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スマート創薬に向けたバイオリアクタプラットフォーム技術の開発 

〜多様な酵素触媒の活性を持続可能にするシャペロニン包括固定化技術〜  

 

研究者名：応用バイオ科学科  小池 あゆみ 

 

１．研究の目的 

医薬品、化成品、農薬、食品に利用する有機化合物（ファインケミカルズ）の構造は

複雑化し、合成開発の期間や研究費用が膨大になる課題がある。酵素反応は複雑な化合

物も異性体なく合成し、温和な反応条件ですすむ環境に優しい技術である。しかし、酵

素は環境変化で変性しやすく、このことは酵素利用における決定的弱点である。本研究

では、分子内空洞に多様な酵素を内包することが可能なシャペロニン GroEL を基板に固

定化し、その固定化シャペロニンに目的酵素を内包させることで間接的固定化を簡便に

行う方法の開発に取り組む。多様な固体表面に対する生体分子の固定化技術はライフサ

イエンス分野の中核技術の１つであり、機能を維持した状態で効率よく固定化すること

が求められているが、酵素毎の直接固定化方法の検討が必要であることに加え、多くの

場合その機能が低下する可能性が高い。本方法では、個々の酵素毎の直接固定化方法の

検討が不要となり、固定化による変性や化学的修飾による酵素の機能低下がないため、

多様な酵素を対象とした汎用性のあるバイオリアクタプラットフォームが構築できると

考えている。更に、シャペロニンのタンパク質再生能力により、自己修復可能な保存性

の高い持続的バイオリアクタプラットフォームを開発し、新規物質生産のためのチップ

開発を目指している。 

 

２．研究の必要性及び従来の研究 

代表的酵素の固定化技術のうち、主となるのは物理吸着で、簡便ではあるが、酵素の

向きを制御できず不活性化してしまう可能性もあり、また酵素の脱離も生じるため、高

い機能維持が実現できない問題がある。包括法では、酵素の固定化量の再現性に問題が

あり、また基質が膜内を拡散してしまう為に、測定時間がかかるという課題がある。一

方、担体結合法は既に医療用、食物用、環境計測用にと開発が進められているが、酵素

分子の官能基を利用して直接基板に固定するため、酵素分子が化学的に変化して活性が

低下するという課題がある。また、固定化した酵素と固体表面との相互作用により立体

構造変化の障害が生じてその機能が低下する場合もある。そこで、ストレプトアビジン

−ビオチンやヒスチジンタグ−Ni-NTA、グルタチオン−GST（Glutathione S-Transferase）

など生体分子の特異的な相互作用を利用して、酵素ととを結合させる手法もいろいろと

報告されている。 

さらに機能的な生体分子固定化法のために、生体分子と固定化基材表面との直接的な

相互作用を緩和させる目的で、介在タンパク質をクッション材として挿入した例もある。



Protein Data Bank（PDB）に登録された 10 万件を超えるタンパク質から①安定でコンパ

クトな構造をもち、②構造がシンメトリックであり、③末端の位置がアフィニティタグ

やタンパク質の連結に適していることを指標にクッションタンパク質候補を検索し、い

くつかの候補分子を見出してる。 

シャペロニンを酵素固定の『足場』として酵素固定化チップに応用した研究はこれま

でにない。シャペロニンはその空洞内に別のタンパク質を閉じ込めるが、閉じ込められ

たタンパク質は空洞内では化学的修飾もなく、固定もされていない。また、シャペロニ

ン内には広範囲のタンパク質が内包できるため、シャペロニンの固定化技術さえ確立で

きれば内包酵素の種類による検討が必要ない。さらにシャペロニンの本来の機能から、

内包したタンパク質を変性しないよう守るだけでなく、変性後に修復できると期待でき、

酵素固定化技術の新しい基盤分子として期待できる。 

 

３．期待される効果 

本研究は、以下の点で技術的優位性が期待できる。 

① 酵素活性持続性：シャペロニン複合体の開閉時間制御法を見出し、長時間維持

変異体ライブラリーを保有している。 

② 酵素反応効率：シャペロニンに内包した酵素は、放出されなくても酵素触媒反

応でき、生成物遊離が可能である。 

③ 固定化酵素の多様性：シャペロニンは推定で 60kDa までの大きさの多様なタン

パク質、化合物、直径 8 nm までの金属ナノ粒子を内包可能である。 

④ 変性酵素再生能：シャペロニンは変性した酵素の再生を介助する性質をもつ。 

⑤ メンテナンス効果：キレート剤の添加で Mg2+を除くと、内包物をシャペロニン

から強制的に放出できるため、シャペロニンの足場は再利用し、継続使用で傷ん

だ酵素は放出して新しい酵素と入れ替えるメンテナンスができる。 

 

４．研究の経過及び結果・評価 

複合体寿命が 12 日に延長された GroELD52,398A変異体、およびリング開口部に Cys

残基が挿入された GroELE308C変異体を用いて、ガラスとマイカの表面に GroEL を単層

に固定する条件を検討した。1 µΜ GroELD52,398Αを 15 分または 5分間静置したガラス

とマイカ表面には、GroEL 粒子が一面に結合して観察できた。5分間静置に比べて 15

分静置したガラス表面では、積層した GroEL 画像が観察された。GroELD52,398Αの濃度

が 0.1 µΜでは、ガラス、マイカともに GroEL の結合は疎であったが、5分間静置を

2 回繰り返すことで、ガラス表面に均等に結合させることができた（図１）。平均試

料高は 10 nm前後で、乾燥により GroEL 結晶構造の値（高さ 18 nm、幅 14 nm）より

小さくなったと考えられた。 

次に、GroEL に内包された酵素活性の安定性をロダネーゼを用いて検証した。1 µM 



GroEL、2 µM Rhodanese、25 mM Na2S2O3、250 mM Glucoseを HKM Buffer に添加し、

15 分間 60℃で熱処理した後、2 µM GroES、1 mM ATPを添加して、0～6 日間反応液

を 5 µLずつ分取し、ロダネーゼ活性を測定した。その結果、GroEL を加えた反応液

では 6日後もロダネーゼ活性を保持したが、加えていないものは 80 時間まで徐々に

活性が低下し、それ以降はほとんど活性を失った（図２A）。30 分間の熱処理後の残

存活性においても、GroELへの内包下では 50˚C まではほとんど活性に変化はなく、

GroELへの内包による酵素の安定化が証明できた（図２B）。 

 

 

 

 

 

５．今後の計画 

GroELD52,398A をガラスおよびマイカ表面に一層で結合する至適条件を決定した。今後は、

ロダネーゼを平板固定 GroEL に内包し酵素活性を測定するとともに、その際の酵素安定

性が、固定の有無で変化するかどうか検証する。 

 

６．研究成果の発表 

論文発表 

1. Yoda H., Koike-Takeshita A., TEM and STEM-EDS evaluation of metal nanoparticle 

encapsulation in GroEL/GroES complexes according to the reaction mechanism of 

図１ 固体基材表面 GroEL の SPM 観察像 
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図２ GroELに内包したロダネーゼの安定性 

(A) ロダネーゼ活性の経時変化 

(B) 熱処理後のロダネーゼ活性 



chaperonin., Microscopy, 70(3), 289-296 (2021) 

 

学会発表 

1. 増田 恵, 野村 弥南, 村越 のどか, 義原 千花歩, 小池 あゆみ, GroELに対するコ
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3. 前川 真純, 右田 恵, 依田 ひろみ, 玉腰 雅忠, 小池 あゆみ, Thermus 
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4. 前川 真純、右田 恵、依田 ひろみ、玉腰 雅忠、小池 あゆみ, Thermus thermophilus 

IV型線毛複合体のタンパク質間相互作用の解析, 第10回日本生物工学会東日本支部コロ

キウム, オンライン, 2022年3月10日  



 

 バーチャル・リアリティを活用した新規分子標的型薬物送達システムの構築

と制御 ～ナノマテリアルを用いた分子送達におけるタンパク質性カプセルの

評価と生体応用～ 

 

研究者名： 応用化学科 高村岳樹 

 

１．研究の目的（以下タイトルは、11ポイント、MSゴシック） 

炭素素材系の材料であるフラーレンやナノダイヤモンドを担体として用いる薬物輸送

の研究はこれまでにも広く行われてきており，それらの効果の有効性は大いに示され

て来たが，これらをもちいた応用研究はこれまで限定されている。例えば，アミノ化さ

れたフラーレンを遺伝子輸送担体として用い，効果的に実験動物のがんを縮小させる

例やナノダイヤモンドに抗がん剤であるドキソルビシンを吸着させた系での抗がん作

用の生体内持続性の延長効果などの今後の治療応用に期待される研究成果が報告され

ている。特にナノダイヤモンドはその表面にいくつかの官能基を有しており，それらを

制御することで，イオン性の化合物を表面に担持できる利点を有している。そこで、遺

伝子送達の第一の系として蛍光性オリゴヌクレオチドに着目し、その細胞内送達につ

いて検討するとともに、いくつかの名の炭素素材の有用性について検討した。 

 

２．研究の必要性及び従来の研究 

遺伝子治療に用いられる遺伝子送達の系においては，現在，多くの研究が行われている

ものの，その方法論はウィルスにターゲットとなる遺伝子を組み込ませるもの，リポソ

ームまたは合成ポリマーミセルなどに限られている。中でも界面活性剤ペプチドがマ

イクロ RNA(miRNA)の担体として用いられている系はその有用性から国内においてすで

にその複合体を用いた治験が開始されている。遺伝子治療においては，遺伝子（DNA ま

たは RNA）が，体内を送達中に DNAse や RNAse などの加水分解酵素により破壊されるの

を防ぐ必要があり，この目的のために，多くの提案がなされている。一方で，任意の遺

伝子を局所的に送達する技術はこれまでに報告例が極めて少ない。一方で，これらの研

究の応用展開は極めて限定的であり，その一因としては「水溶性薬剤」としての利用の

限界であると考えられる。すなわちナノ炭素化合物の水溶性の低さが，動物実験を用い

た in vivo の実験を行う際の障壁となっている。 

 

３．期待される効果 

ナノ炭素化合物のいくつかは蛍光性物質の蛍光発光を減弱させることが知られて

いる。そのため，短鎖 DNA に蛍光ラベルをもちいた FISH 法（蛍光オリゴヌクレオ

チドを用いた細胞内の遺伝子発現解析）が可能である。またド同様の手法を用いて



細胞内の遺伝子発現の抑制（RNA 干渉）について検討を行う。一方でナノ炭素化合

物の表面修飾と遺伝子送達効率の関連性については，これまでに明快な結論が得ら

れていないため，いくつかの修飾体を用意して，それらの細胞内送達の効率につい

て，その関連性を明らかとする。手始めにはナノダイヤモンドを用いて，その生理

条件での吸着様式の解明や，表面修飾（アミノ酸修飾など）による，吸着定数の変

化などの基礎的なデータを提供する。ナノ炭素化合物の遺伝毒性（細胞障害性）に

ついては不明な点も多くその検討を合わせて行う。 

 

４．研究の経過及び結果・評価 

いくつかのナノ炭素素材について検討を行った。用いたものはナノコロイドグラフ

ェン、蛍光性グラフェン、ナノダイヤモンドであり、いずれも市販のものを用いた。

用いた細胞は CHL 細胞である。このうち、ナノコロイドグラフェンは細胞毒性が強

く、2.5 µg/ml の濃度での投与により、細胞が 80 ％程度死滅した。しかしながら

それ以上の濃度の投与においても 80 ％以上の細胞死は観測されなかった。蛍光性

グラフェンは、サイズが大きいため、細胞内への侵入は観測されなかった。しかし

ながら、細胞に対する毒性は有しており、15 µg/mL 程度の濃度で約半数の細胞が死

滅した。一方、ナノダイヤモンドは両者の化合物の中間に位置する細胞毒性能力を

示した。用いたナノダイヤモンドでは約 8 µg/mL での半数致死値を示したが、1〜5 

µg/mL の濃度では 80％以上が生存しており、その間での細胞処理は可能であること

がわかった。ナノダイヤモンドに蛍光性オリゴヌクレオチドを吸着させ、細胞へ投

与したところ、オリゴヌクレオチドは細胞質全体に分布し、一部核の周辺に集積す

る様子が観測された。このため、ナノダイヤモンドは細胞内へ侵入することが可能

であることがわかった。またナノグラフェンの細胞毒性は、そのメカニズムが不明

であるため、より詳細な検討が必要となる。さらの今後ナノダイヤモンドの分散性

などを調整することでより扱いやすい担体となることが期待される。 

  

 

５．今後の計画 

細胞内へ適したナノ炭素素材の選出が可能となった。またオリゴヌクレオチドを十

NDによる蛍光オリ

DAPI

染色 
 

図 ナノ炭素素材の細胞毒性 

   

図 蛍光性オリゴヌクレオチド担持ナノダ

イヤモンドの細胞内送達 



分に送達できることが明らかとなったため、RNAi 効果などの機能性のオリゴヌク

レオチドの送達を試みる。また、タンパク質性カプセルを用いた核内送達について

も検討を行う 
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カンピロバクター・ジェジュニの新たな運動性評価方法の開発 

と運動阻害薬および阻害方法のスクリーニング 

 

研究者名：管理栄養学科 澤井淳 

 

１．研究の目的 

細菌性食中毒においてカンピロバクターの発生件数は現在 1 位であり、効果的な対策が

見つかっていない。カンピロバクターは熱や乾燥に対する耐性は低いものの、微好気性細菌

であるため、高い運動性により表面から表面近傍の食品内部に移動し、バイオフィルムを形

成し食中毒・感染症の原因となる。そのため本菌が表面から食品内部への移動を抑制するこ

とが、極めて重要な食中毒・感染症予防につながり、つまるところ、カンピロバクターの運

動性を阻害することがキーポイントとなる。本研究では、従来の 2 次元での細菌の運動性評

価ではなく、濾紙を利用し食肉・食材中への移動を想定した細孔中での 3 次元的な条件下で

の運動性＋バイオフィルム形成能の評価方法の確立を第一の目的とする。そして、この評価

方法を利用し、カンピロバクターの運動性の阻害に有効な天然抗菌物質および濃度、また物

理的非加熱手法のスクリーニングを行う。さらに、実際の食肉を利用して、食肉表面にカン

ピロバクターを塗布し、天然抗菌物質および物理的処理を行い、運動性が阻害できるかどう

か検討し、カンピロバクターの新たな制御手法を提示することを最終目的とする。 

 

２．研究の必要性及び従来の研究 

カンピロバクターは両端に鞭毛を持ち、活発に運動する菌である。この高い運動性が食品

内部への移動を可能としている。しかし食中毒・感染症の元となる環境中でのカンピロバク

ターの運動性の研究は、決して多くない。特にその運動性は寒天平板上での 2 次元での泳動

能力のみで評価されている 1-3)。この評価では菌が寒天平板上で形成したコロニーが大きけ

れば、2 次元的に広範囲に泳ぐことができ、運動性が高いこととなる。しかし、食品は 3 次

元的な構造であり、表面の毛穴や細胞のすき間、微細な傷の中を泳動し食品内部に入り込ん

でバイオフィルムを形成する能力を評価しなければ、実際の食品への感染能力の評価をす

ることはできない。大腸菌や枯草菌なども鞭毛を有し高い泳動能力を持っている。これらの

菌との 2 次元での相対的な評価だけでは、カンピロバクターの食品への侵入および現在の

食中毒の拡大は説明できない。カンピロバクターの運動特性を食品中への移動を想定した

系において、運動の方向性や細孔中などの 3 次元な条件下での運動性をどのように評価し、

カンピロバクターの制御に繋げるかということが必要とされている。 

 

３．期待される効果 

従来の寒天平板の使用に加えフィルターを使用し 3 次元的な運動性とBF 形成を評価出来

る新しい技術を開発する。こうした新しい技術は菌を死滅させるという従来の評価だけで



なく、運動性を阻害するという新たな制御方法を提示し、

微生物制御および食品衛生分野全体に波及効果をもたら

すと期待される。 
 
４. 研究の経過及び結果・評価 

昨年度（2022年）は、濾紙（0.3, 0.45 µm）を利用して、

細孔中を通した 3 次元的な条件下での、Campylobacter 

jejuni の運動性の評価方法の確立が達成出来た(図１)。今

年度は、その評価方法を用いて、C. jejuni の運動性の阻

害物質をスクリーニングすることを目的とした。ただし、

コロナ禍により、0.45 µm 孔径の滅菌用フィルターの需

要が逼迫し、入試困難となった。そこで、今年度は 0.3µm

孔径のろ紙のみを用いて行った。 

対象物質として、エッセンシャルオイルであるタイム

チモールとオレガノワイルドを使用した。エッセンシャ

ルオイルを無水エタノール（1 mL）に溶解後、滅菌水で

希釈して 50 %水溶液を調製した。供試菌として C. jejuni 

ATCC 29428 を使用した。約 105 

CFU/mLに調製した菌液をCCDA

培地に塗布し、培養（微好気条件, 

37 ℃, 48 h）した。形成したコロニー

の上に 0.3 μmのニトロセルロース製

のろ紙を 1 枚のせた。シャーレの蓋

に調製したオレガノワイルドまたは

タイムチモール水溶液を染み込ませ

た 10 mm径 のペーパーディスク

をのせ、蓋をした。CCDA培地に

パラフィルムを巻くものと巻か

ないものを分けて作り、培養（微好

気性条件, 37 ℃, 48 h）した。培養後、

CCDA 培地のろ紙上のコロニーを目視で観察した。なお、1 枚のペーパーディスクに対し

100 μL のタイムチモールおよびオレガノワイルドをそれぞれ染み込ませ、1 ~ 3 枚蓋に置い

た場合を検討した。 

消毒用アルコール(70 %)は、培養（微好気性条件, 37 ℃, 48 h）した C. jejuni のコロニーに

70 %アルコールを噴霧した。その上に 0.3 μm のろ紙を 1枚のせ、培養（微好気条件, 37 ℃, 

48 h）した。なお、アルコールは 1回の噴霧を 100 μL とし、1 ~ 3回と検討した。  
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図 1 評価方法 

コントロール(滅菌水)

70%アルコール

100μL 200μL 300μL

〇

〇

〇

〇

〇

〇

① ② ① ② ① ②

コントロール(滅菌水) 〇 〇 〇 〇 〇 〇

オレガノワイルド × 〇 〇 × × ×

タイムチモール 〇 〇 〇 × × ×

〇: コロニーが形成された ➀: パラフィルム有り

×  : コロニーが形成されなかった ②: パラフィルム無し

100μL 200μL 300μL

表 1  C. jejuni の運動性に精油が及ぼす影響 

  

表 2  C. jejuni の運動性に消毒用エタノール（70%）が及ぼす影響 

  



表 1 より、コントロール全てにコロニーが形成されていることから、パラフィルムの有無

は実験に影響を与えないと考えた。100 μL のタイムチモールおよびオレガノワイルドを染

み込ませた場合では①, ②ともにコロニーが形成されていた。しかしながら、200 μL の場合

ではパラフィルムをつけた①のみでコロニーが形成された。300 μL の場合では①, ②ともに

コロニーを形成しなかった。タイムチモールおよびオレガノワイルドは、エッセンシャルオ

イルであり揮発して抗菌活性を示す。従って、一定の揮発濃度以上で C. jejuni の運動性を阻

害できる可能性が示唆された。 

一方、100 ~ 300 μL の 70 %アルコールを噴霧しても全てでコロニーを形成した（表 2）。

これは、CCDA培地に C. jejuni を生育するための十分な栄養分および水分が存在し、アルコ

ールの作用が消失したためだと考える。従って、食品工場において噴霧しているアルコール

は C. jejuni の運動性を阻害するには有効な手段とはいえないことが分かった。 

本研究において、C. jejuni の運動性を阻害する物質のスクリーニングが可能であることが

示唆された。 

 

５. 今後の計画 

本研究のタイムテーブルは以下の通りである。 

1. カンピロバクターの運動性の評価方法の開発（2020年度） 

2. 運動性を阻害する天然抗菌物質および物理的処理方法のスクリーニング(2021年度) 

3. 実食肉における評価（2022年度） 

ただし、本学の学内研究資金配分の配分方針の変更により、本研究への予算は、今年度

(2021 年度)をもって打ち切りとなり、本研究も中止となる。 

 

６. 研究成果の発表 

〇 Tsukada, H., Akimoto, T., Fukikoshi, N., Wada, R., and Sawai, J.: Antibiofilm effects of heated 

scallop-shell powder on Campylobacter jejuni biofilms. Membranes, 12 (1) 43 (2022. 1) 
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