
崇城大学・生物生命学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７４０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

タンパク質工学的応用を目指したエンカプスリンナノ粒子の構造生物学的研究

Structural studies on the encapsulin nanoparticle for its protein-engineering 
applications

００５６９８９０研究者番号：

平　大輔（Hira, Daisuke）

研究期間：

１９Ｋ０５８３５

年 月 日現在  ４   ６ １０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：エンカプスリンはタンパク質分子が自己集合して形成されるタンパク質ナノ粒子であ
る。その粒子内部に特異的に別のタンパク質（荷物タンパク質）を内包する性質を有している。本研究では、エ
ンカプスリンナノ粒子の応用を目指して、タンパク質発現系の構築、立体構造解析を進めた。まず、好熱菌
Geobacillus kaustophilus由来のエンカプスリン(GkEnc)と外来の荷物タンパク質遺伝子を共発現する大腸菌発
現系を構築し、外来の荷物タンパク質を自在に内包可能なGkEncナノ粒子の調製に成功した。さらにこの発現系
を用いることで、ある種のリパーゼ等の難発現タンパク質を大腸菌で生産可能となることが示された。

研究成果の概要（英文）：Encapsulin is a protein nanoparticle formed by the self-assembly of one type
 of protein. Encapsulin can precisely encapsulate another protein (cargo protein) inside the 
particle. In this study, we constructed the expression system of the encapsulin nanoparticle and 
analyzed its three-dimensional structure for its application. First, we constructed an E. coli 
expression system that co-expressed encapsulin (GkEnc) from the thermophilic bacterium Geobacillus 
kaustophilus and an exogenous cargo protein gene and successfully prepared GkEnc nanoparticles that 
can freely encapsulate exogenous cargo proteins. Furthermore, using this expression system showed 
that lipase and other difficult-to-express proteins can be produced in E. coli.

研究分野：金属蛋白質科学

キーワード： エンカプスリン　ナノ粒子　タンパク質発現系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスの外殻を形成するタンパク質などは、数十から数百という多くのタンパク質分子が自己集合して、数十
から数百ナノメートルという、非常に大きな構造体を形成する。これらタンパク質構造体は、さまざまなカプセ
ルとして応用可能であり、エンカプスリンについても、国内外で、その性質を利用した工学的応用研究が進めら
れている。本研究では、元来は大腸菌において難発現性であるタンパク質が、GkEncナノ粒子に内包されること
で可溶性発現可能となることが明らかとなった。今後さらに研究を進展させることで、エンカプスリンナノ粒子
を難発現性タンパク質生産へと応用することが期待できる。

※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 
 エンカプスリンは、細菌および古細菌由来で発
見されている細胞内構造体であり、タンパク質分
子が多量化して形成されるナノ粒子タンパク質
である。研究開始当初には、ホモ 60 量体および
ホモ 180 量体のエンカプスリンが知られており、
いずれも正二十面体構造を形成している（図 1, 
Giessen TW Curr. Opin. Chem. Biol. 34 1-10 
(2016) より引用・改変して使用）。また、エンカ
プスリンは、その粒子内部に特異的に別のタンパ
ク質（荷物タンパク質）を内包する性質を有して
いる。内包される荷物タンパク質は、その N末端
もしくは C 末端に特有の十～数十残基程度のア
ミノ酸配列（ターゲットペプチドと呼ぶ）を有し
ている。そのターゲットペプチドが認識されるこ
とで、荷物タンパク質が特異的にエンカプスリン
内に取り込まれ、取り込まれた荷物タンパク質が
エンカプスリン内で機能することで、鉄貯蔵や活
性酸素の除去等の働きを担っていると考えられ
ている。 
 エンカプスリンは、その性質を利用して、内部
に触媒・酵素を取り込ませたナノ粒子触媒やドラッグデリバリーシステムのカプセルとしての
工学的応用研究も進められている（Sonotaki S et al., Biomater Sci. 5(6) 1082-1089. (2017)
など）。一方、近年の様々な生物のゲノム解析研究の進展により、非常に多くのエンカプスリン
遺伝子とその荷物タンパク質遺伝子のペアの例が推定されているが（Giessen TW and Silver PA 
Nat Microbiol 2 17029 (2017) ）、多くはタンパク質としての生化学的な研究が実施されてい
ない。例えば、内包される荷物タンパク質が有するターゲットペプチドについて、アミノ酸配列
が大きく異なる複数の種類が予測されているが、それらの構造的・機能的な違いはほとんどわか
っていない。これらを明らかにするためには、研究例および構造生物学的知見が不足しているの
が現状であり、特に、ゲノム解析研究で推定に留まっているエンカプスリン・荷物タンパク質遺
伝子について、生化学的・構造生物学的研究が必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 上述した研究開始当初の背景を踏まえ、いくつかの生物由来のエンカプスリン遺伝子および
その荷物タンパク質遺伝子について、大腸菌発現を試みたところ、好熱菌 Geobacillus 
kaustophilus 由来のエンカプスリン（GkEnc）を用いて、高収量・高純度でエンカプスリンナノ
粒子が得られる発現系を構築することに成功した。さらに、GkEnc は既知のホモ 60 量体もしく
はホモ 180 量体の正二十面体構造よりも、サイズの大きなナノ粒子を形成することが強く示唆
された。そこで本研究では、GkEnc を研究対象として、（１）GkEnc を用いた荷物タンパク質内包
性の制御法を確立し、応用を試みること、（２）その立体構造をクライオ電子顕微鏡法により解
明すること、以上の 2点を研究目的とした。これら生化学的・構造生物学的研究を通して、エン
カプスリンナノ粒子のタンパク質工学的応用への基盤を構築することが可能になると考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）GkEnc とその荷物タンパク質の遺伝子構造を模倣して、GkEnc 遺伝子上流にターゲットペ
プチド（アミノ酸配列：TRRQLTVGSLKHG）を指定する塩基配列を大腸菌発現用プラスミド pET-
20b(+)上に配置した発現用プラスミドを作成した。これを用いて、任意のタンパク質にターゲッ
トペプチドを融合して荷物タンパク質とし、GkEnc と共発現することを可能とした。モデルタン
パク質として、緑色蛍光タンパク質（GFP）、ミオグロビン、チオレドキシン遺伝子を用いて、GkEnc
と共発現することで、荷物タンパク質として内包発現することが可能か検討した。共発現は大腸
菌 BL21(DE3)株を用いて行い、IPTG の添加によってタンパク質発現を誘導した。集菌して得た菌
体を緩衝液で懸濁し、超音波破砕・遠心分離によって可溶性画分を回収した。これをニッケルア
フィニティカラムクロマトグラフィーにより精製し、さらにゲルろ過クロマトグラフィーによ
り精製した。また、GFP をモデルタンパク質として、融合するターゲットペプチドのアミノ酸配
列を削った変異体（13残基からなる野生型ターゲットペプチドを TP13 とし、C末端から配列を
削った、TP12, TP11, TP10, TP9, TP7）を作成し、それぞれを GkEnc と共発現させ、上記同様に
GkEnc ナノ粒子を精製し、内包量がどうなるかを SDS-PAGE で確認した。また、大腸菌に毒性を
有することが知られているある種の細菌由来のリパーゼについて、同様の共発現系を構築して、

図 1 エンカプスリン単量体および、 
その 60 量体・180 量体のナノ粒子構造 



その発現が可能となるか検討した。さらに、大腸
菌で発現した際に、封入体を形成することが知ら
れている一本鎖抗体(scFv)も同様にGkEncと共発
現し、エンカプスリンに内包させることで可溶性
画分へと発現できないか、検討した。 
 
（２）（１）で構築した GkEnc 発現系（GkEnc を単
独で発現させる系）を用いて、GkEnc ナノ粒子の
発現・精製を行った。得られた試料について、酢
酸ウランを用いたネガティブ染色による電子顕
微鏡観察を行った。この観察結果を基に、緩衝液
の条件を決定し、Titan Krios によるクライオ電
子顕微鏡観察を行った。得られた顕微鏡像を用い
て単粒子解析法による立体構造解明を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）GkEnc と任意のタンパク質遺
伝子を荷物タンパク質として共発
現可能なプラスミドベクターを構
築した（図 2）。このプラスミドベク
ターを用いて、ミオグロビンや GFP
等を GkEnc と共発現、精製すること
ができた。また、GFP を共発現した
場合には緑色蛍光が、ミオグロビン
を共発現した際には、ヘム特有の吸
収スペクトルが確認でき、これら外
来の荷物タンパク質の少なくとも
一定割合が GkEnc 粒子内部でフォ
ールディング、機能していることが
示された。さらに、GFP に融合させ
たターゲットペプチドを C 末端か
ら削った変異体を GkEnc と共発現
させることで、それらが同時に精製
されるか、即ち、GkEnc に内包され
るかどうかを検討した。その結果、
図 3に示したように、TP13～TP10 までは、GFP が同時に精製されたが、それ以上削った TP9, TP7
では GFP のバンドがほとんど確認できなかった。また、TP13～11 までは GkEnc のバンド強度に
対して GFP のバンド強度はほとんど変化していないように見えるが、TP10 では約半分程に低下
していた。即ち、GkEnc への外来荷物タンパク質の内包にはターゲットペプチドが必須であるこ
と、ターゲットペプチドの配列を変化させることで、GkEnc との結合性を変え、内包量を調整で
きる（減少させることが可能である）と考えられた。 
 さらに、大腸菌に毒性を有する細菌由来のリパーゼおよび、大腸菌発現の際に封入体を形成す
る scFv について、GkEnc と共発現することで、それぞれを可溶性画分に回収することができた。
以上の結果より、GkEnc ナノ粒子に外来荷物タン
パク質を内包発現させる発現系を構築すること
ができ、この発現系を用いて、荷物タンパク質の
内包量の調整、さらに難発現性タンパク質の可
溶性発現を実施できることが示された。この系
を、有用なタンパク質・酵素の生産システムとし
て利用することが可能かもしれない。そのため
には、GkEnc ナノ粒子に内包した荷物タンパク質
を簡便に取り出すことが必要であり、今後、ナノ
粒子の破壊・再構築等の方法を確立させたいと
考えている。 
 
（２）大腸菌発現・精製した GkEnc ナノ粒子に
ついて、ネガティブ染色による電子顕微鏡観察、
およびクライオ電子顕微鏡観察を行ったとこ
ろ、図 4 のようなナノ粒子像が確認された。こ
れらの顕微鏡像をもとに単粒子解析を行うこと
で、GkEnc ナノ粒子の電子密度マップを求めるこ
とができた。この電子密度マップをもとに、
GkEnc ナノ粒子の 4 次構造を推定すると、2019
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図 2 GkEnc と荷物タンパク質の共発現
用プラスミド MCS:マルチクローニン
グサイト、TP:ターゲットペプチド配列 

図 3 GkEnc とターゲットペプチド変異体を融合さ
せた GFP を共発現、精製した試料の SDS-PAGE 

図 4 GkEncのクライオ電子顕微鏡像 



年に報告された Quasibacillus thermotolerans 由来のエンカプスリンと同様の単量体 240 個か
らなる正二十面体構造を形成していることが推定され、その立体構造モデルの構築を行った。エ
ンカプスリンは、そのアミノ酸配列に応じて、60, 180, 240 量体を形成するものが存在するこ
とが明らかとなった。今後、構築した立体構造をもとに、単量体同士の相互作用や荷物タンパク
質との相互作用を改変し、ナノ粒子の特性を改変することが可能であると考えられた。 
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