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概要  ＥＡ(600字～800字程度にまとめてください) 

 

  

 本研究では、蛋白質の熱安定性、プロテアーゼ耐性を向上させるための新しい蛋白質改変技術を開発し、蛋白

質安定化のための指針を提供することを目的とする。蛋白質の N 末端と C 末端を蛋白質連結酵素（ペプチド転移

酵素）で連結し、環状化蛋白質にすることで安定性を大幅に向上させるというアプローチを用いる。Sortase と呼ば

れる蛋白質連結酵素は LPXTG配列の C末端と GGG配列の N末端を連結する反応を触媒する。環状化させたい目

的蛋白質の N末端に GG配列、C末端に LPXTG配列を付与するだけで、Sortase を添加するとその蛋白質の N末

端と C末端が連結され、蛋白質を環状化する事が出来る。 

 初めに、モデルタンパク質として EGFP及び DHFR を選択し、このタンパク質に上記の Sortaseの認識配列を付加

した組換えタンパク質を発現・精製した。これらのタンパク質に Sortase を添加すると、環状化反応が起こることが

確認できた。そこで、この環状化タンパク質の熱安定性を調べたところ、変性温度が約１０℃ほど向上していること

が分かった。以上より、本手法はタンパク質の安定性を向上させる優れた手法であることが分かった。 

 続いて、本手法の汎用性を検討するために、いくつかのタンパク質について環状化が可能であるかどうか検討し

た。すると、シングルドメイン抗体は環状化に成功したものの、比較的分子量の大きいβグルコシダーゼ等の酵素

は環状化反応が進みにくいという結果になった。これは、立体障害により環状化反応が阻害されていると示唆さ

れ、環状化反応を進めるためのリンカーデザインが重要であることが示された。 

 また、本手法を生きた細胞内に応用するために、Sortase の発現ベクターを構築した。これらを大腸菌、酵母、そ

れから動物細胞で発現を検討したところ、大腸菌では多量の発現が認められたが、酵母ではその発現量は少な

く、動物細胞に至ってはごく微量であった。それぞれの細胞内で酵素活性を調べると、大腸菌では活性を持ってい

たが、酵母及び動物細胞ではごくわずかな活性のみであった。以上より、活性を持った酵素を大量に発現させるこ

とが今後の課題であり、また細胞内への応用につながると期待できる。 
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欧文概要ＥＺ  

 

 The aim of this study is to establish enzyme-mediated protein stabilization and its application inside living cells. We have 

focused on Sortase, a transpeptidase. Sortase recognizes LPXTG amino acid sequences and cleaves between T and G, and then lig ated 

with N-terminal polyglycine sequences. Our strategy is that the substrate sequences, i.e., LPXTG and GGG sequences, are introduced 

both N- and C-terminus of the target protein. Then Sortase allows to conjugate its N- and C-terminus and produces the circular 

protein. EGFP and DHFR were chosen as model proteins and these substrate tags appended EGFP and DHFR were successfully conjugated 

by Soprtase and circular EGFP and circular DHFR were obtained. Then the thermal stability of these circular proteins were 

significantly improved, suggesting our strategy is very useful for protein stabilization. The optimal linker design between 

N-terminal and C-terminal is one of the issue for expanding versatility of this method, 

 In the application inside cells, we tried to express sortase inside E.coli, yeast and mammalian cells. Overexpression can be 

achieved inside E.coli, however, the expression levels inside yeast and mammalian cells were quite low, Although enzymatic 

activity was observed inside all cells, the improvement of expression levels retaining its enzymatic activity should be required.  

 

 


