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研究成果の概要（和文）：微生物が形成するナノ構造体エンカプスリンへの外来タンパク質の内包機構について
明らかにするために、Rhodococcus erythropolis N771由来エンカプスリンの分解能3.3Aの結晶構造を決定し
た。Thermotoga maritima由来エンカプスリンの構造研究で構造体に内包するタンパク質に付加されたターゲッ
ト配列との相互作用部位であると推定された部位の立体構造はR. erythropolis由来エンカプスリンでもよく保
存されており、この部位のF27、K28、R34に変異を導入すると内包効率が低下したことからこれらのアミノ酸が
ターゲット配列と相互作用していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to provide insight into the encapsulation mechanism of guest 
proteins into the internal cavity of the bacterial nanocompartment, the crystal structure of 
encapsulin from Rhodococcus erythropolis N771 was determined at 3.3 A resolution by an X-ray 
diffraction method. The structure of estimated recognition site in Rhodococcus erythropolis N771 
encapsulin subunit is quite similar to that of Thermotoga maritima. Since the mutations of Phe27, 
Lys28 and Arg34 in this site results in the significant reduction of encapsulation, it was suggested
 that these amino acids were interacted with the target sequence fused to the C-terminus of the 
guest protein. 

研究分野：構造生物学

キーワード： タンパク質シェル構造体　ナノ構造体　エンカプスリン　結晶構造　ターゲット配列　認識部位

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により60量体エンカプスリンの結晶構造としては２例目の構造を明らかにすることに成功し、外来タンパ
クの内包に関わる相互作用部位を推定することができた。この結果は、今後のエンカプスリンの研究にとって必
須の構造情報であり、この成果をもとにマイクロリアクター、マイクロセンサー、ドラッグデリバリーキャリア
ーとしてのエンカプスリンの応用研究が加速されることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 酵素や基質の濃度を高め、特定の反応や一連した反応を効率的に行うために、全ての生命体
は細胞内の区画（コンパートメント）化を行っている。真核生物のコンパートメントは、核、
小胞体、ゴルジ体、ミトコンドリア、リソソームといった脂質膜で囲まれた細胞内小器官であ
り、一方、ある種の微生物はタンパク質のサブユニットのみから構成された小さなコンパート
メントを有することが知られている。その代表例として、一部の微生物がその細胞内に形成す
るバクテリアマイクロコンパートメント（BMC）が挙げられる。BMC は、5〜10 種程度のタ
ンパク質から構成された粒径 150-200 nm 程度の外殻の内部に特定の代謝反応に関与する酵素
（群）を内包したものであり、炭素固定を行う反応場として機能するカルボキシソームや、細
胞毒性が高い代謝反応中間生成物を隔離しエタノールアミン、または、1,2-プロパンジオール
の代謝を行うメタボロソーム等が知られている [T. O. Yeates, et al., Nat. Rev. Microbiol., 6, 681, 
(2008)]。近年、好熱菌 Thermotoga maritima 由来の機能未知タンパク質の構造学的研究により、
BMC よりも小さなコンパートメントが発見された [M. Sutter et al., Nat. Struct. Biol., 15, 939 
(2008)]。エンカプスリンと命名されたこのコンパートメントは、一種類のタンパク質から構成
された粒径 25 nm 程度の外殻構造（ホモ 60 量体）の内部に活性酸素の働きを抑制するペルオ
キシダーゼや鉄貯蔵に関わるフェリチン様タンパク質といったタンパク質を内包したものであ
り、原核生物の生存に重要や役割を果たすと考えられている。最近、エンカプスリン様遺伝子
の探索と系統樹解析により、放線菌、プロテオバクテリア、シアノバクテリアなど原核生物の
1–3.5 %程度がエンカプスリンを有すると推定され、外殻を形成するタンパク質が 4種に分類さ
れること、少なくとも９種類の内包タンパク質が存在することなどが明らかにされている [T. 
W. Giessen & P. A. Silver, Nat. Microbiol., 2, 17029 (2017)]。 
 
２．研究の目的 
 これまでに申請者らは、放線菌 Rhodococcus erythropolis N771 から T. maritima 由来エンカプ
スリンと相同性の高い遺伝子の単離と大腸菌を用いた組換え体としての発現に成功し、精製し
たタンパク質が粒径 25nm 程度の構造体を形成すること、および、超遠心法で評価した構造体
の分子量から、獲得した構造体が T. maritima 由来エンカプスリンと同様にホモ 60 量体を形成
していることを強く示唆する結果を得た。さらに、内包タンパク質の種類や基質のシェル透過
性などを制御することにより、酵素を安定に保持したマイクロリアクターやマイクロセンサー、
あるいは、ドラッグデリバリーキャリアーとしての活用が期待できると考え、R. erythropolis 
N771 由来エンカプスリンの安定性や外来タンパク質の内包制御等に関して研究を進めてきた。
内包されるタンパク質は外殻タンパク質遺伝子のすぐ上流にコードされており、エンカプスリ
ンが形成される際に内包タンパク質のC末端に存在するターゲット配列が外殻タンパク質に認
識されると考えられてきたことから、R. erythropolis N771 由来エンカプスリン遺伝子の上流に
コードされている 38 アミノ酸残基を内包に関わるターゲット配列と推定し、この配列を付加す
ることで蛍光強化緑色蛍光タンパク質やルシフェラーゼなど外来タンパク質が内包可能なこと
を明らかにした[A. Tamura, et al., Biotechnol. Bioeng., 112, 13 (2015)]。しかしながら、内包した外
来タンパク質のサイズを考慮すると内包の割合は高いものではなく、タンパク質を安定、かつ
効率的に内包するためには、外来タンパク質に応じてターゲット配列の種類、長さ、位置など
を改良する必要があることが予想された。そこで本研究では、適切な分子設計に関する基礎的
な知見を得ることを目的に、内包に関わるターゲット配列の必須部位と外殻タンパク質内のタ
ーゲット配列結合部位の探索を行った。 
 
３．研究の方法 
 内包に必須となるターゲット配列の部位を探索するため、R. erythropolis N771 由来エンカプ
スリン（ReEnc）への外来タンパク質の内包に必要と推定したターゲット配列の一部を削除し
た複数種類の外来タンパク質変異体を作製した。ReEnc との内包の可否や効率の検討には、こ
れまでに確立している蛍光強化緑色蛍光タンパク質（EGFP）との共発現系を用いた。また、エ
ンカプスリン内部に存在するターゲット配列認識部位について検討するために、ReEnc の結晶
化とＸ線結晶構造解析を行った。構造解析に必要な回折データ収集は高エネルギー加速器研究
機構放射光科学研究施設 Photon Factory のタンパク質結晶用ビームライン BL-1A を共同利用課
題として利用した。 
 
４．研究成果 
 ReEnc のターゲット配列の C 末端側から 6-14 残基に相当する GSLGIGSLK 配列は、他種の
エンカプスリンやエンカプスリンと推定されている遺伝子の上流に広く保存されていた。そこ
でこの保存部位に注目し、その前後を削除したターゲット配列を付加したEGFP変異体とReEnc
を共発現させて精製し、SDS-PAGE と蛍光測定により内包の可否を確認した。その結果、ター
ゲット配列の C 末端から 5残基目までを削除した変異体の内包効率に変化はなかったが、6残
基以上を削除した変異体については内包を確認できなくなった。他方、ターゲット配列の N 末
端から 19 残基目まで（C 末端から 20 残基目に相当）を削除した EGFP 変異体についてはエン
カプスリンへの内包を確認できたが、それ以上削除すると内包効率が大幅に低下した。以上の
ことからターゲット配列の保存領域が内包タンパク質の認識に関与することが示唆された。 



 大腸菌組換え体として発現、精製した ReEnc（264 アミ
ノ酸残基）を用いて結晶化を行ったところ、格子定数の
異なる三種類の結晶型が得られた。この中で六方晶に属
する結晶について、Ｘ線回折測定を行い分解能 3.3 Å の
回折データを収集した（空間群 H32, a = b = 246.06, c = 
561.52 Å）。自己回転関数の計算を行った結果、60 サブ
ユニットで構成されたエンカプスリンの特徴を示す 15
本の 2回軸、10 本の 3回軸、6本の 5回軸対称の存在が
確認された。そこで、PHENIX software suite を用いて、
60量体の結晶構造が報告されている Thermotoga maritima
由来エンカプスリン （TmEnc）のサブユニット構造をプ
ローブに分子置換法により初期位相の決定を行った。非
結晶学的対称を用いた平均化により位相改良を行った後、
構造精密化を行い、R = 0.241, Rfree = 0.255 のモデルを得る
ことに成功した。 
 構造解析の結果、ReEnc は TmEnc と類似した 60 量体構
造を形成しており、構造体の外径は約 230 Å、内部空洞
の直径は約 185 Å であることがわかった (Fig. 1)。両サ
ブユニットの構造を比較すると TmEncの解析でターゲッ
ト配列の相互作用部位と推定された部分の構造はよく保
存されていたが、ヘリックス－ループ－ヘリックス構造
を形成している部位に違いが見られた (Fig. 2)。 サブユ
ニットの構造に違いが見られた部位はエンカプスリン全
体構造中では５回軸付近の構造を形成しており（Fig. 1a）、
TmEnc では５回軸周りに穴が観測されたが、ReEnc では
この穴は閉じられていた (Fig. 3) 。したがって、ヘリッ
クス－ループーヘリックス部位の構造の違いは、ナノ構
造体の５回軸周りに形成される穴の開閉に関連している
可能性が示唆された。ReEnc サブユニット内のターゲッ
ト配列認識部位を同定するために、構造解析により
TmEnc の立体構造とよく類似していた部位のアミノ酸残
基（Fig. 2b）をアラニンに変えた部位特異的変異体を作
製し、全長のターゲット配列を付加した EGFP と共発現・
精製し、内包の可否を確認した。その結果、F27A, K28A, 
R34A 変異体について内包効率の低下が見られたことか
ら、この部位がターゲット配列と相互作用していること
が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 1. (a) ReEnc の全体構造（赤丸 
は TmEnc の構造と違いがあ 
る部分）と(b) ReEnc の断面 

Fig. 2. (a) ReEncとTmEncのサブユニットの比較
と (b) 変異を導入したアミノ酸残基． 

Fig. 3. エンカプスリンの５回軸付
近の構造比較． 



 本研究により 60 量体エンカプスリンの結晶構造としては２例目の構造を明らかにすること
に成功し、外来タンパクの内包に関わるターゲット配列とエンカプスリン内部の相互作用部位
を推定することができた。この結果は、今後のエンカプスリンの研究にとって必須の構造情報
であり、この成果をもとに応用研究が加速されることが期待される。 
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