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研究成果の概要（和文）：　本研究では、大腸菌内で連続して反応を行う代謝酵素群を集積化させることによ
り、糖を炭素源とした目的の物質生産の効率を向上させるシステムの開発を行う。具体的には、まず大腸菌細胞
内で十分な結合力を示す新規のタンパク質―タンパク質相互作用ペアを複数個探索・設計する。これまでの研究
成果により、大腸菌内での安定的なタンパク質相互作用ペアの発現およびin vitroにおいて相互作用することを
確認した。

研究成果の概要（英文）：By assembling metabolic enzymes that continuously perform reactions inside 
E. coli, this study aims to construct a system that improves efficiency of production of valuable 
chemicals being targeted. As a preliminary step toward that, the applicant developed and designed 
new protein affinity pairs that exhibit binding affinity within E. coli cells. In this study we 
achieved the protein expression of affinity pairs in E. coli, and we confirmed that the protein 
pairs shows the binding affinity in vitro assay.

研究分野： Enzyme Engineering

キーワード： Protein Design
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１．研究開始当初の背景 
	 植物の光合成を通した二酸化炭素の固
定化により生産されるバイオマスを再生
可能資源として、バイオ燃料やバイオベ
ース製品を生み出すバイオリファイナリ
ーは、資源・エネルギー枯渇問題と地球温
暖化等の環境問題の双方を克服しうるこ
とから、近年精力的に研究開発と工業化
が進められている技術分野である。化石
資源に依存した現在のオイルリファイナ
リー社会から脱却し、持続可能な環境調
和型社会を実現するバイオリファイナリ
ーは、環境と経済の面から世界規模で求
められている。 
	 バイオリファイナリーにおいて微生物
を生体プラントとして用いて、基幹原料
となる C5 糖・C6 糖から有用物質を生産
する試みは非常に重要な分野の１つとさ
れている。ここで、微生物を用いた有用物
質生産の研究において重要な要素の 1 つ
となりうるのが、植物細胞の Calvin- 
Benson 回路・フラボノイド生合成代謝経
路などの一部で形成される代謝酵素集合
体：メタボロンである。 
	 メタボロンとは、細胞内において代謝
経路に関わる酵素群が、非共有結合的な
タンパク質—タンパク質間相互作用によ
って集積化した代謝酵素集合体である。
このメタボロンを形成することで、代謝
中間体をある酵素から次の酵素へ迅速に
受け渡す連続した反応が可能となる。ま
た触媒活性の低い酵素を複数局在化させ
ることにより反応経路を強化し、細胞内
における物質変換の高効率化が達成され
ている。しかしながら、このようなメタボ
ロンを人工的に構築した研究は、未だ数
例程度しか報告されていない。一番の原
因としては、生体内で使用可能な相互作
用ペアが非常に少ないことにあると推察
される。そのため細胞内において人工メ
タボロン化できるのは、目的物質生産に
関わる反応前後のごく一部の代謝酵素に
限られてしまっていた。また既往の報告
では、単純に足場上に酵素を配列させた
だけであり、迅速な基質受け渡しに必要
である集合体中での代謝酵素の配向制御
は行われていない。これまで申請者は、効
率的なタンパク質集合体の形成には結合
の配向性が重要であることを明らかとし、
また構造を最適化することによって酵素
の触媒反応を加速することを達成してい
る。 
	 そこで本申請では、生体内で使用可能
な新規の相互作用ペアを合理的に探索・
設計し、これを用いることで、鍵となる反
応に関わる代謝酵素を「最適な数だけ最
適な構造で」集積化した’デザイナーメタ
ボロン’を用いた高効率な有用物質の生産
技術の開発を行った。 
 

２．研究の目的 
	 本研究では、デザイナーメタボロンの
形成による高効率有用物質生産法の開発
に向けて、細胞内で利用可能な新規タン
パク質相互作用ペアの探索および開発を
行う。本研究に必要な、細胞内でも結合力
を示す新規タンパク質相互作用ペアを、
全くゼロから複数種類作り出すというこ
とは現実的ではない。そこで申請者は、す
でに発見されているタンパク質—タンパ
ク質相互作用ペアをテンプレートとし、
改変を加える事で細胞内でも使用可能と
することとした。 
	 テンプレートとして、一部の嫌気性細
菌において観察されるバイオマス分解酵
素集合体（セルロソーム）を形成するタン
パク質相互作用ペアである「コヘシンと
ドックリン」に着目した。このセルロソー
ムは、コヘシンが複数並んだ足場タンパ
ク質上に、ドックリン部位を持つバイオ
マス分解酵素が非共有結合的に相互作用
することで形成される。この相互作用は
Ca2+依存的であり、ドックリンの EF-hand 
Like モチーフと Ca2+との結合によりドッ
クリンの構造が安定化し、コヘシンとド
ックリンは相互作用が可能になる。しか
しながら、例えば大腸菌などの細胞内で
は Ca2+濃度が低いため、天然のコヘシン
とドックリンでは細胞内で結合力を示さ
ないとされている。一方で EF-hand Likeモ
チーフはタンパク質相互作用界面には存
在していないため、この部分に改変を加
えても直接的には相互作用に影響を与え
ない。よって、EF-hand Likeモチーフに改
変を加えて「Ca2+非依存的な結合を示すド
ックリン変異体」を作成することで、大腸
菌等の細胞内でも使用可能な相互作用ペ
アの獲得が達成されると考えた。申請者
は、これまでにタンパク質のループ構造
部分に改変を加える事で、本来のタンパ
ク質の機能を損なうことなく望む機能を
付与することを達成している。 
	 現在までに、コヘシンとドックリンペ
アは 10種類以上の嫌気性細菌中で発見さ
れており、特に魅力的な点として由来（宿
主）の異なるコヘシン-ドックリン同士は
結合しないという結合特異性が挙げられ
る。つまり、EF-hand Likeモチーフの改変
技術を確立することによって、細胞内で
結合可能かつ結合が交差しないタンパク
質相互作用ペアの複数獲得が達成される
と考えた。 
	 よって本研究においては、天然に存在
するコヘシンとドックリンのタンパク質
相互作用ペアを鋳型として、アミノ酸変
異を導入することで、Ca2+非依存的な相互
作用を示す新規タンパク質相互作用ペア
の開発を目的とした。 
 
 



３．研究の方法 
	 細胞内で利用可能な新規タンパク質相
互作用ペアの開発のため、Split-Green 
fluorescein protein (GFP) を用いたドック
リン変異体の大腸菌内蛍光スクリーニン
グを行った。スプリットタンパク質とは
機能性タンパク質を分割したものであり、
それぞれの分割部位が近接することで元
の機能が回復する。緑色蛍光タンパク質
である GFPは天然で蛍光を示すことから、
スプリットタンパク質化した際には、分
割状態では蛍光を示さず、分割された両
方のユニットが近接することで蛍光が回
復することとなる。よってコヘシン -
SplitGFPAとアミノ酸変異導入ドックリン
-SplitGFPB を大腸菌内で共発現した際に、
GFP の蛍光が観察されれば、そのドック
リン変異体は大腸菌内でも結合力を示す
ことを意味する。これにより、GFP の蛍
光と細胞内コヘシン-ドックリンの相互作
用とがリンクしたスクリーニング系が構
築出来ると期待した。 

 
	 ドックリンの変異導入箇所の絞り込み
には、ドックリン結晶構造および、それを
鋳型として構築した結晶構造モデルを用
い、シークエンスアライメントから EF-
hand Likeモチーフ部位の同定を行った。
これらモチーフ部位に対して、Ca2+を捕捉
するアミノ酸残基に変異を導入し、ドッ
クリン変異体の構築および評価を行った。 
	 物質生産を行う宿主としては一般に広
く使用される大腸菌 (Escherichia coli) を
モデル宿主として選択した。大腸菌は工
業的に利用が可能であるだけでなく、研
究レベルでは非常に多くの知見があり、
遺伝子組換えが容易で、更に生育速度が
非常に早いため施した実験操作の結果を
すぐに得ることが可能であるため、研究
速度を更に加速させることができる。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌における Split-GFP融合タン
パク質の発現および精製 
	 細胞内で利用可能な新規タンパク質相
互作用ペアのテンプレートとして、由来
の異なるコヘシンードックリンペアを 5
種類選択した。選択したコヘシンおよび
ドックリンの由来と天然でその部位を持
つタンパク質名を表 1 に示す。また GFP
をスプリット化し、N末端側の GFPAと C
末端側 GFPBについて、コヘシンとドック
リンとの融合タンパク質化を行った。 

表 1. 使用したコヘシンードックリンの 
由来タンパク質および略称一覧 
由来 Cohesin Dockerin 

Archaeoglobus 
fulgidus 

AfDoc 
(AF2375) 

AfDoc 
(AF2375) 

Bacteroides 
cellulosolvens 

BcDoc 
(ScaA) 

BcCoh 
(ScaB) 

Clostridium 
cellulovorans 

CcCoh 
(CbpA) 

CcDoc 
(EngE) 

Clostridium 
thermocellum 

CtCoh 
(CipA) 

CtDoc 
(CelS) 

Ruminococcus 
flavefaciens 

RfCoh 
(ScaB) 

RfDoc 
(ScaA) 

	 ここでまず、コヘシンおよびドックリ
ンの挿入位置と組み合わせ、およびリン
カー長について検討した。GFP の結晶構
造を考慮すると、GFP本来の N末端およ
び C 末端が近傍に位置していることから、
相互作用ペアの挿入位置としては、a) 
GFPAの N末端および GFPBの C末端、も
しくは b) GFPBの N末端および GFPAの C
末端の組み合わせとすることが、コヘシ
ン-ドックリンの近接による相互作用およ
び蛍光回復の促進につながると考えた。
また Split-GFPとコヘシンまたはドックリ
ン間のリンカーとして、一般的に用いら
れるフレキシブルリンカーである GGGS
配列および(GGGS)2GS 配列を選択した。
これら 5種類のコヘシン-ドックリンペア
について 8 パターンずつ pET22b(+)ベク
ターに導入した全 40個の発現用プラスミ
ドを構築した。また発現タンパク質のフ
ォールディングこれら調製したプラスミ
ドを各々、大腸菌 BL21(DE3)株にヒート
ショック法により導入し、Split-GFP 融合
ドックリンおよび Split-GFP融合コヘシン
を発現する形質転換体を調製した。これ
ら形質転換体を、アンピシリンおよび 0.1 
mM Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG) を添加した LB 培地にて 37℃—18
時間培養することでタンパク質の発現を
行った。その後、菌体を遠心分離で集菌し、
Tris Buffered Saline (TBS緩衝液)で洗浄後、
タンパク質抽出試薬を加え大腸菌を破砕
した。遠心分離を行い得られた無細胞抽
出液を、融合タンパク質末端にあるポリ
ヒスチジンタグを利用して Ni-NTA カラ
ムにて精製を行った。変性バッファーによ
り熱処理を行った後、ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動（SDS-PAGE）により、融
合タンパク質の発現評価を行った。 
	 しかしながら、評価を行った大部分の
融合タンパク質において、目的のタンパ
ク質由来のバンドが非常に薄く、また分
解物と思われるバンドが多く確認さてし
まった。これは発現を行った大腸菌内に
おいてミスフォールディングを起こし、
内在性のプロテアーゼによって分解され
てしまったのではないかと推察された。

���������"#��������"% #�

���"#
-SplitGFPB

�!�#
-SplitGFPA

���"#
���

doc-split gfpb
coh-split gfpa

���	

E. coli

�

��&

��'��
�����

��"% #�&



実際に、発現検討を行った一部において
はインクルージョンボディが形成されて
いる様子が確認された。よって安定的な
タンパク質の発現を行うため検討を行う
こととした。発現用大腸菌株を C41(DE3)
株に変え、またフォールディングを促進
させることを目的として、シャペロンで
ある groES/groEL をコードした pGro7 プ
ラスミドを形質転換し、融合タンパク質
との共発現を行った。また培養温度をお
よび培養時間、培地組成の条件を検討し、
同様に SDS-PAGE によって発現した融合
タンパク質の評価を行った。その結果、た
しかに融合タンパク質由来のバンドが確
認され、また分解物と思われるバンドも
見られなかった。このことから、発現条件
の最適化により、安定的に SplitGFP 融合
ドックリンおよびコヘシンの発現に成功
した。安定的な融合タンパク質の発現条
件の確立は、以後の蛍光スクリーニング
の結果にも関係することから非常に重要
である。上述の操作により発現および精
製を行い得られたタンパク質を用いて、
以後の検討を行った。 
 
（2）蛍光を用いた in vitro でのタンパク
質相互作用試験 
	 次に、得られた融合タンパク質を用い
て、in vitro におけるタンパク質の相互作
用試験を行った。具体的には、5mM Ca2+

を添加した TBS緩衝液中に、SplitGFP融
合コヘシンおよび SplitGFP 融合ドックリ
ンを当量混合し、GFP 由来の蛍光を測定
した。得られた蛍光測定結果について、観
察された蛍光の最大値を 1.00 とした蛍光
強度比の一部を下表 2に示す。 

表 2. C. thermocellum由来コヘシンおよびドッ
クリン融合 SplitGFPを用いた蛍光回復試験 

	 まず SplitGFPAと SplitGFPBが共に存在
しない組み合わせについては、GFPが再
構築されないため、蛍光は回復しない。
また SplitGFPに対してコヘシンおよびド
ックリンを挿入する位置については、一
般的な SplitGFPを用いた相互作用の検討
と同様に、タンパク質相互作用部位であ
るコヘシンとドックリンが近接して存在
することになる組み合わせにおいて、蛍
光回復効率が高いことが示された。また
用いるコヘシンとドックリンの由来によ
っては、GFPとの間のリンカー長の組み
合わせを変更することで、蛍光の回復が
促進された。これは用いた各コヘシンお
よびドックリンによって、Nまたは C末
端の自由度が異なるためであり、それに

伴い融合タンパク質化した際の SplitGFP
からの距離が異なるためであると推察さ
れた。上記の in vitroにおける蛍光回復
試験を、由来の異なる 5種類のコヘシン-
ドックリンペアについて、リンカー長の
4つの組み合わせを合わせた全 320通り
について検討を行った。各由来のコヘシ
ン-ドックリンペアについて、最大の蛍光
強度が得られたものを鋳型とし、以降の
検討に用いた。 
 
（3）ドックリン変異体の設計および Split 
-GFP融合ドックリン変異体の構築 
	 次に得られた SplitGFP 融合ドックリン
の Ca2+ binding loop（EF-hand Likeモチー
フ）に対して変異を導入することにより、
Ca2+非依存的な結合を示す新規相互作用
ペアの開発を試みた。以下に RfDoc の結
晶構造モデルを示す。 

	 ドックリンの結晶構造を観察したとこ
ろ、通称の通り loop部分で Ca2+を捕捉し
ており、これによってドックリンは結合
可能モードへと変化することが知られて
いる。その Ca2+ binding loopを見てみると、
Asp や Asn などドナー性のアミノ酸残基
が多く存在し、これら結合性アミノ酸残
基が通常 4〜5 残基、Ca2+へと配位してい
る。特に報告されているドックリンにつ
いてシークエンスアライメントを行うと、
結合性アミノ酸残基として Asp の出現頻
度が非常に高く、またそれ以外のループ
を構築するアミノ酸残基としては Gly や
Ala など比較的小さなアミノ酸残基によ
り、自由度が高くなっていることが推察
された。よって本研究の目的とする Ca2+

必要性の解消は、Ca2+結合性アミノ酸残基
の一部を、正電荷を持つアミノ酸残基に
変異させることで達成されるものと考え
た。実際に、タンパク質シミュレーション
ソフトを用い、正電荷を持つアミノ酸へ
と置換した変異体モデルの構築を行い、
評価した所、導入したアミノ酸と Ca2+結
合性アミノ酸残基とが相互作用する様子
が確認された。また変異を導入する数が
増えると、導入したアミノ酸同士で反発
してしまう様子も観察された。 
	 これより、上記設計戦略に従い、一つの
Ca2+ binding loopにつき、Ca2+結合性アミ
ノ酸残基のうち 1 残基を、Arg もしくは
Lys へと変異させたドックリン変異体を
構築し、これを評価することとした。 

0.92 0.28 0.02 0.03

0.31 0.68 0.02 0.01

0.02 0.01 0.82 0.31

0.02 0.02 0.29 1.00

CtCoh-GFPB
GFPB-CtCoh

CtCoh-GFPA
GFPA-CtCoh

CtDoc-GFPA GFPA-CtDoc CtDoc-GFPB GFPB-CtDoc



（4）大腸菌内における Split-GFP 融合相
互作用ペアの発現および蛍光スクリーニ
ング 
	 研究結果（2）において構築した Split-
GFP 融合ドックリンを鋳型として、各変
異が導入されたアミノ酸配列をコードす
るプライマーを用いることで、Split-GFP
融合ドックリン変異体を発現可能なプラ
スミドベクターを構築した。調製したプ
ラスミドを前述の操作により大腸菌へと
形質転換し、Split-GFP 融合コヘシンと共
発現可能な形質転換体を得た。得られた
形質転換体について、培養およびタンパ
ク質の発現を行い、洗浄後に集菌したペ
レットについて 490 nmの励起光を照射し、
Split-GFP の蛍光回復から、細胞内でのコ
ヘシン-ドックリン相互作用の形成を分析
した。 
	 しかしながら、本申請研究期間内に構
築したドックリン変異体 250 検体につい
て分析を行ったものの、融合タンパク化
していない Split-GFPのみのコントロール
と比較して、細胞内での split-GFPの明ら
か蛍光回復を確認することは出来なかっ
た。また集菌後のペレットに対しタンパ
ク質抽出液を加え、簡便な Ni-NTAを用い
た精製を行った後、in vitro での蛍光スク
リーニングを行ったものの、同様の結果
であった。これは、今回用いた 5 種類の
ドックリンと同様に、天然に存在するド
ックリンの多くが、1分子につき 2箇所の
Ca2+ binding loopを持っているため、Ca2+

要求性を解消するためには、同時に 2 箇
所変異を加え、かつどちらも Ca2+無しの
状態で天然の構造を維持する必要がある
ためである。また GFPの分析感度により、
どちらか片方が Ca2+非依存性のループと
なったとしても判別できなかった可能性
も考えられた。 
	 今回、本研究期間内においては、残念な
がら細胞内で利用可能な新規タンパク質
相互作用ペアの開発には至らなかったも
のの、今後も継続して本研究内容は行っ
ていく予定である。具体的には、まず GFP
の高感度化を目的として、既に報告され
ている変異を導入することで、細胞内で
コヘシン-ドックリン相互作用の形成を判
別しやすくすることを行う。またループ
部分の設計として、上述の正電荷を持つ
アミノ酸残基である Arg と Lys の変異導
入に加えて、自由度の高い Gly や Ala な
どの残基の一部分について、Proへの置換
を行う。ループ内で形成される静電相互
作用に加えて、ループ構造を剛直化する
ことで、結合モードのドックリンの構造
を再現し、これにより Ca2+要求性の解消
を狙いたい。 
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