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研究成果の概要（和文）：クライオ電顕単粒子解析法を用いて50kDa以下の小さい蛋白質の構造決定を目標とし
て、まず大腸菌大量発現系を構築しフェリチン24量体蛋白質ケージの内部空洞に標的蛋白質を閉じ込めることに
成功した。また、適切な精製タグを用いることで標的蛋白質の導入されたケージのみを選択的に精製することに
成功した。
一方で、内部空洞における標的蛋白質の導入数は内部空間を狭くすることで、ある程度制御できることが分かっ
たが、標的蛋白質の位置と方向をそろえることはリンカーの種類や長さを変えても困難であり、標的蛋白質の高
分解能構造の取得には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：To determine the structure of proteins smaller than 50 kDa using cryo-EM 
single-particle analysis, we first constructed an over-expression system in Escherichia coli and 
succeeded in confining the target protein in the inner cavity of a 24-mer ferritin protein cage. In 
addition, we succeeded in selectively purifying only the cages in which the target protein was 
introduced by using appropriate purification tags.
On the other hand, the number of target proteins in the inner cavity could be controlled to some 
extent by narrowing the inner space, but it was difficult to align the position and orientation of 
the target protein even by changing the type and length of the linker, and we still could not obtain
 the high-resolution structure of the target proteins.

研究分野：構造生物学

キーワード： 単粒子解析　ケージ蛋白質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したフェリチン24量体内部空洞に効率的に標的蛋白質を導入し、単離精製する方法は、内部空洞の
大きさよりも小さい蛋白質であれば標的蛋白質の配列を変えることなく簡便に導入することが出来る。フェリチ
ンのもつ高い熱安定性・pH安定性を利用することで内部空洞に導入した蛋白質に機能を改変せずに安定性を付加
することができると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質の立体構造情報は生体の動作メカニズムを詳細に理解する上で、極めて重要な情報
の１つである。現在その解析方法は、X 線結晶構造解析法・NMR法・クライオ電子顕微鏡 
(電顕) 単粒子解析法が主流であるが、それぞれの手法には解析を困難にしているボトルネ
ックがあるため、新規蛋白質の立体構造を決定することは容易ではない。その中で、近年注
目されているクライオ電顕単粒子解析法は結晶化が必要なく、近年電子線直接検出器が開
発されたことで次々と原子分解能の構造が報告されている。しかしながら、依然として
50kDa 以下の小さい蛋白質の粒子画像を抽出し解析することは 蛋白質の画像がノイズに
埋もれ非常に困難であることが学術的課題となっている。そこで、抜本的な発想の転換が必
要と考え本研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では高い熱安定性・pH 安定性を有するフェリチン 24 量体蛋白質ケージの内部空洞
に標的蛋白質を閉じ込め、粒子画像抽出が容易なフェリチンケージごとクライオ電顕で画
像データを取得し粒子画像を抽出する過程を著しく簡便化することで 100kDa 以下の蛋白
質のクライオ電顕高分解能単粒子解析を可能とする技術基盤を開発する。具体的には、①精
製タグ-フェリチン-標的蛋白質からなる融合蛋白質を野生型フェリチンと同一大腸菌内で
大量発現し、フェリチンの持つ自己集合能を利用し細胞内で標的蛋白質を孤立化させる。次
に、②精製タグを用いて標的蛋白質が入ったフェリチンケージのみを選択的に単離・精製し、
③電子線直接検出器の搭載された電子顕微鏡装置を用いて、クライオ電顕単粒子解析法に
より標的蛋白質の入ったフェリチンケージの原子分解能での立体構造を解明する。④さら
に既存の方法では解析困難な蛋白質を試みることで、本研究で提案する「蛋白質ケージ構造
解析法」が蛋白質立体構造解析の新たな技術となることを実証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 精製タグ-フェリチン-GFP 融合蛋白質発現ベクターの作製：精製タグ-フェリチン-GFP
融合蛋白質発現ベクターは低コピー複製開始点 p15A ori を持つ pACYC 系ベクターに構築
した。一方、野生型フェリチン発現ベクターは高コピー複製開始点 ColE1 oriを持つ pET系
ベクターに構築した。精製タグは数残基からなるポリヒスチジンタグ(Hisタグ)やStrep(II)-
タグだけでなく精製タグとして実績のある MBPなどの蛋白質タグを試みた。 
 
（2）GFPが 1 分子導入されたフェリチンケージ(Fer-GFP)の高効率生産・単離精製： 
高分解能構造解析に必須な均一な試料を得るため蛋白質発現段階から最終精製まで、各段
階での最適な条件を検討した。発現誘導温度(18～37℃)・時間(3～16時間)・誘導剤(IPTG)
濃度(0.01～1mM)を変えることで、Fer-GFPが高効率で得られる条件を探索した。 
 
 



（3）精製標品の生物物理的解析：単離精製した Fer-GFPを用いて、分析超遠心・動的光散
乱・ネガティブ染色電顕等を用いて、その生物物理学的特徴を明らかにするとともに、精製
標品の均一性を評価した。 
 
（4）立体構造解析（クライオ電顕単粒子解析）：均一な精製標品を連携研究者とともに K2 
Summit 電子カウンティング直接検出カメラを備えた、クライオ電子顕微鏡を用いて画像を
取得した。計算機クラスタを用いた大量画像の解析により、高分解能立体構造解析を行った。 
 
（5）標的蛋白質とフェリチン間のリンカーの再デザイン：クライオ電顕単粒子解析により
内部標的蛋白質の分解能が上がらず構造が決まらなかったため Pro 主体の硬いリンカーや
α-ヘリックスリンカー、フレキシブルリンカーを試みた。標的蛋白質を導入していない様々
なリンカーを導入したフェリチンの X 線結晶構造解析も行った。 
 
 
４． 研究成果 
(1) 標的蛋白質内包フェリチンの大腸菌大量発現 
高コピー野生型フェリチン発現ベクターと低コピー標的蛋白質融合フェリチン発現ベクタ
ーを同じ大腸菌に導入した。これにより、発現量をタグ-Fer-GFP : Fer が 1:5～1:10程度に
制御でき、効率的に GFP が導入された GFP 内包フェリチンを生産することが可能となっ
た。また、発現条件を変えることで GFP 内包フェリチンの形成効率や導入 GFP の数をあ
る程度コントロールすることが可能となった。 
 
(2) 標的蛋白質内包フェリチンの精製と効率的生産 
当初用いていた精製タグである His タグは、Ni アフィニティカラムに野生型フェリチンも
結合することが判明した。そのため、精製タグを StrepII タグに変更し、GFP 内包フェリチ
ンを選択的に得ることが可能となった。 
 
(3) 標的蛋白質内包フェリチンのクライオ電子顕微鏡観察 
精製した GFP 内包フェリチンを実際にクライオ電子顕微鏡で観察した。その結果、少量の
標的蛋白質の入っていないフェリチンケージも観察されたが、図１に示すようにフェリチ
ン内部に GFP と思われる密度をもったフェリチンケージが確認できた。これにより、標的
蛋白質のみでは抽出困難な GFPをフェリチンケージごと抽出することが可能となった。 

 
図 1  GFP内包フェリチンのクライオ電子顕微鏡画像 

 
(4) ヘリックスリンカー導入フェリチンの結晶構造解析 
予備的な単粒子解析の結果より、内包された GFP のフェリチンケージ内での位置と方向がそろ
っていないことが示唆された。ケージ内での GFP を固定するためフェリチンの C-末端の４ヘ
リックスバンドルに様々な長さ（8～13 残基）のヘリックスを付加した Fer-Helix 変異体を作成



しその立体構造を X 線結晶構造解析により決定した。Fer-Helix 変異体は概ね野生型フェリチン
と同程度の分解能（～1.5Å）を示したが、図 2 に示すように付加したヘリックス配列に相当す
る電子密度は観察することが出来なかった。 

 
図 2 C-末端に 13残基付加した Fer-Helix13の結晶構造とその電子密度（Phe166から C-末端側） 

 
(5) 標的蛋白質内包フェリチンの単粒子解析 
GFP 内包フェリチンを Relion3 を用いて単粒子解析を行ったが、フェリチンは高分解能の密度
を与えるが、内部のGFPは塊として密度は観察できるが高分解能構造を得るには至らなかった。 
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