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研究成果の概要（和文）：タンパク質の溶解性は、その免疫原性（又は抗原性）に影響を及ぼす因子であると昔
から考えられてきたが、タンパク質の溶解性を生体内で制御することが出来ないため、その実験的な証明はなさ
れていない。本研究では、研究代表者が開発したわずか5残基のペプチド系溶解性制御タグ(SCPタグ)を抗原タン
パク質に付加することで、溶解性・会合性を溶媒条件を変えずに制御した。変異体の免疫原性を実験的に調べた
結果、30～50量体の会合体を形成する変異体の免疫原性が向上することが明らかとなった。今後は、SCPタグに
よる免疫原性向上のメカニズムを更に詳細に解析し、本技術のワクチン開発やモノクローナル抗体の生成への応
用を試みる。

研究成果の概要（英文）：Proteins solubiｌity and aggregation have long been suspected to influence 
the immune response against small size proteins, but no direct experimental evidence have been 
reported so far. One reason for the lack of experimental support is that changing protein solubility
 requires changing the solution condition, which is not possible in vivo. In our study, we used 
short Solubility Controlling Peptide tags (SCP tag) peptide tags attached to the termini of our 
model proteins (Bovine Trypsin Pancreatic Trypsin Inhibitor, and Dengue Envelope protein domain 3) 
for modulating their solubility without affecting their function or biophysical properties. We 
showed that some SCP tags can oligomerize the proteins into 30-50 mers in a reversible manner, and 
that these aggregates increase their immunogenicity. In future, we plan to further investigate the 
molecular mechanisms of immune response increase induced by SCP tags, and explore its possible 
biotechnological applications.

研究分野：生物物理学、タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 

溶解性はタンパク質やペプチドの免疫原性
に影響を及ぼす因子であると昔から考えら
れてきた(Larrin & Gallimore J Hyg 1971)。
従来から免疫応答増強剤として用いられて
いるアジュバント、PEG 化や、キャリアータ
ンパク質においても、抗原タンパク質の溶解
性の低下が免疫増強の要因であると考えら
れているが、増強の分子機構は厳密には明ら
かにされておらず、免疫原性の詳細な分子機
構はまだ解明されていない（Ryan et al, 
Expert Opin Drug Dev 2008）。本計画では、
研究代表者が開発したわずか5残基のペプチ
ド系溶解性制御タグ(SCP タグ)を抗原タンパ
ク質の末端に付加することで、その溶解性・
会合性を制御する新しい技術を用いること
で、タンパク質の溶解性と免疫原性の関係を
実験的に解析した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、抗原タンパク質の溶解性が免疫
応答に及ぼす影響を物理化学的な視点から
系統的に解析する。具体的には、研究代表者
が開発したペプチド系溶解性制御タグ(以下、
SCP タグ）を用いて、抗原タンパク質の溶解
性を向上・低下させ、SCP タグの付加が抗原
タンパク質の物性や機能を変えずに溶解性
のみを制御することを生物物理学的な手法
を用いて検証する。次に、マウスを用いた免
疫応答実験から SCP タグ付加による免疫原
性の増強及び低下を測定する。以上の結果、
免疫学において古くから存在する謎の一つ
である凝集性と免疫原性の関係を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

本計画では、以下の(1)～(5)の実験によって、
抗原タンパク質の溶解性・会合性が免疫原性
に及ぼす影響を物理化学的な視点から系統
的に解析した。 
研究で観測する現象が普遍的あることを示
すために 2種類のタンパク質を用いた。まず
は、タンパク質の折り畳み研究に古くから用
いられている牛膵臓トリプシン阻害タンパ
ク質(以下、BPTI;分子量=6.5kDa)を用いた。
次に、アジアの広い地域で公衆衛生上の大き
な問題となっているデング熱の病原体であ
るデングウイルス由来の糖エンベロープタ
ンパク質第 3 ドメイン (以下、ED3;分子量
=12kDa)を用いた。両モデルタンパク質を用
いて、以下の実験を行った。 
(1) ED3 変異体の発現系を作製し、大腸菌で
発現した。発現したタンパク質を Ni-NTA
レジンと逆相 HPLC を用いて高純度に精
製した（SCP タグは複数種類用いた）。 

(2) SCP タグ付加 ED3 の溶解性及び、会合状
態（分子量、二次構造含量）を実験的に
測定した。 

(3) SCP タグ付加 ED3 の免疫原性をマウスの
免疫実験から求めた。 

(4) 上記の実験結果を基にタンパク質の溶解
性・会合状態と免疫原性の関係を評価し
た。 

(5) BPTI をモデルに用いて、上記(1)～(4)の
実験を繰り返して、タンパク質溶解性・
会合性と免疫原性の関係の普遍性を検証
した。 
 
４．研究成果 

まず平成 27～28年度研究で、SCPタグを BPTI
及び ED3の両モデルタンパク質の末端に付加
することで会合度が制御可能であることを
示し、会合度の温度、濃度及び SCP タグ配列
種の依存性を、生物物理学的な測定を用いて
詳細に検証した。その結果、SCP タグを用い
てタンパク質の溶解性を低下させることで、
10nm 程度の約 30～50 量体の会合体を可逆的
に凝集させることに成功した（図 1）。ここで
用いた SCP タグは、わずか 4～7 残基の短い
配列であるため、タンパク質の機能に影響を
与えないことを確認している。 
次に、平成 28 年度後半から、マウスを用い
た免疫応答実験を実施し、SCP タグ付加によ
る免疫原性と、会合度の変化を詳細に比較評
価することで、両者の関係の解明を試みた。
その結果、免疫原性を飛躍的に向上する 4～7
残基から成る SCP タグを同定した。 
将来的には、これらの SCP タグによる免疫原
性向上のメカニズムを更に詳細に解析し、ワ
クチン開発やモノクローナル抗体の生成へ
の応用を試みる予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BPTI-19Aa    BPTI-C5Ia 

図 1：可溶性会合体の粒子半径。タンパク質
濃度 1mg/mL。BPTI-19Aa（実線）と BPTI-C5Ia
（点線）の動的光散乱スペクトル。 
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