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研究成果の概要（和文）：本研究では、完全化学合成による比較的短いDNAとペプチドナノカプセル（合成ウイルスキ
ャプシド）からなる「最小限の人工ウイルス」を構築することを目的としている。本研究では、以下の3つの成果が得
られた。1) β-AnnulusペプチドとM13 phage DNAとの複合化により、DNAが内包された人工ウイルスの構築に成功した
。2) β-AnnulusペプチドをコードしたDNAを設計し、無細胞発現系によるペプチドナノカプセルの合成を試みたが、目
的ペプチドの発現は確認できなかった。3) DNA-β-Annulusペプチドコンジュゲートの自己集合により、DNA修飾人工ウ
イルスを構築することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work is construction of minimal artificial virus that consists of 
synthetic short DNA and peptide nanocapsule (synthetic viral capsid). The important results are as follows
: 1) We succeeded in construction of artificial virus that encapsulated M13 phage DNA in the beta-annulus 
peptide nanocapsule. 2) DNA that encoded beta-annulus peptide was designed, but the objective peptide coul
d not be obtained by cell-free protein synthesis system. 3) DNA-modified artificial viral capsid was able 
to be constructed by self-assembly of DNA-beta-annulus peptide conjugate.
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１． 研究開始当初の背景 
 

（１）天然のウイルスは、生物の様々な感染
症に関わっている物質であり、ウイルスゲノ
ム核酸（DNA あるいは RNA）をタンパク質の
殻（キャプシド）が包んだ構造をとっている
（さらに、脂質二分子膜のエンベロープを持
つものもある）。球状ウイルスのキャプシド
は、一義的に決まったタンパク質サブユニッ
トが自己集合して正 20 面体対称性の構造を
形成していることから、最近、ナノテクノロ
ジーにおける鋳型材料や、バイオテクノロジ
ーにおける薬物・遺伝子キャリヤーとして注
目を集めている。 
 
（２）また、天然ウイルスは、宿主細胞に感
染し、宿主のシステムを用いて自らのゲノム
を複製・タンパク質発現し、ウイルス構造を
再構築することで、自らを複製している。も
し、このようなウイルスの複製システムが人
工系で達成されれば、ウイルスの複製・増殖
に関して分子レベルでの理解が深まるだけ
でなく、ナノテクノロジーやバイオテクノロ
ジーに応用できるウイルスキャプシドを効
率的に生産するための新しい方法論をもた
らすと期待できる。これまで、生体内で自己
複製するウイルスを人工合成した例として、
Wimmerらによる約7,500塩基長のRNAゲノム
からのポリオウイルスの合成 (Science 2002, 
297, 1016) と、Venter らによる 5,386 塩基
対のDNAゲノムからのX174バクテリオファ
ージの合成 (PNAS 2003, 100, 15440) が知
られている。しかし、 これらはいずれも短
いDNAを多数繋ぎ合わせて数千塩基長のゲノ
ム核酸を構築し、それを大腸菌に導入すると
いう煩雑な操作が必要であった。より単純な
方法論の人工ウイルス複製システムを開拓
できれば、科学的にも工学的にも大変意義深
いと思われる。 
 
（３）一方我々は、トマトブッシースタン
トウイルス(TBSV)の骨格形成に関わって
いるとされる-Annulus 配列の 24 残基ペ
プチドを化学合成し、それらが水中におい
て単独で自己集合することで、直径約 40nm
のペプチドナノカプセル（合成ウイルスキ
ャプシド）を形成することを世界で初めて
見出している(Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 
49, 9662）。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、この合成ウイルスキャプシド

を「自己複製しうる合成ウイルス」に進化さ
せることを目的とする。すなわち、β
-Annulus 配列の N 末端側に DNA 認識部位を
導入したペプチドと、そのペプチド配列をコ
ードしたDNAからなる合成ウイルスを構築し、
in vitro での DNA複製およびタンパク質発現
系により「自己複製しうる最小限の人工ウイ

ルス(minimal artificial virus)」を構築す
る。このような分子設計に基づく人工ウイル
ス複製システムは、これまで全く報告がなく、
成功すれば世界初の最小の人工ウイルス複
製系となる。これにより、ウイルスの複製・
増殖に関するモデル系、DDS キャリヤーや人
工ワクチン生産のためのナノバイオ材料を
効率的に生産する斬新な手法を提供できる
と期待できる。 
 
３． 研究の方法 

 
（１）β-Annulus ペプチドおよびその類縁体
は、Fmoc 固相合成法により合成し、逆相 HPLC
により精製、MALDI-TOF-MS および MS/MS 解析
により同定した。ペプチドナノカプセル内部
への DNA の内包は、ペプチドと DNA の電荷比
が1:1となるように混合し、動的光散乱(DLS)
測定および TEM 観察（シスプラチンおよび酢
酸ウラニル染色）により評価した。 
 
（２）T7RNA ポリポリメラーゼのプロモータ
ー配列、SD 配列、開始コドン、各アミノ酸に
対応するコドン、終止コドンおよび PCR 用の
プライマー配列を含む 120base の DNA を設
計・合成した。これを PCR により増幅し、ゲ
ル電気泳動により確認した。この最小ウイル
スのための人工遺伝子を、無細胞発現系 PURE 
SYSTEM による発現を行い、SDS-PAGE による
確認を行った。 
 
（３）C 末端側に Cys を導入したβ-Annulus
ペプチドを Fmoc 固相合成法により合成し、
逆相 HPLC により精製、MALDI-TOF-MS により
同定した。一方、5’末端アミノ化 DNA（dA20）
に Sulfo-GMBS を介してマレイミド基を導入
し、Cys 導入β-Annulus ペプチドとのカップ
リングを行った。得られたコンジュゲート分
子の自己集合挙動を、DLS 測定および TEM 観
察などから評価した。 
 
４．研究成果 
 
（１）以前の研究で、β-Annulus ペプチドの
自己集合により形成したナノカプセルの内
部は、中性 pH において、カチオン性である
ことが示唆されている。そこで、M13 ファー
ジ DNA（7249 塩基）のペプチドナノカプセル
への内包を検討した。未集合の β-Annulus
ペプチドに対して DNAを電荷比 1:1となるよ
うに加えたところ、平均粒径 82 nm の集合体
が形成することが DLS 測定からわかった。こ
れをシスプラチン染色（DNA のみを染色）に
より TEM 観察すると、20-45 nm の球状構造が
観察され、これを酢酸ウラニル染色して TEM
観察するとコア-シェルのコントラストを有
する 75-120 nm の球状構造体が観察された。
これは、ペプチド集合体内部に DNA が凝縮・
内包されていることを示唆している。 
 



（２）T7RNA ポリポリメラーゼのプロモータ
ー配列、SD 配列、開始コドン、各アミノ酸に
対応するコドン、終止コドンおよび PCR 用の
プライマー配列を含む 120base の DNA を設
計・合成した。これをPCR反応により増幅し、
ゲル電気泳動により確認した。これを用いて、
PURE SYSTEM による無細胞発現を数回試みた
が、目的ペプチドの発現は確認されなかった。
DNA 自体の二次構造形成などが原因として考
えられる。また、PURE SYSTEM よりも発現効
率の高い大腸菌抽出物などを用いた発現の
検討が必要である。 
 
（３）DNA を表面修飾した合成ウイルスキャ
プシドの構築とその特性解析を実施した。
5’末端アミノ化 DNA（dA20）に Sulfo-GMBS
を介してマレイミド基を導入し、Cys 導入β
-Annulus ペプチドとのカップリングを行っ
た。この dA20-β-Annulus ペプチドコンジュ
ゲートは、カプセル表面上の DNA 間の静電反
発にも関わらず、0.025 mM という比較的低濃
度であっても、水中で約 70 nm の球状構造体
を形成することがわかった（図 1）。この合成
ウイルスキャプシド表面に提示された dA20
は、相補的 DNA である dT20 や poly dT と部
分的にハイブリダイゼーションすることが、
二重鎖特異的蛍光色素 DAPI の結合実験から
明らかとなった。また、dA20 被覆合成ウイル
スキャプシドのζ電位がマイナスの値を示
したことから、DNA が表面に被覆されている
ことが示された。さらに、dA20 被覆合成ウイ
ルスキャプシドに相補的な poly dT を添加す
ると球状構造がさらに集積した葡萄状の構
造体が TEM にて観察された（図 1）のに対し、
非相補的な poly dA を添加した場合には、孤
立した球状構造体が観察された。つまり、DNA
の相補的ハイブリダイゼーションにより、合
成ウイルスの組織化に成功したと言える。 

 
図1. DNA(dA20)被覆合成ウイルスキャプシド
の自己集合と poly dT による組織化の模式図
および TEM 像． 
 
（４）本研究では、当初、β-Annulus 配列
をコードしたDNAを内包した最小合成ウイル
スを創製することを目的としていたが、DNA
の無細胞発現には成功しなかった。しかし、
合成ウイルスキャプシドへの M13 phage DNA
の内包や、キャプシド表面へのオリゴ DNA の
提示には成功した。これらの成果は、合成ウ
イルスキャプシドを遺伝子デリバリー材料

や、ナノテクノロジー材料へと応用する際の
有用な指針となると考えられる。 
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