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研究成果の概要（和文）：結晶化機構の解明には、結晶を構成する蛋白質単量体間の相互作用の理解が重要であ
る。異なる種の多角体結晶構造の比較から申請者はいくつかの領域が多角体ウイルスの内包に関わる領域であ
り、結晶化に必須の相互作用を有する領域ではないと考えた。研究代表者は各領域を遺伝子工学的に欠損させた
変異多角体を作成し、単量体あたり8残基から50残基の欠損部位を有する変異多角体を作成し、その機能を設計
した。

研究成果の概要（英文）：Understanding the crystallization mechanism is essential to identifying the 
interactions between the protein monomers that make up the crystals. Based on a comparison of 
crystal structures of different species of polyhedra, the applicant considered that some regions are
 involved in the internalization of polyhedral viruses but not in the interactions that are 
essential for crystallization. Polyhedra crystals were genetically engineered with deletions ranging
 from 8 to 50 residues per monomer.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： タンパク質結晶　タンパク質集合体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞を反応容器とした目的タンパク質の自在な結晶化手法を確立することができれば、有用タンパク質材料の機
能化・合成・構造決定を細胞内のみで一貫して達成することが可能となり、基礎研究から社会実装まで、医薬品
を中心とするバイオ分野に大きな波及効果を及ぼす技術につながる。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、様々なタンパク質の合理的設計が可

能となり、次世代生体材料ターゲットの１つ

として de novo タンパク質集合体の合成が盛

んに行われている。特に、細胞内でのタンパ

ク質集合体の合成は、細胞機能を制御する材

料の微量かつ精製不要な作成技術として急

速に注目されつつあるものの、実際の機能発

現には至っていない(図 1)。一方、生物学の

分野では天然の細胞内でタンパク質が結晶

化される現象が古くから知られており、その

役割はタンパク質の精製、貯蔵、区画化、固

体触媒化など多岐にわたる(図 1a, 1b)。ま

た、高輝度のシンクロトロン放射光源の利用

や、大量の回折データ処理が可能となり、細

胞内で形成されるわずか数マイクロメート

ルの結晶からの構造解析も達成されている。この手法は、従来の 1 万分の 1 以下のタン

パク質の量と、20 分の 1 以下の精製・結晶化時間で高分解能のタンパク質構造を決定

できる画期的な解析技術として大きく期待されている。しかしながら、これまでもいく

つかのグループにより再構成タンパク質や融合タンパク質の細胞内結晶化とその構造

解析が試みられているものの、それらはどれも偶発的に形成された結晶を用いており

(図 1c, 1d)、ほとんどの場合、分解能が低く構造解析には利用できないという課題が残

されている。従って、本研究により、細胞内タンパク質結晶化のメカニズムが理解でき

れば、高分解能構造解析が可能な細胞内結晶の作成が実現できるばかりでなく、合理的

設計により、固体材料としてのタンパク質機能化の道が拓けると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、天然の細胞内結晶である多角体を鋳型とした融合タンパク質の作成に

より、その結晶化と構造解析から細

胞内タンパク質結晶の合理的機能設

計の基礎を確立する点にある。従来

の研究法では、目的とするタンパク

質の細胞内結晶化のスクリーニング

のみに焦点がおかれており、結晶化

に重要なタンパク質の構造的要素を

系統的に解析し、機能化につなげる

ことは困難であった。本研究では、細

胞内で結晶化する多角体に着目し、

その欠損変異体の結晶化追跡から細

胞内結晶化反応に不可欠な構造的要

素を理解する点に独自性がある。本

研究では、細胞内で合成される蛋白

質結晶である多角体を鋳型とし（図

 
図１. 細胞内タンパク質結晶化の例.天然
の系 (a)ミトコンドリア、(b) アルコールオキ
シダーゼと、人工の系(c) ルシフェラー
ゼ、(d) カテプシン (Biol. Chem. 2018) 

 
図 2. 多角体病ウイルスが産生する結晶性タン
パク質「多角体」の細胞内結晶化現象(a)とその
結晶内分子集積構造(b) 



 

 

2）、(1)細胞内多角体結晶化メカニズムの解明、(2)多角体結晶のエンジニアリング 

(3)合理的機能設計へ向けた構造解析手法の確立を目的とした。 

３．研究の方法 

(1) 変異多角体の設計と結晶化追跡 

 結晶化機構の解明には、結晶を構成す

る蛋白質単量体間の相互作用の理解が

重要である。異なる種の多角体結晶構造

の比較からは、アミノ酸配列に関わら

ず、構造の相同性が保たれており、柔軟

性の高い部分も共通した領域に存在し

ていることが明らかとなっている(図
3a)。その柔軟領域が多角体ウイルスの

内包に関わる領域であり、結晶化に必須

の相互作用を有する領域ではないと考

えた。そこで、各柔軟領域を遺伝子工学

的に欠損させた変異多角体を作成し、ウ

イルスを含まない多角体結晶で実験を

進める。具体的には、図 3a に示す 6 箇
所の柔軟領域に着目し、単量体あたり 8
残基から 50 残基の欠損部位を有する変

異多角体を作成する。複数の領域を同時

に欠損させることにより、結晶内で大き

な空間が形成される(図 3b, 3c)。結晶構

造の比較から、結晶化に必要な最小の構

造安定化要素を見出す。 

(2) 多角体結晶のエンジニアリング 

変異多角体結晶を鋳型とし、標的外来

タンパク質を内包した変異多角体の複

合結晶を作成する。欠損領域の組合せに

より、欠損変異体では結晶内での多角体

集積に伴う特徴的な空間が形成される

(図 3b)。そこで、その部位を使って、標

的タンパク質の内包と、反応の活性をお

こなった。 

(3) 合理的機能設計へ向けた構造解析手

法の確立 

本研究の合理的設計では、多数の微小

結晶の迅速な構造決定のため１つの細

胞内に存在する複数の結晶から複数の

回折データセットを一度に取得する方

法を採用する。SPring-8 BL32XU の二次

元並進ステージによる高速 X 線回折デ

ータ収集を行なった(図 4)。 

 

 
図 3. 変異多角体の分子設計. (a) 単量体中
の欠損ターゲット部位. (b) 欠損変異体の結晶
化の概念図. (c) 実際の多角体中での欠損部
位. 

 
図 4. 本申請で用いる微小結晶 X 線回折デー

タ収集の様子 



 

 

４．研究成果 

上記の手法により、まず、多角体の 38残基欠損変異体を作成し、結晶の内部に 5nmの

中空空間を形成する多角体結晶の合成に成功した。この変異体結晶は、Candida 

antarctica lipase Bと Lactobacillus kefir alcohol dehydrogenaseをカプセル化す

ることができる。この複合結晶はカスケード反応の反応性を著しく高め、野生型結晶と

へ酵素を複合化した場合や、酵素混合溶液に比べ、それぞれ 1.9 倍と 3.8 倍の活性化効

率を示した。この反応性の高さは、ナノポーラス結晶内に設計された拡張チャネルを基

質や中間体が効率的に拡散しているためと考えられる。これらの結果は、多面体結晶を

用いたナノポーラス材料の設計が、バイオ・ナノ材料科学へのさらなる応用につながる

可能性を示唆している。 

多角体結晶は固体触媒の担体として、非常に安定な分子基盤であることが証明された。

アミノ酸を適切に削除した多角体は、ナノポーラス構造を形成し、結晶内にナノサイズ

の連結孔を設けることで、外来酵素の取り込みや触媒反応における基質や中間体の移動

を向上させることができた。タグ断片と融合した酵素の内包化は、表面電荷、サイズ、

形状に関係なく、様々な酵素を導入できるため、カスケード反応に有効な方法である。

本研究により開発された分子設計法により、様々なカスケード反応システムが開発され

ると考えられる。 
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