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１．はじめに
生命活動は、タンパク質や核酸、糖、

脂質といった様々な自己組織化能力を

もつ生体分子の複合体によって営まれ

ている。なかでもタンパク質は、複雑

で洗練されたナノスケールの複合体構

造を形成することで高度な機能を発揮

する最も重要な生体分子である。これ

らのタンパク質複合体を自在にデザイ

ンし、望みの機能を実現することがで

きるようになれば、医薬品開発やナノ

テクノロジー、合成生物学研究分野の

発展に大きく貢献できると考えられる。

しかしながら、人工タンパク質複合体

のデザインは、立体構造形成に多くの

相互作用が関係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。近年、我々は、タンパク質構造

構築や機能発現の原理的な理解を目指

して、新規な人工タンパク質の創製・

解析研究に取り組んできた。特に、プ

リンストン大学のMichael Hecht 教授

との共同研究により、バイナリーパター

ン法 [1]を用いて創製した新規人工タン

パク質WA20 のＸ線結晶構造解析に成

功した [2]。WA20は、2本の長いヘリッ

クス構造が2分子それぞれお互いに挟

みこむようにして組み合わさることで、

非常に特徴的な分子間フォールディン

グ（ドメインスワップ）型4本ヘリッ

クスバンドル2量体構造を形成するこ

とを解明した。

そこで、本研究では、このWA20の

特徴的な構造とタンパク質の自己組織

化能力を活かして、人工タンパク質を

骨格構造としたナノ構造複合体構築に

応用することを着想し、「タンパク質

ナノブロック（Protein Nano-building 

Block: PN-Block）」を開発した [3]。その

基本戦略は、少数のシンプルな基本ブ

ロックを開発し、おもちゃのブロック

遊びのように組み合わせることで、多

様なナノ構造複合体を創出するところ

にある。

２．人工タンパク質ナノブロック(PN-Block)
のデザイン

PN-Blockとして、WA20とT4ファー

ジ由来 fibritinタンパク質ドメインの

foldonを遺伝子工学的に融合したWA20-

foldonを設計・構築した（図1）。WA20-

foldonタンパク質の構造構成要素であ

るWA20と foldonは、それぞれ2量体

と3量体を形成するタンパク質ドメイ

ンであり、結合する相手同士が過不足

なく組み合わさるためには、幾何学的

対称性の制約により、2と3の公倍数で

ある6の倍数量体（6量体 , 12量体 , 18

量体 , 24量体 ,…）の形成が予測される。

3. WA20-foldonタンパク質の自己組
織化ナノ構造複合体の創製及び会合数
と形状解析
大腸菌によりWA20-foldonタンパ

ク質を発現させたところ可溶性に発現

し、His6-tag精製後に SDS-PAGEと

Native PAGEを行った結果、自己組織

的に複数の複合体（多量体）を形成す

ることが示唆された（図 2）。さらに

それぞれ精製分画し、サイズ排除クロ

マトグラフィーや多角度光散乱（size 

exclusion chromatography-multi angle 

二量体形成新規人工タンパク質を用いた
タンパク質ナノブロック開発による自己組織化
ナノ構造複合体の創製
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図1 タンパク質ナノブロック (PN-Block)の設計開発戦略と自己組織化ナノ構造モデル。(A)WA20の結晶構造 (PDB: 
3VJF)と foldonドメインNMR構造 (PDB: 1RFO)及びそれらの模式図。(B)タンパク質ナノブロックWA20-foldon
融合タンパク質の構築。(C)幾何学的に予想されるPN-Block(WA20-foldon)自己組織化ナノ構造モデル。
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図2 WA20-foldonタンパク質の発現・精製。
(A) SDS-PAGE、(B) Native PAGE。
(WA20-foldonタンパク質単量体の分子量
17 kDa)
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light scattering, 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することで会合数

を求めたところ、S form、M form、L 

formの各複合体は、それぞれ6量体、

12量体、18量体であった（表1）。こ

のことは、WA20-foldonがデザインし

た通りに、過不足なくお互いに組み合

わさることで、6の倍数量体の複合体を

安定的に形成することを示している。

さらに、複合体の溶液中での形状を

評価するために、WA20及び foldonの

各立体構造とSAXS実験データに基づ

いて剛体モデリング解析を行ったとこ

ろ、S form（6量体）とM form（12量体）

は、幾何学的対称性により予測された

ナノ構造複合体である樽型（ラグビー

ボール型）構造と正四面体型（テトラ

ポッド型）構造をそれぞれ形成してい

ることが強く示唆された（図3）。

本研究で開発した「タンパク質ナノ

ブロック（PN-Block）」の戦略は、さ

らに新たなPN-Blockを開発して自在に

組み合わせていくことで、天然タンパ

ク質では実現できないような多様な構

造や機能を持つ人工タンパク質ナノ構

造複合体の創出につながると考えられ

る。今後、タンパク質工学分野をはじめ、

超分子化学やナノテクノロジー、合成

生物学分野の発展にPN-Block戦略を活

かしていきたい。

4. おわりに
本研究において、SEC-MALSを用い

た実験は、分子科学研究所・協力研究

として、古賀信康准教授、古賀理恵博

士の御協力のもとに行われました。ま

た、SAXSを用いた実験は信州大学の

佐藤高彰准教授及び柳瀬慶一氏、AUC

の実験は横浜市立大学の雲財悟助教の

御協力のもとに行われました。この場

を借りて厚く御礼申し上げます。なお、

本研究成果 [3]は、特に注目の論文とし

てJACS Spotlightsに選出されるととも

に、表紙を飾りました。このような成

果を得ることができたのも、分子研で

先端測定機器を共同利用することがで

きたおかげであり、今後も大学共同利

用機関としての継続的発展を期待致し

ます。
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図3　（A） S form 剛体モデリング構造、（B） M form 剛体モデリング構造。

表1　WA20-foldon複合体の分子量と会合数のまとめ。
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