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研究成果の概要（和文）：蛋白質ナノブロック研究の成果を基に、計算科学を取り入れて研究をさらに発展さ
せ、人工蛋白質複合体を対称的に集積させた結晶性ナノバイオ材料を合理的に設計開発することを目的として6
か月間渡米し、国際共同研究を実施した。蛋白質デザインプログラムを利用して、2次元シート状結晶性複合体
を形成するため、αヘリックスドメインを連結した人工蛋白質ナノブロックを設計した。計算結果から、相互作
用面の形状やスコア等の条件により2次元格子状複合体のデザイン構造を絞り込み、実際に実験する人工設計蛋
白質配列を選抜した。これらの人工遺伝子を合成し、大腸菌により発現、精製後、電子顕微鏡観察により、ナノ
スケールの構造を調査した。

研究成果の概要（英文）：Based on previous protein nanobuilding block research, I stayed in Baker lab
 at University of Washington for six months to conduct an international collaboration to rationally 
design and develop crystalline nanobiomaterials with symmetrically assembled artificial protein 
complexes by incorporating computational science to further develop our research. Using a protein 
design program, we designed artificial proteins with symmetrically linked complex with forming α
-helix domains which constitute two-dimensional sheet-like crystalline nanobiomaterials. From the 
calculation results, the designed structures of the 2D lattice-like complexes were screened 
according to the shape complementarity and energy score of the interfaces, and the designed protein 
sequences to be experimentally tested were selected. These artificial genes were synthesized. The 
proteins were expressed by E. coli, purified, and their nanoscale structures were examined using 
electron microscopy.

研究分野：タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
以前は実験を基盤とした蛋白質工学及び蛋白質設計改変分野の研究が主体であったが、近年、発展が著しい計算
科学を駆使した蛋白質デザイン研究分野を先導するワシントン大学Baker研究室に半年間滞在し、世界トップレ
ベルの環境で国際共同研究を行うことにより、最先端の蛋白質デザイン研究に取り組んだことは、学術的にも意
義がある。またその後、この成果や経験を利用して、様々な人工蛋白質の設計開発及び改良等にも継続的に取り
組んで一定の成果を上げてきたことにより、将来的にバイオ医薬品等の開発につなげるための基盤となる試みは
社会的意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

応募者らは、以前より、独自のヌンチャク型二量体人工蛋白質を利用した「蛋白質ナノブロッ
ク(Protein Nanobuilding Block: PN-Block)」を開発し、樽型 6 量体及び正四面体型 12量体の
超分子ナノ構造複合体の構築に成功してきた(Kobayashi, N. et al. J. Am. Chem. Soc. 137, 

11285–11293, 2015)。次なる課題として、さらに複雑な構造を構築するためには、段階的に秩序
だって自己組織化する技術の開発が必要であると考えられた。そこで、科研費の基課題
(16K05841)では、複数の異なる温度で可逆的に熱変性・再生する蛋白質ナノブロックを開発し、
サーマルサイクラーによる温度変化プログラミングにより逐次的に自己組織化させる基盤技術
を開発することを目指した。これにより、蛋白質ナノブロックを利用して、より複雑で高度なナ
ノ構造複合体を作製することができるようになり、独自の分子技術として、ナノテクノロジーや
バイオ医薬、バイオテクノロジー等の発展への貢献が期待できると考え、以下の研究項目に取り
組んできた。 

(1) 異なる変性温度で可逆的熱変性する二量体人工蛋白質の開発及び安定化機構解析 

(2) 異なる変性温度で可逆的に熱変性・再構成する自己組織化蛋白質ナノブロックの開発 

(3) 温度変化による蛋白質ナノブロックの逐次的自己組織化ナノ構造構築及び解析 

 

２．研究の目的 

以前の科研費基課題では、独自の二量体人工蛋白質 WA20 を応用した蛋白質ナノブロック戦
略の高度化として、温度変化による蛋白質ナノブロックの逐次的自己組織化超分子複合体構造
を構築する研究を行ってきた。その成果を基に本課題の国際共同研究では、計算科学を取り入れ
て研究をさらに発展させ、人工蛋白質複合体を対称的に集積させた結晶性ナノバイオ材料を合
理的に設計開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

2019年 4月から 9月まで半年間渡米し、ワシントン大学の Baker 研究室で、計算機及び実験
設備やサポートが充実した世界最高レベルの研究環境を活かして、人工蛋白質設計による超分
子結晶ナノ材料開発に関する国際共同研究を実施した。 

方法の概要は以下の通りである。まず、蛋白質デザインプログラム WORMSや Rosetta等を
利用して、2次元シート状結晶性ナノ材料を形成するように、αヘリックスドメインを連結した
対称的に会合する人工蛋白質ナノブロック複合体をデザインした。計算結果から、相互作用面の
形状やスコア等の条件により 2 次元格子状複合体のデザイン構造を絞り込み、実際に実験する
人工設計蛋白質配列を選抜した。これらの人工遺伝子を合成し、大腸菌により発現し、精製後、
電子顕微鏡観察により、ナノスケールの構造を調査した。 

 
４．研究成果 
まず、蛋白質デザインプログラム WORMS や Rosetta 等を利用して、2 次元シート状結晶性

ナノ材料を形成するように、αヘリックスドメインを連結した対称的に会合する人工蛋白質複
合体をデザインした。WORMS というプログラム(Hsia, Y. et al. Nat. Commun. 12, 2294, 2021)

は、複数のαヘリックスバンドルドメインについてαヘリックスを融合することにより自在に
連結し、様々な対称性で空間的に配置した複合体をデザインするプログラムである。また、αヘ
リックスを融合した部位については、蛋白質デザインの統合的プログラム Rosetta (Leman, J.K. 
et al.  Nat. Methods 17, 665–680, 2020)を用いて、アミノ酸配列を適切にデザインした。特に
2 次元シート状結晶性ナノ材料構築のために、WORMS プログラムを利用して P4212 対称性で
2 次元シート状に配置した人工蛋白質ナノブロック複合体を 1202 種類デザインした（図１）。
次に相互作用面の形状相補性や水素結合の妥当性、連結部位の相互作用の強さなどを指標にし
て絞り込み、最終的に目視での確認を経て実際に実験する 22種類の配列を決定した（図２）。 

図 1 WORMSによる P4212対称性 2 次元シート状結晶性人工蛋白質ナノブロック設計概要 

✓
X

X

✓ X

✓ X

Preferences:

● Good shape complementarity

● Minimize unsatisfied Hbonds

● Strong interfaces at the junctions

1202

sc, sc_int_area

sc ≧ 0.55 

sc_int_area > 1000

188

114 uhb

uhb ≦ 2

92

total_score < -1100

22

Visual inspection

22 designs fused with GFP were ordered for characterization

⊗

⊙ ⊙

⊙⊙

P4212

symmetry



図２ 実験した P4212対称性人工蛋白質ナノブロックの 2次元シート状複合体設計構造 

 

次に、これらの人工蛋白質ナノブロックの遺伝子 DNAを人工的に合成し、実験的な確認を容
易にするために、緑色蛍光蛋白質と融合した人工蛋白質発現系を構築した。大腸菌により発現し、
蛍光を観察したところ、ほぼ全ての人工蛋白質サンプルで不溶性画分に発現が確認でき、一部の
サンプルでは可溶性画分にも発現が見られた（図３）。 

 

図３ GFP融合人工蛋白質の蛍光観察による発現確認 

 

各サンプルから目的蛋白質を回収し、電子顕微鏡により観察した。また、不溶性画分中の目的
蛋白質を尿素により可溶化し、Hisタグ精製後、透析によりリフォールディングしたサンプルの
いくつかでは、凝集会合体が電子顕微鏡により観察された（図４）が、当初設計したような対称
性の 2次元シート状構造は確認できなかった。 

図４ 不溶性発現人工蛋白質のネガティブ染色電子顕微鏡観察 
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さらに、可溶性画分の人工蛋白質を His タグ精製後、濃縮して顕微鏡観察を行ったところ、
いくつかのサンプルでは、凝集会合体が電子顕微鏡により観察された（図５）が、当初設計した
ような対称性の 2 次元シート状構造は見られなかった。 

図５ 可溶性発現人工蛋白質ナノブロック凝集体のネガティブ染色電子顕微鏡観察 

  

以上の結果を踏まえながら、その後、日本国内の研究室で計算及び実験ができるように必要な
研究環境の整備を行って、さまざまな人工蛋白質の設計開発及び改良等の関連研究を進めてき
た。たとえば、金属イオンに応答して会合する人工蛋白質ナノ粒子複合体の研究(Ohara, N. et 
al. J. Am. Chem. Soc. 145, 216–223, 2023)や新規人工酵素の立体構造解析(Kurihara, K. et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 120, e2218281120, 2023)に関する研究等にも取り組んで、研究
成果を論文として発表した。 

 なお、当初は 2020 年度～2022年度の夏期にも１～2か月間渡米し、同研究室に滞在して共同
研究を実施することを計画していたが、新型コロナウイルスの感染拡大の影響による海外出張
の自粛等の影響により残念ながら断念せざるを得なかった。 

 さらに最近、高精度なタンパク質構造予測プログラムの AlphaFold2 (Jumper, J. et al. 
Nature 596, 583–589, 2021))をはじめとして、蛋白質科学分野においても深層学習を用いた AI

プログラムの開発や利用が飛躍的な発展を遂げてきている。蛋白質デザインにおいても、新規な
蛋白質構造骨格を人工的に生成する RFdiffusion (Watson, J.L. et al. Nature 620, 1089–1100, 

2023)や、蛋白質構造骨格を入力として安定な構造を形成するアミノ酸配列を出力する
ProteinMPNN (Dauparas J. et al. Science 378, 49–56, 2022)など、深層学習を用いた AIプロ
グラムがワシントン大学の Baker 研究室で次々に開発されて著しい発展を遂げてきている。そ
こで今後、これらの新しいプログラムを利用して、上述の人工蛋白質ナノブロックを再設計する
ことにより、さらなる改良が期待できると考えられる。 
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