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研究課題別評価 

 

１．研究課題名：複数のサブユニットから成るテーラーメイド人工酵素の創製 

 

２．研究者氏名：森井 孝 

 

３．研究の狙い： 

 生体内での化学反応を制御し、環境に優しい化学反応を行う酵素を人工的に作ることが出来れ

ば、産業的にも医学的にも大きな意味を持つ。有機合成化学によって多段階的に機能性分子を

合成するように、タンパク質や RNA をもとにした組織体を段階的に機能化することによって、望み

とする基質選択性・化学反応性を持つテーラーメイド酵素を作製することはできないか、という考

えが本研究の発端である。段階的に機能性組織体を構築するための土台として、二つの生体高

分子サブユニットを組み合わせた機能性スモールドメインを作製した。それぞれのサブユニットに

ライブラリー法を適用し、目的の基質に最適な分子認識場・化学反応場を段階的に設計し、任意

の基質に対する人工酵素を設計するための新しい方法論を開発するとともに、ポスト・ゲノム科学

において重要と考えられる、生体内シグナル伝達の検出・制御が可能な機能性素子を創製するこ

とを目指した。 

 

４．研究結果： 

 合目的なテーラーメイド酵素作製法を確立するためには、二つのサブユニットからなる組織体を、

段階的に機能化する方法論を確立する必要がある。さきがけ研究では、まず、RNA とペプチドの

ふたつのサブユニットから形成される生体高分子スモールドメインをもとにして、それぞれのサブ

ユニットを段階的に機能化し、テーラーメイドリセプターを構築する方法論の開発を行った。即ち、

段階的に機能化する方法論を確立した後、テーラーメイド・リセプターを土台としてテーラーメイド

酵素を作製する、という戦略である。 

 

4.1 テーラーメイドリセプターを作製する方法の開発 

 段階的機能化法の第一段階として、RNA サブユニットを機能化することにより、テーラーメイドリ

セプターを作製する方法を開発した。既知の RNA とペプチド複合体の三次元構造（Rev－RRE）を

もとにして、二つのサブユニットからなる生体高分子組織体を設計した。標的分子との結合ポケッ

トを作製するための 20 もしくは 30 塩基ランダム塩基配列部位（約 1012～1018 種類）とペプチド結合

部を持つ RNA サブユニットおよび、RNA サブユニットと特異的に結合するペプチドサブユニットを

合成し、それらの複合体リボヌクレオペプチド（RNP）ライブラリーから標的分子アデノシン三リン酸

（ATP）と結合するリボヌクレオペプチドを得た。20塩基のRNA ランダム塩基領域をもとにしたATP

結合性 RNP リセプターは、16 μM の解離定数で ATP に結合し、ATP と他のヌクレオチド三リン酸

（CTP、GTP および UTP）を識別した。30 塩基の RNA ライブラリーを用いた場合には ATP リセプタ

ーとして機能するコンセンサス配列は 20 塩基の場合と同じであったが、得られたリボヌクレオチド

リセプターのATP に対する親和性は増大した。また、RNA サブユニットライブラリーから作製したリ

ボヌクレオペプチド・ライブラリーをもとにして、リン酸化チロシンおよびニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチド（NAD+）に結合するリボヌクレオペプチド・リセプターを作製することに成功した。 
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4.2  ATP 結合性 RNP リセプターの第二段階機能化 

 ATP 結合性 RNP リセプターの第二段階機能化は、ファージディスプレイ法を用いてペプチドサブ

ユニットをライブラリー化することにより行った。ペプチドサブユニットの N末端に７アミノ酸からなる

ランダムなアミノ酸配列を付加したペプチドライブラリー（約109 種類）をファージディスプレイ法によ

り作成し、ATP 結合性 RNP リセプターの RNA サブユニットと複合体を形成することにより、RNP ラ

イブラリーを作製した。この RNP ライブラリーから、ATP とCTP、UTP、GTP が識別できるだけでな

く、dATP には結合しない、即ち、アデノシン三リン酸の糖部が識別可能なリボヌクレオペプチドリ

セプターを得た。 

 これらの結果から、ペプチドサブユニットをライブラリー化する方法論を用いて、まず(1)ATP 塩

基部分を認識する結合ポケットを作製し、次に(2)ATP のリボース部分を認識するポケットを作製

する、というRNA-ペプチド複合体リセプターの段階的分子認識機能進化が可能であることが実証

できた。 

 

4.3  RNP リセプターを用いたセンサーの開発 

 RNP リセプターは RNA とペプチドのサブユニットから形成されるため、ペプチドサブユニットを容

易に化学修飾することができる。この特長を生かして、リボヌクレオペプチド・リセプターのペプチド

サブユニットを、蛍光分子を付加したペプチドサブユニットに変換することにより、非常に簡単にリ

セプターからセンサーへと機能変換する方法論を開発した。 

 

4.4 タンパク質をもとにした二つのサブユニットからなる機能性組織体 

 RNA とペプチドの二つのサブユニットからなる複合体をもとにして、段階的機能化法を用いること

により、テーラーメイドリセプターが作製できることが明らかになったが、同様の手法は、タンパク

質をもとにした二つのサブユニットからなる機能性組織体についても、適用できると考えられる。さ

きがけ研究では天然のタンパク質複合体を用いるのではなく、天然のタンパク質ドメインをふたつ

に分割したのち、再構築することによって、二つのサブユニットからなるタンパク質ドメインを作製

した。 

 PH ドメインは約 120 アミノ酸からなる安定なタンパク質であり、イノシトール三リン酸に対して高

い親和性を持っている。本研究では PH ドメインを二つのサブユニットに分割し、それぞれにコイル

ドコイルを付加することによって、再構築を可能にした。再構築したスプリットPH ドメインはイノシト

ール三リン酸（IP3）に対して強く結合し、かつL-IP3とは結合しないというもとの PH ドメインと同様の

特性を示すことから、機能再構築が可能であることが実証された。 

 

4.5 PH ドメインを用いた蛍光センサー 

 スプリットPH ドメインの土台として用いた PH ドメインタンパク質は、イノシトール三リン酸（IP3）と

選択的に結合することが知られている。コンピューター・ケミストリーにより、PH ドメイン中の IP3 結

合領域周辺での蛍光分子導入可能な位置を探索し、蛍光分子導入のためのシステインへのアミ

ノ酸変異 PH ドメイン作製、蛍光分子による化学修飾、そして機能評価という過程を経て、天然の

タンパク質を蛍光センサーへと変換することに成功した。水溶液中で使用可能な IP3 センサーとし

ては、初めての例であり、本研究成果は Science 誌の Editors' Choice（2002 , 295, 931）でも紹介さ
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れた。結合ポケットに蛍光分子を内包させて準安定状態を形成させることにより標的分子 IP3 への

選択性を向上させる、という概念のもとに分子設計を行い、天然の PH ドメインよりも高い IP3 選択

性を示す光学的 IP3 センサーが得られた。 

 IP3 センサーに細胞導入ペプチド（9 つのアルギニン配列）を付加することにより、細胞内で IP3 を

可視・定量化できることが明らかになり、刺激に応じて細胞内カルシウム濃度と連動した細胞内

IP3 濃度変化を検出することが出来た。 

 

５．自己評価： 

5.1 テーラーメイドリセプターを作製する方法の開発 

既に、Szostakらが 120 塩基からなるランダム RNA 配列を用いて、RNA 分子のみからなるATP

リセプターを作製しているが、120 塩基ランダム RNA 配列は約 1072 種類もの組み合わせがあるた

め、すべての分子種を含んだライブラリーを作製できないことが実用上の問題であった。本研究で

は、安定な三次元構造を保持するために RNA-ペプチド複合体をもとにして、RNA サブユニットの

うちわずか 20 塩基をライブラリー化することで、RNA サブユニットとペプチドサブユニットからなる

ATP を認識する組織体を作製することに初めて成功した。 

 リセプター機能を持つ RNA-ペプチド複合体（リボヌクレオペプチド）の作製は、本研究が初めて

の例であり、近年、生体内の RNA-ペプチド複合体リボソームの機能が注目を集めていることから

も、今後の展開が期待される。 

 

5.2  ATP 結合性 RNP リセプターの段階的機能化 

従来、段階的機能進化を行う際、三次元構造が明らかなリセプターや酵素の場合は、有効であ

ると考えられる場所に点変異を導入する方法がとられてきたが、既存機能を保持しながら新規機

能を付加することが困難であった。本研究の手法では、リセプターを作製する際に、段階的に認

識面を作製する事が可能であり、より柔軟性のある機能設計が可能になった。これまでに開発し

た方法論を用いて、「化学反応の出発物質に結合するが、生成物との結合能は低い」RNP リセプ

ターを作製し、段階的機能化法によって、「化学反応の遷移状態に結合するが生成物との結合能

は低い」分子認識能を付加することにより、テーラーメイド酵素が作製できると考えている。現在ま

でに、リン酸化チロシン含有アミノ酸配列に結合するリボヌクレオペプチドの作製には成功してお

り、今後、リン酸化チロシン含有アミノ酸配列の加水分解遷移状態アナログにも結合するように、

ペプチドサブユニットの段階的機能進化を試みる。 

 

5.3  RNP リセプターを用いたセンサーの開発 

従来の分子センサー作製法では、リセプターを作製した後に蛍光分子で化学修飾して機能評

価をすることが必要であり、リセプターが容易に手に入る場合でもセンサーへと機能変換するため

には多大な労力が必要であった。これらに対して、本手法はテーラーメイドリセプターの機能を損

なうことなく分子センサーを作製するための効率的な手段となる。この手法により、様々な生理活

性物質、タンパク質に対して、「選択的結合をおこなう」、「幅広い濃度範囲での検出が可能」、「リ

ガンド結合時に蛍光強度変化が大きい」、そして「望みとする波長で発光する」テーラーメイドセン

サー素子が簡便に作製できると期待される。 
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5.4 タンパク質をもとにした二つのサブユニットからなる機能性組織体 

タンパク質ドメインを分割したのち再構築するという概念はすでに報告されており、本研究はそ

の延長線上にあるが PH ドメインについては本研究が最初の例である。この発見は、天然タンパク

質 PH ドメインに段階的・協奏的機能進化法が適用できる可能性を示している。 

 

5.5 PH ドメインを用いた蛍光センサー 

本研究の遂行中に、細胞内でIP3 を可視化する方法としてPH ドメインに蛍光性タンパク質 GFP

を融合させたPH-GFP を用いる方法が他の研究グループにより発表された。この方法は、膜表面

のホスファチジルイノシトール（PIP2）に結合した PH-GFP をマーカーとしており、このマーカーが

PIP2 の加水分解により生成した IP3 に結合することでセンシングを可能にしている。この方法では

IP3 濃度変化に対応した蛍光強度変化が測定できなかったが、本さきがけ研究において、IP3 濃度

変化の測定を可能とした。基本骨格として用いた IP3 センサー（3.2）の IP3 選択性は細胞内導入ペ

プチドを付加した細胞内 IP3 センサーにおいても保持されており、細胞膜に存在するPIP2 に対して

天然の PH ドメインは強く結合するが、細胞内 IP3 センサーの PIP2 に対する結合はほとんど観測さ

れなかったことからも、IP3 に選択的な細胞内リアルタイムセンサーへの活用が期待される。 

 

5.6 まとめ 

 さきがけ研究の三年間において、我々は RNA とペプチドもしくはタンパク質をもとにした、二つの

サブユニットから形成される組織体を段階的に機能化する方法論を開発した。この方法論を用い

て、ATP、NAD+、リン酸化チロシン含有ペプチドに対するテーラーメイドリセプターを作製すること

に成功した。また、リセプターをもとにしてテーラーメイド・センサーを作製する方法論を開発した。

この方法論により、多様な種類の生理活性物質やタンパク質に対してリボヌクレオペプチド・セン

サーを作製し、生理活性物質および環境因子を微量・迅速に計測できるマイクロアレイや細胞内

バイオセンサーが開発できると考えている。 

 二つのサブユニットからなるテーラーメイド酵素作製法を確立するためには、未だにいくつかの

課題が残されている。まず、二つのサブユニットが有効に触媒機能に寄与できるように、基質の配

向性を制御する方法論の開発が必要である。また、現在進行中の研究では、テーラーメイド酵素

を作製するために「出発物質」と「化学反応の遷移状態アナログ」には親和性が高く、「生成物」に

は親和性が低いという性質のリボヌクレオペプチドを作製している。今後は、さきがけ研究で開発

した方法論を用いてテーラーメイド酵素が作製できるかを検証するとともに、天然の酵素に見られ

る「化学反応を触媒する過程で活性部位の構造変化を伴う」という特徴を設計することにより、新

しい酵素作製法を提唱することを目標としたい。 

 

６．研究総括の見解： 

 基質認識と反応性のサブユニットを組み合わせたセンサー、人工酵素の設計と製作を行い、い

くつかのペプチドセンサーを製作することで、段階的な機能追加が可能であることを示した。人工

酵素製作だけでなく、この方法によるセンサーなどの応用展開にも期待したい。 
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