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１．日本側の研究実施体制 
 
ワークパッケージ① 既存の分割蛍光蛋白質・酵素系を用いた人工受容体の創出 
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研究計画策定を含む全般 
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タンパク質発現精製を含む実験全般 
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構・主任研究員 

タンパク質の進化を含む実験全般 

 

ワークパッケージ② 新規ホモジニアス免疫測定系に基づく人工受容体の開発 
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ワークパッケージ③ 新規相互作用検出系に基づく人工受容体の開発 
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ワークパッケージ⑤ プロトセル内信号増幅系の開発 
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２．日本側研究チームの実施概要 

 

 本年度は研究開始年度であり，年頭に他業務で訪問するシンガポールでミーティングを行い，

今後の方針を確認した。その後も，月一回東工大—A*STAR 間で Skype を用いたミーティング

を行い，緊密な情報交換を行った。 

 主な成果としては，プロトセルへ適用する際にモデルとなるセンサー蛋白質として，抗原添加

によりその蛍光強度が増大する融合タンパク質の構築が挙げられる。骨代謝マーカーであるオス

テオカルシンを認識する抗体 KTM219 の一本鎖可変領域 scFv を用いて，リンカー部分に円順列

変異 GFP を挿入し，抗原依存的に最大４倍の蛍光増加を示す融合タンパク質を構築することに

成功した。 

 また，プロトセルに適用可能な免疫測定用酵素として，大腸菌βグルクロニダーゼ(GUS)遺伝

子の N 末側に，低分子抗原を認識する抗体の二つの可変領域ドメイン VH, VL をリンカーを介し

て結合させた，二つの融合タンパク質を作製した。この際，元来４量体で存在する GUS のドメ

イン間相互作用を弱めるため，その界面に存在する２残基に変異を導入し，抗原非存在時の相互

作用を低減させた。モデル低分子 NP (4-hydroxy-3-nitrophenacetyl)に対する抗体を用いた 2

種類のコンストラクト(VH-GUSm, VL-GUSm)を大腸菌で発現・精製し，抗原有無の条件で酵素

活性を吸光・蛍光基質で測定したところ，抗原依存的な最大５倍の活性上昇が，発色ならびに蛍

光基質を用いた活性測定で観察された。また比活性も野生型酵素の 50%程度保持されており，

測定時間は最短で 10 分程度であったことから，今後のプロトセル系への応用が期待できる。 

 

 


