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研究成果の概要（和文）：タンパク質を分子レベルで制御して自在に配置することができればこれまでには達成
が困難であった新たな機能の付与ができるようになると期待される。本研究では、DNAナノ構造体の様々な機能
性材料を並べる際に分子レベルで制御した足場となる利点と、我々が開発したDNAナノ構造体へのタンパク質配
置技術(アダプター法)を駆使して、新規機能を獲得することを目指した。その標的として、フィコビリソームに
代表される光捕集アンテナタンパク質複合体の量体制御を目指した。研究目的の一つであったアダプター法の拡
充という点においては、良好な成果を得られており、今後も引き続き研究を継続していくことが望まれる。

研究成果の概要（英文）：DNA nanostructure was used as the scaffold to locate the functional 
molecules including proteins and enzymes. We recently developed the method "DNA binding adaptor" to 
locate protein and enzyme on the DNA scaffold. In this research, we would like to apply the method 
to construct the protein assembled state for appearing the new function. As a function, we would 
like to construct artificial phycobilisome by assembling the phycobiliprotein. Through this 
research, we developed the new adaptor series to assemble various proteins.  

研究分野： 生体機能関連化学

キーワード： ヘテロ多量体　DNAナノ構造体　DNA結合タンパク質　平衡制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質は高機能な生体高分子であり、この機能を自在に制御して温和な条件下で様々なシステムを構築して
利用することは持続可能な社会において必要とされる技術です。本研究では、タンパク質を自在に配置すること
が可能なDNAナノ構造体を足場として、我々が開発したタンパク質配置技術を利用して高機能なシステムを構築
することを目指しています。そのひとつとして、タンパク質本来の光捕集能を操作できる可能性について検討を
おこなうのがこの研究の目的でしたが、これに限らず様々な応用展開が期待される拡張性の高い研究手法です。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 

１．研究開始当初の背景 

 生体内に存在する多くのタンパク質・酵素は、単量体として機能するだけでなく、多量体

を形成することで特有の活性を発揮するものが多く存在する。特にホモ多量体の中には、部分

的な変異を含んだ誘導体が生成することでヘテロな多量体を形成し、本来の機能・活性が大き

く影響を受けるものが知られている。しかしながら、そのようなヘテロ多量体は、本来のホモ

多量体と同程度のタンパク質間相互作用が維持しているため、天然型と変異型の単量体から成

るホモとヘテロ多量体が平衡に従って混在している状態となり、単一のヘテロ多量体としての

機能を評価するのは不可能であると考えられる。一方で、構造体を足場として、空間配置を制

御した状態で、特定の誘導体を配置することができれば、近接効果により、目的のヘテロ多量

体を優先的に調製できると期待される。これまでは、タンパク質を一分子レベルで制御して配

置する技術そのものがなかったが、近年、DNA ナノ構造体を足場とすることで、DNA を結合

部位としてナノの精度で配置することができるようになった(総説として Chem. Rev. 2017, 117, 

12584)。一方、DNA ナノ構造体上の DNA の結合部位に対してタンパク質を正確かつ定量的に

配置する技術は以前未発達であったが、最近、我々が開発した DNA 結合性アダプター法によ

って達成することができるようになった(Chem. Comm. 2015, 51, 1016; J. Am. Chem. Soc. 2016, 

138, 3012; J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 8487 など)。この方法を利用すれば、アダプターと融合し

て調製したタンパク質を DNA ナノ構造体上に簡便に配置することができる。そこで、本手法

を活用したヘテロ多量体を調製するための方法論の開発を着想した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、様々な量体タンパク質がその対象となる。そのひとつとして、光捕集アンテナ

タンパク質複合体(フィコビリソーム)の構成要素のひとつであるアロフィコシアニン(APC)に

注目した。APC はホモ 3 量体を形成し、単量体につき 2 分子の色素を発色団として有するタン

パク質である (J. Struct. Biol., 1998, 124, 311)。APC はホモ 3 量体を形成することで、発色団間

での相互作用が生じ、3 量体特有の分光学特性が生じる。最近では、その色素骨格や APC の色

素結合部位近傍のアミノ酸配列への変異を施すことで、波長や量子収率の操作などの新たな分

光学的特性が創出できることが示されている(Nature Methods 2016, 13, 763)。この知見を拡張し

て、それぞれが波長の異なる単量体を創出し、ヘテロ 3 量体を構築すれば、広範囲の波長を網

羅的に吸収することができ、光捕集能が飛躍的に向上した APC ヘテロ 3 量体が構築できる。こ

れは、天然のフィコビリソームでは、別の波長特性を有する光捕集アンテナタンパク質をわざ

わざ用意し、筒状に連結することで初めて達成されている機能であり、これをヘテロ 3 量体で

達成できれば、高効率な光利用システムの構築に繋がる。 

 

３．研究の方法 

APC を DNA ナノ構造体上に配置するために、APC の N 末端側または C 末端側に対して、

DNA ナノ構造体上の結合部位である DNA 配列に対して高選択的なアダプターを遺伝子工学的

に融合し、キメラタンパク質として調製する。この際のアダプターとしては、これまでに申請

者らが開発してきた共有結合型アダプター(Chem. Comm. 2015, 51, 1016 など)を基本として適時



改良して用いる。キメラタンパク質は、大腸菌を宿主としたタンパク質発現システムによって

おこなう。次に、アダプターの結合部位を配置した DNA ナノ構造体を設計する。DNA ナノ構

造体の計上と結合部位の空間配置に関しては、APC の結晶構造に基づき、アダプターを介して

DNA ナノ構造体上に配置した場合に 3 量体形成が可能な空間配置を予測し設計する。DNA ナ

ノ構造体は、サイズ・形状・結合部位への位置などが自由度高く対応することができる。調整

した DNA ナノ構造体に配置し、分光学的手法や直接的な観察を含めておこなって評価する。

また、注目した他の量体タンパク質についてもアダプターを遺伝子工学的に融合し、キメラタ

ンパク質を調製し、その機能評価も視野に入れ研究をおこなった。 

 

４．研究成果 

本研究では、光捕集アンテナタンパク質複合体(フィコビリソーム)の構成要素の一つでホモ

三量体を構築することが知られているアロフィコシアニン(APC)を利用して、合目的にヘテロ三

量体をつくりわけて、新規な光機能をもった APC ヘテロ三量体を構築することである。そのた

めの基本戦略としては、「異なる各単量体をナノ構造体の足場に配置してヘテロ三量体を形成

させる。」ことと「ナノ構造体の設計によって様々なヘテロ三量体をつくりわける」ことが挙

げられる。前半の戦略のために、共有結合型アダプターの拡張をおこない、後半の戦略のため

には DNA ナノ構造体の設計をおこなった。また、他の多量体タンパク質を構築するために、リ

ブロース-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ(RuBisCO)にも注目した。RuBisCO

は、光合成における炭酸固定反応(カルビン・ベンソン回路)をおこなう酵素である。 

 

4-1．共有結合型アダプターの拡張 

ナノ構造体上に異なる種類のタンパク質を配置するためのモジュール型アダプター戦略を拡

張し、ヘテロ量体を含む複数種類のタンパク質を配置することができるように展開した。モジュ

ール型アダプターは「DNA結合性モジュール」と「共有結合形成モジュール」によって構成さ

れる。このうち、共有結合形成モジュールに関しては、利用できる種類が限られており、タンパ

ク質サイズが大きく異なるためにヘテロ量体を配置する際に困難を伴うことが想定された。具体

的には、同一のDNA結合性モジュールを持つ2種類のモジュール型アダプター(J. Am. Chem. Soc. 

2017, 139, 8487で報告済)であるAZ-CLIPとAZ-Haloは、それぞれ32 kDaと48kDaと分子量が大きく

異なる。一方DNA結合性モジュールに関しては、ほぼ同一サイズでDNA塩基配列選択性が異な

るものが知られており(例：AZ = 12 kDa, ZF = 12kDa, Angew. Chem. Int. Chem. Ed. 2012, 51, 2421.

で報告済)、拡張性の点からも同一の共有結合形成モジュールを有するモジュール型アダプター

が有用であることが期待された。しかしながら、以前の報告(J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 8487)

では、同一の共有結合形成モジュールを有するモジュール型アダプターは、塩基配列選択性が乏

しく、厳格な配置制御が困難なことが明らかとなっていた。これを反応速度論に基づく合理的な

設計を経ることで同一の共有結合形成モジュールを有するモジュール型アダプターを獲得する

ことに成功した(Chem. Sci. 2019, 10, 9315.)。この知見をもとに更なるモジュール型アダプターの

拡充についても引き続き検討しており、別報としての報告を予定している(2020年現在)。これに

ついても報告済である(Chem. Eur. J. 2021, 27, 18118)。 



 

図1．モジュール型アダプターの拡張 

 

4-2. モジュール型アダプター融合APCの調製とDNAナノ構造体の調製について 

4-1.で示したモジュール型アダプターを融合したAPCについてプラスミドを構築し、融合タン

パク質として獲得することを試みた。APCについては、APCの結晶構造(PDB ID:1B33)に基づく

モデリングの結果、C末側にモジュール型アダプターを導入するのが適当であった。そこで、実

際にプラスミドを構築し、大腸菌を宿主として発現を試みたが、可溶性の成分として獲得するに

至らなかった。これには、APCとモジュール型アダプター間の導入位置の検討、リンカー等の構

造の最適化などの引き続きの検討が必要である。一方、色素を導入する際に酵素(リアーゼ)が必

要となる等の知見から、宿主をAPCを生来発現しているシアノバクテリアに変更しておこなって

おり、継続検討している。 

DNAナノ構造体に関しては、過去の文献(Nature Chem. 2016, 8, 476)を参考にサイズを自在に変

更可能なリング状のDNAナノ構造体を調製し、種々の測定(原子間力顕微鏡(AFM)や透過型電子

顕微鏡(TEM)・ゲル電気泳動)によって調製できていることを確認している。 

 

4-3.アダプター融合RuBisCOの調製とDNAナノ構造体上での機能評価 

RuBisCOは、光合成における炭酸固定反応(カルビン・ベンソン回路)をおこなう酵素であり、

重要な酵素の一つである。生体内では、その反応を効率よく進行させるため、脱炭酸酵素(Carbonic 

anhydrase : CA)などと共に集積した小構造体、カルボキシソームを形成している。これをDNAナ

ノ構造体を鋳型とし、試験管内で集積化させた人工カルボキシソームの構築について検討した

(Bio. Med. Chem. 2019, 27, 115120)。RuBisCOは、2量体を形成して活性を発揮すること、C末端側

の機能が活性発揮に必須であることなどを含め、N末端側に二量体形成用のアダプターとして開

発したGCN4 (Methods 2014, 67, 142)を導入したG-RuBisCOを調製した。G-RuBisCOは天然の

RuBisCOと比較してほぼ同等の活性を示し、アダプターを導入した影響は確認されなかった。次

に、試験管内でカルボキシソームを構築することを目的とし、その構成要素であるCAに対して

前述のモジュール型アダプターを導入したZS-CAを調製した。図2に示すようにG-RuBisCO及び

ZS-CAを同一のDNAナノ構造体上に配置し、ZS-CAが存在しない場合や溶液中にZS-CAが混在し



た場合とRuBisCO活性を比較評価した。G-RuBisCOとZS-CAを同時に配置した場合にG-RuBisCO

活性が高くなることが期待されたが、逆の結果となった。 

 

 
 

図2．G-RuBisCO及びZS-CAを配置したDNAナノ構造体 

 

4-4.まとめ 

タンパク質の集合状態を任意に操作することで新たな活性を発揮することを期待し、そのため

の技術であるモジュール型アダプターの拡充と、その技術を利用したフィコビリソーム構成タン

パク質であるアロフィコシアニン(APC)誘導体およびカルボキシソーム構成タンパク質である

リブロース-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ(RuBisCO)誘導体を調製した。特に

RuBisCOに関しては、カルボキシソーム構成タンパク質(CA)と同一のDNAナノ構造体上に配置

し、その機能がどのように変化するのかについて評価した。このような評価は分子レベルで操作

して構造体を構築することができる本手法ならではの評価であることから、今後も様々な事例に

対して応用展開していくことが期待される。 
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