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「分子配列による蛋白モジュールの開発と展開」 

 

１．研究実施の概要 

これまで、蛋白モジュール、サブセルラーモジュール、ティッシュモジュールという各階層を設定

し、対応する要素技術に関する研究を実施してきた。最終局面に入り、カイコウィルス由来の多角

体蛋白モジュールの物性評価、機能発現と細胞増殖・分化への適用、ならびにレーザープロセス

による細胞の増殖・分化制御の新しい方式に関する研究に集中している。多角体蛋白結晶の結晶

構造が決定され、タイトな三量体を基本とした含水率の極めて低い特異な構造が明らかにされる、

という注目すべき成果を得た。今後、多角体結晶の結晶化メカニズム解明や蛋白モジュールの性

能を向上させる新たな結晶の作出に取り組む。多角体中に固定化された蛋白の機能発現に関して

は、線維芽細胞増殖因子 FGF２に加えて、二量体形成が作用機構として必須となる増殖因子も含

め、蛋白モジュールとして機能可能な固定化蛋白の広がりを見いだした。また、時間分解レーザー

分光により、固定化蛋白の運動性が溶液中と比べ大きな違いがないという、機能発現のための環

境が存在することを裏付ける結果を得た。今後、軟骨分化モデル細胞である ATDC5 や血管内皮

細胞 HUVEC などを用い多角体を用いた細胞生物学的研究を進める一方で、多角体への固定化

量の検討、さらには多角体からのリリースがあるのかなど多角体の物理化学的性質の解明を進める。

さらに、レーザープロセスによる多角体結晶、ならびに細胞の配列制御に関する技術を開発し、多

角体の配列形状をミクロンオーダーで制御することを可能にした。今後、レーザープロセスによる多

角体蛋白モジュールのパターニングにより、多角体から細胞への情報伝達様式をさらに詳細に明

らかにしていく。 

 

２．研究実施内容 

多角体蛋白モジュールの物性評価に関して注目すべき成果を得た。ニュージーランド・オークラ

ンド大学と進めていた構造解析が完了し、多角体の結晶構造を報告した（Nature, 446: 

97-101(2007)）。多角体は、図 1 右ｃ、ｄのようなタイトな三量体構造をとっており、結晶中の水分子

含有量が、19％程度しかない。結晶構造形成メカニズムの解明ならびに多角体を利用した新たな

結晶体の作製へと研究を進展させた。 

細胞増殖・分化誘引タンパク質を固定化した多角体でも新たな知見が得られた。これまで細胞



 

増殖因子 FGF2 を固定化

した多角体を用い、細胞

培養を行い、細胞増殖が

起こることが確認されてい

た。これは多角体中に固

定化されたタンパク質が生

理活性を有した状態で固

定化されていることを示し

ている。固定化できるタン

パク質の適応範囲を確認

する目的で、細胞増殖に

関わるタンパク質（サイトカ

イン）を 20 種類選び多角

体への固定化を実施しサイトカイン固定化多角体ライブラリを作製した。その中で PDGF、IGF、

TGFαを固定化した多角体を用い、細胞増殖実験を行った。それぞれのタンパク質は結晶構造解

析がなされており、例えば PDGF では、二量体形成時に活性があることが分かっているなど、多角

体への固定化様式についても知見が得られるものと考え選ばれたものである。これら三種類の多

角体を用い、細胞増殖実験を行った。図 2 に典型的データを示す。 

図 2.で FGF2 がポジティブコントロールで CP-H がネガティブコントロールである。図からも分かる

ように TGFαで FGF2 様の結果が得られ、生理活性が確認された。その他の PDGF、IGF について

もリン酸化アッセイにおいてリン酸化が確認されたため、これら三種類の多角体について、生理活

性を保持した状態で固定化されているものと考えられる。 

軟骨分化モデル細胞である ATDC5 や血管内皮細胞 HUVEC などを用い多角体を用いた細胞

生物学的研究を進める一方で、多角体への固定化量の検討、さらには多角体からのリリースがあ

るのかなど多角体の物理化学的性質の解明も進めている。多角体結晶に固定化された蛋白質の

表面密度推定、ダイナミクスおよび外来分子との相互作用を、蛍光相関測定、回転緩和測定など

の顕微蛍光測定法により評価した。多角体に固定化された蛍光蛋白質の回転緩和時間は約 30 ナ

ノ秒であり、これは溶液中に比べてわずか２倍程度にしか遅くなっていない。 

図１．多角体の立体構造 



 

固定化された蛋白が機能性を保持しているということは、これまでにも抗原・抗体反応や細胞増殖

実験から明らかにされてきたが、今回の結果は、蛋白の運動性の面から、固定化された蛋白の機

能性保持を裏付けるものである。 

 さらに、フェムト秒レーザープロセスにより多角体をパターニングし、その上で細胞を培養し、微細

パターン上での細胞増殖挙動について調べた。その結果、レーザープロセスを駆使した多角体の

パターニングにより、多角体の配列形状をミクロンオーダーで制御でき、多角体から細胞への情報

伝達様式をさらに詳細に明らかにできるとにらんでいる。 
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図 2. 細胞増殖実験結果： 

上段：細胞染色図、増殖実験後の細胞を染めた図 

中段：増殖アッセイ。CCK4 による増殖アッセイ結果 

下段：リン酸化アッセイ。MAPkinase のリン酸化を時系列で見た結果。 

 



 

３．研究実施体制 
（１）徳永・兼松グループ  

①研究者名 
徳永 史生（大阪大学大学院理学研究科 教授） 

②研究項目 
・レーザー分光法による多角体および細胞増殖・分化の評価 

概要：多角体蛋白モジュールにおいて、機能する蛋白の表面密度推定、蛋白ダイナミクス

および外来分子の相互作用の評価を、蛍光相関測定、回転緩和測定、過渡消光

測定などの蛍光測定法により実施した。また、多重分光情報（励起スペクトル、時間

プロファイル、蛍光スペクトル、光誘起変化等）イメージング装置を用い、自家蛍光と

蛍光マーカーを併用して、細胞増殖･分化のその場評価を試みた。 

 

（２）森グループ 

①研究者名 
森 肇（京都工繊大学繊維学部応用生物学科 教授） 

②研究項目 
・多角体モジュール作製および評価 

概要：多角体結晶の有効利用を目指し、立体構造に基づいた変異導入を試み、多角体結

晶の安定性の改変、さらに外来タンパク質の新規固定化法の開発を進める。細胞

増殖・分化因子を上記性質改変した多角体に固定化し、タンパク質固定化多角体

の有用性を高める。  

 

（３）開・増原グループ 

①研究者名 
開 祐司（京都大学再生医科学研究所 教授） 

②研究項目 
・細胞増殖・分化制御とレーザーマニピュレーション法の適用 

概要：これまで、多角体蛋白モジュールによる細胞増殖・分化の時空間的配列制御をめざ

して研究を進めている。本年度、その成果として細胞増殖促進を促す因子を導入し

た多角体を配置することで、細胞増殖を空間的に制御できることを実証した。さらに、

レーザーを利用したパターニング法を駆使し、細胞増殖の空間制御をデモンストレ

ーションした。  
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