ粒子作製を行った。
[方法・結果] フェリチンにおける金属イオンの取り込みやミネラリゼーション
には空洞表面にある nucleation site (核形成部位) が重要な役割を持つと考えられ
ている。そこで核形成部位付近に存在するアルギニン、及びリジンをグルタミ
ン酸に変えた改良ウマフェリチン (Fer8E3) に対して、低濃度 Cd イオンの取り
込みと CdSe ナノ粒子作製を検討した。その結果、通常のフェリチンでは不可
能な 0.02 mM という低濃度の Cd イオンを空洞内部に取り込み、CdSe ナノ粒子
を作製することが明らかになった。さらに XRD, EDX 分析により作製されたナ
ノ粒子は CdSe ナノ粒子であることが示された。0.02 mM Cd イオンを用いた場
合の CdSe コア形成率は 20 % を示し、ウマフェリチンの核形成部位におけるグ
ルタミン酸残基の増強が Cd イオンの取り込みに大きな影響を与えていること
が示唆された。
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