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人工タンパク質ナノブロック複合体の設計開発

小林 直也 1, 2，川上 了史 3，新井 亮一 1, 4, 5

1. はじめに

生命活動は，タンパク質や核酸，糖，脂質などのさまざ
まな自己組織化能力を持つ生体分子によって営まれてい
る．タンパク質は生体分子の中で最も高度な機能を有する
ものであるが，それらがナノスケールの超分子複合体を形
成することで，単量体よりさらに複雑で多彩な機能を発揮
することができるようになる．このようなタンパク質複合
体を人工的にデザインし，望みの構造や機能を創出するこ
とができるようになれば，生化学や合成生物学分野の研究
の進展および医薬品開発やナノテクノロジーの発展等に大
きく貢献できると考えられる．
人工タンパク質複合体のデザインは，複合体構造形成に

多くの相互作用が関与するために非常に複雑で，現在にお

いても大変困難な課題である．これまでに，人工的にタン
パク質複合体を設計開発する研究は2000年ごろからいく
つか行われてきたが，近年飛躍的に研究が進展してきてお
り，世界的にも非常にホットな研究領域である 1, 2）．
タンパク質をナノスケールのブロックとして利用し，人
工的にタンパク質複合体を設計構築するための生化学およ
びバイオテクノロジー研究の主な戦略については，たとえ
ば以下のようなものがあげられる（図1）1）．
①対称的多量体化ドメイン融合タンパク質の自己組織化 3）

②ドメインスワップによるタンパク質の多量体化 4）

③コイルドコイルペプチドによる自己組織化 5）

④金属イオン配位部位導入によるタンパク質の会合 6）

⑤計算機によるタンパク質間相互作用面のデザイン 7）

特に最近では，計算科学による人工タンパク質デザイン
の目覚ましい発展により，新たなタンパク質複合体を高精
度にデザインできるようになってきていることは特筆すべ
きことである 7）．
その他にも化学修飾法を利用した方法等もさまざま報告
されているが 8），本稿では，主に①の戦略の自己組織化融
合タンパク質の設計開発について，筆者らの取り組みを中
心に紹介させていただきたい．

2. 人工タンパク質WA20を用いたタンパク質ナノブ
ロックによる多様な複合体構造の設計構築

近年，筆者（小林，新井）らは，バイナリーパターン
法（親水性と疎水性の2種類のアミノ酸残基の繰り返し
配列パターンの設計により人工タンパク質をデザインす
る方法）9）により創出された新規人工タンパク質（de novo 
protein） WA20が，分子間フォールディング4本ヘリック
ス2量体構造（PDB：3VJF）を形成することを解明し（図
2A）10），この特徴的構造を活かしたタンパク質ナノブロッ
ク（protein nanobuilding block：PN-Block）を設計開発して
きた．研究のコンセプトは，おもちゃのブロック遊びのよ
うに，単純かつ少種類の基本ブロックを開発し，それらを
組み合わせることで，多様なナノ構造複合体を創出するこ
とを基本戦略としている．
まず，人工タンパク質WA20を利用したタンパク質ナノ

ブロック（PN-Block）として，WA20を辺のパーツに，T4
ファージfibritinの3量体形成ドメイン foldonを頂点のパー
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ツに用いて，両者を遺伝子工学的につなげた融合タンパ
ク質WA20-foldonを設計開発した（図2B）11）．タンパク質
ナノブロックWA20-foldonを大腸菌で発現，精製し，na-
tive PAGE等により分析したところ，多量体化により4種
類ほどの複合体構造を形成していた．これらを分離精製
し，サイズ排除クロマトグラフィー‒多角度光散乱（SEC-
MALS），超遠心分析（AUC），小角X線散乱（SAXS）等
により分子量を測定して会合数を求めたところ，各複合
体は，それぞれ6量体，12量体，18量体，24量体であり，
WA20-foldonがデザインどおりに，2量体の辺（WA20）と
3量体の頂点（foldon）が互いに過不足なく幾何学的に組
み合わさることで，2と3の公倍数である6の倍数量体の
複合体を安定的に形成することが示された（図2B）．ま
た，SAXSによるモデリング解析により，6量体と12量体

のナノ構造複合体の概形構造は，それぞれ樽型（ラグビー
ボール型）構造，正四面体型（テトラポッド型）構造であ
ることが示唆された．
さらに最近，新たなタンパク質ナノブロックとして，2
個の新規人工タンパク質WA20をペプチドリンカーで直
列につないだタンデムWA20（extender PN-Block：ePN-
Block）を開発し，鎖状伸長多量体構造を構築した（図
2C）12）．ePN-Blockを大腸菌により発現，精製し，SAXS
やSEC-MALS，電子顕微鏡観察等，さまざまな実験解析
を行ったところ，ePN-Blockが自己組織的に高次構造を作
り，環鎖状とみられる多量体（2～5量体等）を形成して
いた．次に，WA20単体（stopper PN-Block：sPN-Block）
と混合して，変性・リフォールディングすることにより，
2種類のタンパク質ナノブロックePN-Blockと sPN-Block

図1 タンパク質をナノスケールのブロックとして利用した人工タンパク質複合体設計構築の研究戦略概念図
［Elsevierより許諾を得て，文献1）より図を改変して転載．©2017 Elsevier.］



257

生化学 第 91巻第 2号（2019）

図2 人工タンパク質WA20を用いたタンパク質ナノブロック複合体の設計構築
（A）新規人工タンパク質WA20の立体構造．分子間フォールディング4本ヘリックス2量体構造（PDB：3VJF）．（B）
タンパク質ナノブロックWA20-foldon（2量体形成人工タンパク質WA20とバクテリオファージT4 fibritinの3量体形
成 foldonドメインとの融合タンパク質）の設計開発および多面体型ナノ構造複合体の自己組織化による形成．（C）
タンパク質ナノブロックePN-Block（タンデムWA20）の環鎖状多量体形成および sPN-Block（WA20）も組み合わせ
た変性・再構成による直鎖状異種複合体esPN-Blockの形成．［米国化学会より許諾を得て，文献11, 12）より図を改
変して転載．©2015, 2018 American Chemical Society．］

図3 サッカーボール型タンパク質複合体ナノ粒子TIP60の設計開発
（A）海洋メタゲノム由来のLSm類似5量体タンパク質（LSm）とヒト由来myosin Xの2量体化ドメイン（MyoX-

coil）との融合タンパク質の設計．それぞれ四角形で囲まれた領域がパーツの構成単位で，この部分を連結して融合
タンパク質を構築した．（B）自己組織化によるタンパク質複合体ナノ粒子TIP60の構造形成の模式図．［Wileyより
許諾を得て，文献13） より図を改変して転載．©2018 Wiley．］
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を組み合わせる再構成を行った．その結果，異種複合体
（esPN-Block）の構築に成功し，環鎖状から直鎖状フォー
ムへと構造が大きく変化することが示唆された（図2C）．
さらに，この直鎖状複合体（esPN-Block）に金属イオン
（Ni2＋）を添加したところ，基盤上で自己組織的に集合し
て超分子ナノ構造複合体を形成し，ナノスケール構造を原
子間力顕微鏡で観察することができた．

3. サッカーボール型タンパク質複合体ナノ粒子TIP60
の設計開発

また最近，筆者（川上）らによって，海洋メタゲノム
由来のLSm類似5量体タンパク質（PDB：3BY7）と，ヒ
ト由来myosin Xの逆平行コイルドコイル2量体化ドメイン
MyoX-coil（PDB：2LW9）とを連結した人工融合タンパク
質から自己組織化される切頂二十面体型（サッカーボール
型）のタンパク質複合体ナノ粒子TIP60（truncated icosahe-
dral protein composed of 60-mer fusion proteins）が設計開発
された 13）．SAXSやSEC-MALS，電子顕微鏡観察等，さま
ざまな実験解析を行ったところ，TIP60は設計どおりに60
量体の均一性の高い中空球状タンパク質複合体ナノ粒子を
形成していることが明らかとなった（図3）．さらに，Cys
残基を導入した変異体を利用して，ナノ粒子の内部または
外部表面を蛍光色素などの低分子化合物で特異的に修飾す
ることが可能であり，将来的には新たなナノ分子材料やド
ラッグデリバリーシステムなどさまざまな応用開発も期待
される．

4. おわりに

今後，特徴的構造や機能を持つタンパク質ナノブロッ
クを設計開発し，それらを自在に組み合わせていくことに
よって，天然タンパク質では実現できないような多様な超
分子構造や機能性を持つ人工タンパク質複合体を創出し，
基礎研究のみならず，新しいナノバイオ医薬や人工ワクチ
ンの開発等の応用研究への貢献も期待される．特に最近，
タンパク質複合体中にそれ自身のmRNAを内包するよう
に改変，分子進化させて人工ウイルス殻を創製した注目す
べき研究例も報告されてきている 14, 15）．さらに，複合体の
構造のみならず機能性をより重視したデザインを目指し
て，たとえば，このタンパク質ナノブロック戦略をレクチ
ン工学と融合し，高度な多量体形成能を有する高機能なレ
クチンナノブロック複合体等の開発への取り組みも期待さ
れる 16）．
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開発及び構造解析により，将来，役に立つタンパク質複合体を
創出し，学術及び社会に貢献していきたいと思っています．
■ウェブサイト http://fiber.shinshu-u.ac.jp/arai/index.html
■趣味 へぼ将棋．
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