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研究成果の概要（和文）：ボルトは78個のMVPが39回対称で配置することによって形成される樽型粒子で、粒子内部に
は大きな空間がある。本研究では、ボルト粒子の構造情報に基づいた新規ナノカプセルの開発を目指した。MVPのN末端
にロイシンジッパーを付加することで安定化したLZ-ボルトの結晶は、SPring-8のBL44XUで2.8A分解能の反射を示した
。また本粒子は、溶液条件を変化させることでVPARP_INTを取り込んだ。

研究成果の概要（英文）：Vaults are large barrel-shaped ribonucleoprotein particles and are found in 
numerous eukaryotic species. A vault particle shell is composed of 78 MVP (Major Vault Protein) chains 
with 39-fold dihedral symmetry, and has a large cavity. In this study, I developed novel Nanocapsules 
using vault particles based on its structural information.

研究分野： 蛋白質結晶学、構造生物学

キーワード： ボルト　ナノカプセル　Ｘ線結晶構造解析

  １版
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１．研究開始当初の背景 
 幅広い真核生物が持つ分子量約 1000 万の
巨大粒子ボルトは、主成分である MVP（Major 
Vault Protein）が 78 個集まることで樽型中
空の特徴的な基本骨格を形成する。本粒子は、
強酸性条件下では卵を割るように半分に割
れることが知られており、この特性を活かし
て pH 依存で粒子の開閉を制御することがで
きるようなナノカプセルを開発することが
できれば、DDS(Drug Delivery System)など
の新規材料としても期待できる。本研究では、
X 線結晶構造解析による詳細な立体構造情報
に基づいて新規ナノカプセルを開発するこ
とを目指した。 
 我々は、2009 年にラット肝臓から抽出した
ボルトの全立体構造をX線結晶構造解析によ
って決定することに成功した（Science 323, 
 384-388 (2009)）。その結果、ボルトは、こ
れまでにない非常にユニークな形を持つこ
とが明らかになった。ボルトは縦長の珍しい
形をした MVP（Major Vault Protein）と呼ば
れるタンパク質が 39 個集まってお椀型の半
分のボルトを形成し、2つの半分のボルトが、
お椀の縁と縁を合わせるようにして（それぞ
れの N末端を付き合わすようにして）会合す
ることで、完全なボルト粒子を形成する（図
１）。しかし、向かい合った MVP 間の相互作
用は N末端 4残基から成る分子間βシートと
1 つのイオン結合のみと非常に弱く、粒子内
部に物を詰め込むのに不向きであった。よっ
て、我々は、MVP・N末端にロイシンジッパー
を導入することにより、2 つの半分のボルト
がより強固に会合するのではないかと考え、
昆虫細胞による大量発現系を構築した。その
結果、非常に安定なボルト（以下、LZ ボルト

と呼ぶ）が野生型ボルトと比較して約 15 倍
以上という高収量で得られるようになった
（特願 2012-253031）。 
図１．ボルトと MVP の立体構造 
 
２．研究の目的 
 LZ-ボルトは、粒子のウェスト部位が安定し
ていることから、高品質の結晶を得るために
も適した試料であり、既にSPring-8のBL44XU
での回折実験で最大で2.8Å分解能の回折点
を得る事に成功している。よって、複数個の

結晶を用いて長時間露光によって収集した
部分的な高分解能データを足し合わせる事
で2.8Å分解能のフルデータセットを収集し、
分子置換法によって構造決定する。構造情報
からロイシンジッパーを含めたMVP全体の分
子間相互作用を原子レベルで明らかにし、LZ
ボルトの詳細な立体構造を基盤として改変
粒子を作成し、pH 依存で開閉制御が可能な新
規ナノカプセルの開発を目指す。 
３．研究の方法 
１）LZ ボルトの 2.8Å分解能以上での構造決
定を目指した研究 
 ボルトのウェスト部位をロイシンジッパ
ーで固定した LZ ボルトの大量発現系では、
昆虫細胞 1L培養あたり約 80mg の安定で均一
なボルトを得ることができ、精製条件や結晶
化条件を幅広く検索することができた。これ
までの研究で、LZ ボルトの良質な結晶が得ら
れ、放射光施設SPring-8での回折実験で2.8Å
分解能の回折点を得られていた。ボルトの様
な巨大な蛋白質複合体の結晶は、放射線照射
によるダメージが大きく、1 つの結晶でフル
セットの回折強度データを収集することは
不可能なので、複数個の結晶を用いて長時間
露光による回折強度データを収集し、それら
を１つにまとめることで 2.8Å分解能以上の
完全な回折強度データ収集を目指した。 
２）原子レベルの立体構造情報に基づいた改
変粒子の作成と蛍光化合物の取り込み実験 
 LZ ボルトでは、ロイシンジッパーと MVP の
間にグリシン6残基から成るリンカーを挿入
している（図 2）。このリンカーを構成するア
ミノ酸の種類や数を調整することで、蛇腹の
ように伸縮する粒子を作成する。導入するア
ミノ酸側鎖や最適なリンカーの数は得られ
た構造情報をもとに検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．LZ ボルトの概略図 
 粒子内部に化合物等が内包できたかどう
かは、蛍光化合物（ローダミン）と蛍光タン
パク質（mCherry）を用いて行った。化合物
取り込み量の変化を比較するため、野生型
MVP で形成される粒子（W ボルト）と、LZ ボ
ルトの両方を用いて実施した。まず、ボルト
と蛍光物質（もしくは蛍光タンパク質）の混
合液を透析チューブに入れる。これを酸性条
件下の蛍光物質溶液に対して透析した後、中
性条件下で透析する。透析チューブ内の液を
ショ糖密度勾配遠心分離にかけると、ボルト
に取り込まれた蛍光物質は 40-45%ショ糖画



分に集まるので、この画分の蛍光強度を測定
することで、粒子内部への蛍光物質の取り込
み量を確認した。 
 
４．研究成果 
１）LZ ボルトの 2.8Å分解能以上での構造決
定を目指した研究 
 野生型ボルトでは、2 つの半分のボルトが
会合するウェスト部位の相互作用が弱く、粒
子が不安定であったが、MVP の N末端に LZ を
導入したことにより非常に均一で安定な粒
子を大量に得られるようになった（動的光散
乱測定の結果、粒子径の分散の幅は 10%以下
であった）。本粒子を用いて結晶化すること
により、SPring-8 の BL44XU での回折実験で
最大で2.8Å分解能の回折点を得る事に成功
し、この結晶を多数用いて長時間露光によっ
て回折強度データを収集することで 4Å分解
能のフルセットデータを得た。目標とする
2.8Å分解能の回折強度データ収集には至っ
ていないが、今後より多くの結晶を用いてデ
ータ収集することで高分解能回折強度デー
タを得られる見通しが立った。 
 
２）原子レベルの立体構造情報に基づいた改
変粒子の作成と蛍光化合物の取り込み実験 
 LZとMVPの間に様々な長さのリンカーを
持つ LZ ボルトについて、蛍光化合物ローダ
ミンの粒子内への取り込み実験を行った。そ
の結果、リンカーの長さに関係なくローダミ
ンを取り込むことが分かった。また、粒子内
部で MVP の repeat domain3-4 に結合する約
160 残基のタンパク質、VPARP_INT について
も溶液条件を変化させることで粒子内への
取り込みが可能であることが確認された。 
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