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研究成果の概要（和文）：本研究は新規抗炭疽ワクチンの開発に結実させることを最終目的とする。そこで、既に明ら
かになっている炭疽菌毒素タンパク質複合体の四次構造を標的とし、計算科学的手法により毒素複合体上の任意の領域
と一致する分子表面形状を呈示する人工タンパク質を設計するための理論の構築を行った。研究期間内には少なくとも
3分子の構造設計を行い、実際に作出して構造解析ならびに生化学的解析を行うことで分子設計手法の理論の妥当性を
評価した。また、新学術領域「ゲノム支援」の2015年 度の支援課題に採択され、国内外で深刻なアウトブレイクを引
き起こした炭疽菌株ならびに炭疽菌に近縁のセレウス菌強毒株の全ゲノム情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Anthrax is a lethal disease caused by the Gram-positive, spore-forming bacterium 
Bacillus anthracis. However, a safe and effective vaccine for humans is not available to the general 
public. A previous study showed that immunization with oligomerized protective antigen (PA) of B. 
anthracis neutralized B. anthracis toxity more effectively than did monomeric PA. The aim of this study 
was to construct a de novo designed PA antigen based on structural information on PA heptamer. We 
calculated characteristic parameters of surface area of the PA heptamer and constructed three fully 
synthetic de novo designed molecules. The designed molecule was expressed in E. coli and then purified 
using column chromatography. We performed structural analysis and examined the antigenicity of the 
designed molecule using animal model and molecular basis-approaches. Such structural engineered protein 
is expected to contribute to the development of new prevention and treatment for various diseases.
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 意図した立体構造により形成され、かつ任
意の分子特性を持つ人工タンパク質を設計し作
り出すことは、タンパク質工学の究極的な目標で
ある。このような人工タンパク質は医薬品開発を
はじめとし、個々のタンパク質の特性を生かした
新しい産業への応用を含め非常に強い興味が
持たれている。近年では、タンパク質の三次構
造を基盤とした分子創薬技術が大きく躍進して
いる。しかし、生体内の多くのタンパク質は標的
分子との複合体形成を通してその機能を発現す
るにも関わらず、複合体を形成したタンパク質の
四次構造情報に基づいた分子設計の手法や理
論については未だブレイクスルーが見られな
い。 
 
 (2) 炭疽は細菌のなかでも最も毒性の強い
炭疽菌による急性感染症であり、そのワクチ
ン開発に関しては、これまでに多角的な研究
が行われてきた。しかし、これまでの抗炭疽
生ワクチン及び成分ワクチンの試みはいず
れも副作用が強く、有効性と安全性を兼ね備
えた抗炭疽ワクチンの開発は未だ達成され
ていない。これまでの検討において、複合体
を形成した炭疽菌毒素タンパク質の四次構
造上に、防御効果の高い抗体産生を誘導する
抗原領域が存在することが示されている 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の分子間相互作用部位を含む四
次構造上の領域を標的とし、標的領域と一致
した分子表面形状を示す新規人工タンパク
質の設計方法を構築する。 
 
３．研究の方法 
 目的達成のため、下記のマイルストーンを
掲げる。①人工分子設計の標的領域の探索、
②標的領域の表面形状と物性の特徴付けに
よる人工分子設計、③設計した人工分子の作
出及び立体構造解析、を行い、分子設計手法
の基盤的技術を創出する。さらに、作出され
た人工タンパク質を実験動物に接種し、④ワ
クチン抗原としての有効性を含めた人工分
子の生理的機能を研究期間において明らか
にする。 
 
４．研究成果 
① 人工分子設計の標的領域の探索 

 7量体を形成したPA複合体 (PDB ID: 1tzo) 
の分子表面露出度の解析を行い、人工分子設
計の標的領域の探索を行った (図 1)。分子表
面への露出度が高い領域は、免疫応答におい
てより高い反応性を示すと考えられるため、
重要なワクチン抗原候補領域と考えられる。
本研究では、このような表面露出度の高い領
域において、PA の分子間相互作用部位を含め
た多分子間にわたる四次構造上の領域を人
工分子設計の標的とした。 
 
 

図 1. 7 量体 PA 複合体の溶媒露出面積の算出 
濃色は PA 複合体表面への露出度が高い分子
内領域を示す。 (左)７量体 PA を上から見た
像、(右)側面から見た像。 
 
① 標的領域の表面形状と物性の特徴付け

による人工分子設計 
 四次構造上の形状と一致した表面形状か
らなる人工タンパク質の一次構造を設計す
るため、①で探索した標的領域を形状と物性
の特徴分析から妥当性を検討した。その際、
分子表面の形状は本来滑らかであるが、計算
機が取り扱いやすい形である三角メッシュ
で近似した表現を用い行った。物性としては、
水和効果や近距離における水素結合能、分子
表面での電荷を重要な要因として考慮し、こ
のような表現を用いることで、四次構造表面
の形状と物性を物性付きベクトルの空間配
置として表現した。続いて、PDB および
eF-site から提供される既知タンパク質の分
子構造データを用いて分子形状の類似度検
索を行い、上記で特徴付けた標的領域と類似
の形状を持つ鋳型候補タンパク質群を抽出
した。得られた既知タンパク質の一次構造を
鋳型として、遺伝子工学的手法およびタンパ
ク質工学的手法により分子改変を加えなが
ら分子構造のシミュレーションを用いて、任
意の分子構造と物性を示す人工タンパク質
の一次構造を設計した (図 2a, b)。 
図 2. 人工分子設計の例  a)用いた人工分子

設計の標的領域の例を示す (拡大図内点線)。
b) a)で示した標的領域と同一の分子表面形
状を示すように設計した人工タンパク質の
立体構造を示す。分子内に７個の α-ヘリッ
クスと４個の β-シートを含む。また、図中
のアルギニン残基 (Arg) は分子内相互作用
を形成し分子構造の安定化に寄与する。c) 
分子動力学シミュレーション (30 ナノ秒間) 
により、設計した人工分子の構造は水溶液中
で大きく崩れることなく、比較的安定な構造
を保つことが判明した。 
 
③設計した人工分子の作出及び立体構造解
析 
(1) ②で設計した人工タンパク質の一次構
造情報に基づき、人工分子の立体構造とその
安定性を in silicoで検討する。具体的には、



エネルギー極小化計算を行いタンパク質の
立体構造を最適化するとともに、分子動力学
シミュレーションにより人工分子の構造安
定性を評価し遂行された (図 2c)。 
 
(2) 大腸菌を用いた異所性発現系により、立
体構造解析に必要とされる人工タンパク質
の大量発現系の構築、さらに単一精製に向け
た精製方法を確立した。立体構造解析の結果
を、理論的な人工分子構造と比較することに
より設計手法の精度と理論の妥当性を評価
した。設計手法とシミュレーション方法の比
較検討を行い、理論計算値と人工分子につい
て形状と物性の再現性率の向上を図った。 
 
④ワクチン抗原としての有効性を含めた人
工分子の生理的機能解析 
(1) 精製した人工分子を実験動物 (主にマ
ウス) に接種し、ELISA 等の手法によりその
抗体産生能を評価した。顕著な抗体価の上昇
を認めた人工分子について、培養細胞を用い
た炭疽菌毒素タンパク質複合体の昨日阻害
し件によりワクチン抗原としての有効性を
評価した。その結果、少なくとも 1種の人工
分子について、培養細胞レベルにおける炭疽
抑制能が示された。 
 
得られた成果のインパクト、今後の展望： 
 炭疽菌およびピロリ菌を含めた多くの病
原微生物は、その病原因子を宿主内に送り込
み、宿主細胞内標的分子との相互作用を介し
て病原性を発現することが知られている。ま
た、癌をはじめとして変異タンパク質による
異常なタンパク質複合体形成が原因となる
ヒトの疾病は多い。本研究の伸展はこの研究
自体の完成のみを意味するものではない。任
意の構造および性質を兼ね備えた人工タン
パク質の設計技術が開発されることは、炭疽
対策に限らず、種々の疾病の発症原因となる
タンパク質複合体の分子機能を制御可能と
し、人類にとって非常に貢献度が高い成果と
なりうるものである。 
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