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研究成果の概要（和文）：　近年、蛋白質からなる分子集合体を生体機能材料のテンプレートとしたバイオテク
ノロジー応用が期待されている。本研究では、固体材料としての利用が注目されている蛋白質結晶の機能化に焦
点をあて、従来の人工多孔性材料でも困難とされていた精密多層構造の構築を達成した。特に、細胞内結晶化反
応で結晶を形成する昆虫ウイルス由来の蛋白質「多角体」にターゲットを絞り、多角体結晶への外来分子の精密
多層集積から新しい生体機能材料合成の領域を開拓した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, biotechnological applications in which a molecular assembly
 consisting of proteins is used as a template for biofunctional materials are expected. In this 
study, we focused on the functionalization of protein crystals, which is attracting attention for 
use as a solid material, and achieved the construction of a precise multilayer structure that was 
considered difficult even with conventional artificial porous materials. In particular, we focused 
on the protein "polyhedra" derived from insect viruses that form crystals with the intracellular 
crystallization reaction and established a new biofunctional material synthesis with the precise 
multi-layer accumulation of foreign proteins in the polyhedron crystals.

研究分野： 化学

キーワード： タンパク質結晶　タンパク質工学　超分子化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果の学術的意義や社会的意義は、細胞内結晶化を用いることにより、これまで解決が困難とされていた蛋
白質の迅速・大量合成、安定化を劇的に改善し、精製した蛋白質からの結晶化が常識であった蛋白質結晶化の概
念をも根本から変える材料作成法となる。従って、機能材料としての蛋白質結晶利用の可能性が格段に広がり、
実用化にも近いバイオマテリアルとなりうる。具体的には、多角体結晶の安定性と生体適合性を生かした酵素の
迅速合成と長期保存、ワクチンや細胞外マトリックスの開発等、複雑な医薬品合成の軽減や、我が国の課題であ
る医療費負担の大きな削減を可能とする技術につながると確信する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ナノマテリアル分野の急速な発展により、蛋白質集合体の特異なナノ構造に着目した

研究が盛んにおこなわれている。 蛋白質をビルディングブロックとし、ケージやチュ

ーブ、リングに代表されるような多彩な集合体の合成が報告されているものの、ほとん

どは機能材料には至らない。その理由は、蛋白質集合体の特徴的な構造を保持したまま、

機能を発現する分子設計指針が確立されていないためである。一方、天然では、ウイル

スに代表されるように、蛋白質の集合化により構築されるナノ空間を用いた核酸の貯蔵

や輸送、さらには、マイクロコンパートメントのようにケージ内部に異なる酵素を集積

した多層空間を構築し、円滑なカスケード反応を実現している。従って、蛋白質集合体

が形成する特殊な反場を新しい物質合成につなげるには、蛋白質集合体の精密な多層構

造作成の設計指針の確立が、革新的な機能材料を生み出す大きな鍵を握る。 

 近年、これまでの欠点を克服する蛋白質集合体として、蛋白質結晶が注目されている。

蛋白質結晶は蛋白質が規則正しく配列した固体状態の蛋白質集合体であり、結晶内部に

は溶媒チャネルと呼ばれるナノ細孔が形成され、その細孔特性はゼオライトやメソポー

ラスシリカに匹敵する。また、結晶化により、溶液中の蛋白質や、ランダム会合した状

態に比べ、蛋白質の安定性が飛躍的に向上することが知られている。代表者は、それら

の特徴を生かし、蛋白質結晶中の溶媒チャネルを用いた無機材料の合成、光励起電子伝

達、触媒反応、精密化学修飾等を報告しており、溶液中の蛋白質集合体では制御が難し

い触媒反処理を施すことによってはじめてリサイクルや非水溶液中の使用に耐えるこ

とができる。また、大量に入手できる安定な蛋白質結晶は限られており、リゾチームを

含む数種類の蛋白質の利用にとどまっている。従って、既存の蛋白質機能化技術の融合

だけでは、さらなる蛋白質結晶材料の作成は困難であり、これまでにない新概念の確立

が急務となっている。つまり、(1)蛋白質の精製・結晶化操作が不要の蛋白質結晶化、

(2)化学処理が不要な安定な蛋白質結晶の作成、(3)多様な蛋白質集積に対応できる結晶

化プロセスを満足する方法論の開発が必要不可欠となっている。この課題を克服する解

決策の一つとして、細胞内蛋白質結晶化反応が挙げられる。昆虫ウイルスが昆虫細胞に

感染する際、ウイルスと同時に、結晶性蛋白質である「多角体」が産生され、結晶化の

際にウイルス粒子を包埋し、その保護の機能を担うことが知られている。この多角体結

晶を機能材料として用いることができれば、結晶化に関わる煩雑な操作が不要となるば

かりではなく、遺伝子工学的手法によって、蛋白質をはじめとする様々な分子を内包し

た機能化蛋白質結晶の作成が可能となる。代表者はすでに、多角体結晶内部への金属錯

体から蛋白質まで幅広いサイズの外来分子の内包を実現してきた。そこで、本研究では、

さらなる蛋白質結晶の精密機能化に向けて、従来の人工の多孔性材料でも困難とされて

いる精密多層構造を持つ機能化結晶の作成に焦点を絞った。 
 
２．研究の目的 

昆虫ウイルスが宿主昆虫細胞内に作るタンパク質微結晶である多角体は、その高い化

学的・物理的安定性によって、中に内包したウイルス粒子の増殖能を保持しながら、ほ

かの昆虫個体にまで運搬をすることができる。本研究で用いたカイコ細胞質多角体病ウ

イルスの多角体を構成する polyhedrinのN末端にある α-ヘリックス(H1)を付加したタン

パク質は、多角体への内包化と、安定化が可能となることから、この多角体はタンパク

質の活性を保護し運搬するためのコンテナとしての利用が期待できる。 
これまでのところ複数種の H1 付加タンパク質を意図的に配置して内包化することは
できていない。もし、H1 付加タンパク質を多角体のより深い部分にまで内包させるこ
とでその内包量を増やし、さらに、複数種の H1 付加タンパク質を多角体の深層部と
表層部に分けて内包化することができれば、その多角体を溶解した際、溶解の度合い
によって放出される H1 付加タンパク質が段階的に切り替わる新たなタンパク質のコ
ンテナを開発できると考えた。本研究では、蛍光タンパク質である EGFP や DsRed に
H1 を付加し、これらの細胞内での蛍光タンパク質の結晶内包を制御し多層構造多角体
形成を検討した。 



 
３．研究の方法 
1. H1-EGFP 発現ウイルスと polyhedrin 発現ウイルスの共感染 
H1-EGFP 発現ウイルスを昆虫細胞である Sf21 細胞に接種した後に polyhedrin 発現ウイ

ルスを接種することで H1-EGFP 内包多角体を作製した。EGFP の確認は共焦点レーザ

ー走査顕微鏡を用いた。 
2. H1-EGFP、polyhedrin、H1-DsRed 発現ウイルス共感染 
Sf21 細胞への H1-EGFP 発現ウイルス接種後に polyhedrin ウイルスを接種し、さらに

H1-DsRed 発現ウイルスを接種することで多角体を作製した。作製条件の異なる多角体

の形態を共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した。 
3. H1-EGFP 安定発現 Sf21 細胞を用いた多角体作製 
H1-EGFP 安定発現 Sf21 細胞に polyhedrin 発現ウイルスを接種することで得られる多角

体を観察した。いずれの観察も共焦点レーザー走査顕微鏡を用いた。 
 
４．研究成果 
1. H1-EGFP 発現ウイルスと polyhedrin 発現ウイルスの共感染 
H1-EGFP 発現ウイルス接種と polyhedrin 発現ウイルス接種の時間差が大きくなるほど

形成される多角体の大きさは小さくなり、形成個数も少なくなる傾向が見られた。 
2. H1-EGFP、polyhedrin、H1-DsRed 発現ウイルス共感染 
H1-EGFP、H1-DsRed いずれか一方のみ内包したもの、いずれも内包していないもの、

あるいはいずれも内包することで黄色の蛍光を発するものなどが見られた。 
3. H1-EGFP 安定発現 Sf21 細胞を用いた多角体作製 
H1-EGFP 安定発現 Sf21 細胞に polyhedrin 発現ウイルスを感染させて得た多角体を共焦

点レーザー走査顕微鏡で観察したところ、H1-EGFP と H1-DsRed 両方を内包したものは

内側が緑色、外側が赤色を呈していた。 
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