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【背景・目的】 球殻状のフェリチンタンパク質は直径 12 nm で内部に直径 7 nm
の空洞を保持している。フェリチンは哺乳類から細菌まで普遍的に存在するタ
ンパク質であるが、近年、海洋性ケイ藻類 (P. multiseries) において初めてその
存在が確認された。我々は既にケイ藻由来フェリチンの大量発現系の構築と大
量精製法の確立を行い、ケイ藻由来の変異フェリチン (FerA) の取得に成功して
いる。また FerA の鉄イオンの初期取り込み量は、哺乳類由来のウマフェリチ
ンの 10 倍以上であることを示した。今回、さらに FerA の性質検討を行うとと
もに、鉄以外の二価カチオンである Cd イオンの取り込みと低濃度 Cd イオン環
境下での CdSe ナノ粒子作製を試みた。

【方法・結果】 ウマフェリチンで成功している CdSe ナノ粒子作製条件を用いて
FerA に対して CdSe ナノ粒子作製を試みた。0.2 mM 以上の酢酸カドミウムを用
いた場合 FerA 同士が沈殿してしまい CdSe ナノ粒子形成が阻害された。FerA
の構造を詳細に検討した結果、フェリチン外表面に存在しているシステイン残
基が Cd イオンの取り込みを阻害していると考えられたため、我々はこのシス
テイン残基を除去した変異フェリチン (FerA-dCys) を作製し再度 CdSe ナノ粒子
作製を試みた。その結果 0.2 mM 以上の酢酸カドミウム存在下でも沈殿形成が
見られず CdSe ナノ粒子の作製が可能となった。さらに、低濃度酢酸カドミウ
ムによる CdSe ナノ粒子形成についてウマ由来フェリチンと比較した結果、 FerA-
dCys は 0.02 mM という非常に低濃度で CdSe ナノ粒子を作製できることが明ら
かになった。
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Introduction: Assembling and accumulation of Amyloid beta which causes
neurotoxicity in the brain is hallmark in the pathology of Alzheimer’s disease. One of
the causes of apoptosis is Endoplasmic reticulum (ER) stress which occurs when newly
translated proteins get misfolded in the ER. ER stress is also induced by externally
added Aβ-42, we proposed that the cause is endocytic vesicular transport. In the past
research, it was found that 7-ketocholesterol (7-keto) enhanced the association of
Aβ-42 with the cell membrane though its presence could not result in the endocytic
transport. Thus in present study we took 25-hyroxycholesterol (25-OH) to observe
phenomenon.
Results and discussion: We studied the interaction and endocytic transport of Aβ-42 in
the Jurkat cells in the presence of oxysterols. The association was enhanced with both
of the oxysterols though endocytic transport could be observed exclusively in case of
25-OH. Further, we found that intracellular calcium level was affected in the presence
of oxysterols. 
Conclusion: 25-OH Cholesterol is essential for endocytic transport of Aβ-42 in the
Jurkat T cells. Hence the study will benefit the understanding about the role of neuro-
specific oxysterols in the process of cytotoxicity induced by Aβ-42 which commonly
affect human brain in older age.
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【背景と目的】近年、タンパク質の有効利用や高機能化を目的として、合成ポリ
マーとの複合化に関する研究が進められている。そこで本研究では、合成ポリ
マーを一次元の足場分子とし、そこへタンパク質を集積化した新規タンパク質
－ポリマー複合体の開発を目的としている。

【実験方法】合成ポリマー上へのタンパク質集積法として、微生物由来トランス
グルタミナーゼ(MTG)による Gln 残基と Lys 残基側鎖間の部位特異的架橋反応
を選択した。また、モデルタンパク質として、それぞれに MTG 認識 Lys 配列
を融合した大腸菌由来アルカリホスファターゼ、高感度緑色蛍光タンパク質、
プロテイン G を選択し、分子サイズの異なるタンパク質の集積化に関する基礎
検討を行った。まず MTG 認識 Gln 部位(Z-QG)を有するモノマーを合成し、ア
クリルアミドとの共重合により Z-QG ポリマーを調製した。次いで各 K-tag 融
合タンパク質と Z-QG ポリマーを MTG により架橋させ、SDS-ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動ゲルの画像解析により、各タンパク質の集積化率評価を行っ
た。また、得られた各複合体の機能性評価も併せて行った。

【結果と考察】合成ポリマー上へ効率的に各タンパク質を集積することに成功し
た。また、用いるタンパク質の分子サイズおよび集積化の順番が、複合体の生
成効率に及ぼす影響について新たな知見を得ることに成功した。さらに、得ら
れた複合体を抗原検出系等へ応用可能であることを明らかにした。
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目的：固体表面に生体分子を固定し，相互作用を検出する技術は医療，創薬，
食品等の幅広い分野で利用されており，検出の高感度化には，固定化の際に生
じる構造変化の抑制および固定化配向の制御が重要である．我々はこれまでに
固体表面に親和性を示すペプチドを用いた生体分子の機能的固定化技術の開発
を進めてきた．本研究では，モデル基板であるパラジウム(Pd)に対して高い親
和性を示すペプチド(Pd-tag)を T7 ファージランダムペプチドライブラリーより
スクリーニングすると共に，タンパク質固定化のタグとして用いるべく，固定
化特性の評価を目的とした．
方法と結果：まず，T7 ファージライブラリーおよび Pd 基板を用い，新規 Pd 表
面親和性ペプチドを探索した．バイオパニング後，単離した計 361 クローンの
塩基配列を解析し，候補 Pd-tag を 17 種類に絞った．そして Archaeoglobus fulgidus
由来 Esterase(EstAf)をモデル酵素とし，候補 Pd-tag 連結 EstAf の Pd 基板固定化
後の残存活性を評価した．その結果，すべての候補 Pd-tag 連結 EstAf について
残存活性が増大し，Pd-tag による固定化後の機能維持効果が示唆された．さら
に，O-acetylserine sulfhydryrase(OASS)と Serine acetyltransferase(SAT)との相互作
用をモデルとし，固定化配向制御特性を調べた．各末端に候補 Pd-tag を連結し
た OASS を固定化後，SAT との相互作用検出量を比較評価した．その結果，Pd-
tag 連結末端の違いによる検出量の差異が顕著にみられた．これらの検討を通じ
て，固定化配向の精密制御が可能な Pd-tag の取得に成功した．
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