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研究成果の概要（和文）：最近、決まったサイズのナノ空間を有する植物ウイルスの殻（キャプ

シド）をナノテクノロジーに応用する研究が注目を集めている。しかし、人工的なウイルスキ

ャプシドを合理的に設計するのは、未発達である。本研究で我々は、ウイルス由来のβ-アニュ

ラスペプチド（24 残基）を合成し、それが水中で自己集合することで 30-50 nm の中空ナノカ

プセル（合成ウイルスキャプシド）を形成することを見出した。さらに、その内部での酸化鉄

合成や、DNA の内包にも成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Recently, application of plant viruses to nanotechnology have 
attracted much attention due to their fascinating nanostructures with discrete nano-space. 
However, it remains difficult to rationally design artificial viral capsid. In this 
project, we found that a synthesized viral β-annulus peptide (24 residues) showed 
spontaneous self-assembly into hollow nanocapsules (synthetic viral capsid) with the size 
of 30-50 nm in water. Moreover, we have succeeded in synthesizing magnetite and 
encapsulating M13 phage DNA into the artificial capsids. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）天然のウイルスは、非常に美しい構造
をもった有機分子の集合体であり、これらを
人工的に合成することは、科学者にとっての
夢の一つである。有機合成化学、高分子合成
化学の発達により数 nm 領域の有機化合物を
精密合成することは、ある程度可能になって
きている。しかしながら、天然のウイルスの

ような数十 nm にも及ぶナノ構造体を、精密
に分子設計・合成する方法論は、未発達であ
った。 
（２）これまで、球状ウイルスの外殻タンパ
ク質（キャプシド）の自己集合原理に学び、
様々な化学者によって、「ウイルス模倣超分
子」が構築されてきた。例えば、Rebek Jr.
らは、クロロホルム中の水素結合形成自己集

機関番号：１５１０１ 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２２３５００７５ 

研究課題名（和文） ウイルスキャプシドの骨格構造を構造基盤とした機能性人工ペプチドナ

ノカプセルの創成 

研究課題名（英文） Creation of Functional Artificial Peptide Nanocapsules based 

onInternal Skeleton of Viral Capsids 

研究代表者 

松浦 和則（MATSUURA  KAZUNORI） 

鳥取大学・大学院工学研究科・教授 

 研究者番号：60283389 

 
 



 

 

合により、約 1 nm の分子テニスボールを形
成することに成功している(Chem. Soc. Rev. 
1996, 255)。また、Fujitaらは二官能性ピリ
ジン系配位子の Pd イオンへの配位結合によ
り、約 3 nm のナノカプセルを構築すること
に成功している(Curr. Opin. Chem. Biol. 
2002, 6, 757)。しかし、これらの例は、ウ
イルスキャプシドの自己集合を模倣したも
のではあるが、その大きさはウイルスのサイ
ズよりも一桁小さい。 
（３）我々は、球状ウイルスキャプシドの自
己集合を模倣し、トリメシン酸をコアとした
三回対称性の逆平行 β-シート形成ペプチド
コンジュゲートを合成し、天然のウイルスサ
イズ（約 20nm）のペプチドナノカプセルの構
築に成功している(J. Am. Chem. Soc. 2005, 
127, 10148)。しかし、この分子設計では、
コア-アームの立体角が制御できていないた
めに、粒径が一義的に決まった構造とはなら
ない。また、カプセルの表と裏を化学的に異
なる官能基で修飾することが困難なため、天
然ウイルスのようなカプセル内部への選択
的取り込みや、ターゲッティング能を付与す
ることが難しいという問題点があった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、人工のウイルスキャプシド様
のペプチドナノカプセル構築のための新た
な分子設計として、植物ウイルスの一種であ
るトマトブッシースタントウイルス(TBSV)
の正十二面体内部骨格を形成に関与してい
ると思われる β-Annulus ペプチドに着目し
た。この 24 残基 β-Annulus ペプチド
(INHVGGTGGAIMAPVAVTRQLVGS)を固相法によ
り合成し、以下の事項を明らかにすることを
目的とした。 
（１）24 残基 β-Annulus ペプチドの自己集
合特性 
（２）β-Annulusペプチドの自己集合に対す
る配列依存性 
（３）ペプチドナノカプセルの構造 
（４）ペプチドナノカプセル内部へのゲスト
分子（色素、DNA、タンパク質）の内包挙動 

 
３．研究の方法 

24残基β-Annulusペプチドおよびその類
縁体は、Fmoc固相合成法により合成し、逆相
HPLCにより精製、MALDI-TOF-MSおよび MS/MS
解析により同定した。β-Annulus ペプチドの
自己集合挙動は、動的光散乱(DLS)測定、走
査型電子顕微鏡(SEM)および透過型電子顕微
鏡(TEM)観察、蛍光相関分光(FCS, 本予算で
の購入備品)測定により行った。ペプチドナ
ノカプセルの構造解析は、円偏光二色性(CD)
スペクトル測定、SPring-8の放射光を用いた
小角 X線散乱(SAXS)測定、ζ-電位の pH依存
性測定により行った。ペプチドナノカプセル

内部へのゲスト分子の内包は、平衡透析実験、
ゲル透過クロマトグラフィー(GPC)測定、TEM
観察などにより行った。 

 
４．研究成果 
（１）Fmoc 固相法により合成・精製した 24
残基 β-Annulusペプチドを水に 0.1 mMとな
るように溶解させたところ、平均粒径約 48 nm
の構造体が自発的に形成することが DLS測定
により確認された。また、SEM および TEM に
より、30-50 nmの球状集合体が多数観察され
た（図１）。全長 388残基の TBSVキャプシド
タンパク質の僅か 24 残基のウイルス由来の
β-Annulusペプチドフラグメントが、一分子
折り畳み構造や繊維構造を形成することな
く、球状構造体のみを形成したことは大変興
味深いと思われる。また，このナノカプセル
は臨界会合濃度（CAC = 25 M）が存在し、
その濃度以上では、粒径は濃度にあまり依存
しないことがわかった。つまり，このカプセ
ル構造が熱力学的に安定構造であると言え
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. ウイルス由来 β-Annulus ペプチドの
自己集合によるペプチドナノカプセル（合成
ウイルス殻）の構築 
 
（２）TBSV の X 線結晶構造解析から、
β-Annulus ペプチドの C 末端側 8 残基は、
β-Annulus 構造同志を繋ぐ Sticky-end であ
ると予想される。そこで、β-Annulusペプチ
ドの C末端側から 2残基ずつアミノ酸欠損さ
せたペプチドを合成し、水中での自己集合挙
動を検討した。その結果、C 末端側のアミノ
酸を欠損させるに従い、臨界会合濃度(CAC)
が増大、つまりナノカプセルを形成しにくく
なることがわかった。また、C 末端側 8 残基
を 欠 損 さ せ た ペ プ チ ド (INHVGGTGGAIMA 
PVA)では、1.0  mM においても分子分散した
動的光散乱(DLS)の結果を与えたことから、
β-Annulusペプチドの C末端側 8残基がナノ
カプセル形成に必須であることがわかった。 

また、β-Annulus の Pro14 を Ala に変異



 

 

さ せ た ペ プ チ ド (INHVGGTGGAIMAAVAVT 
RQLVGS: β-Annulus-P14A) を合成し、水中
での自己集合挙動を検討した。興味深いこと
に、β-Annulus-P16A は、α-へリックス構
造(0.1 mM)や β-シート構造(3 mM)を形成し、
繊維状の集合体を形成することがわかった
（図２）。つまり、β-Annulus 構造という特
徴的な立体構造およびナノカプセル形成に
おいて、Pro 残基は重要な役割を果たしてい
ることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. β-Annulusペプチドの自己集合におけ
る Pro残基の効果 
 
（３）β-Annulusペプチドの自己集合による
球状構造体が中空カプセルであることは，放
射光を用いた小角X線散乱(SAXS)測定により
確認された。β-Annulusペプチド水溶液の
SAXSプロファイルは、散乱強度と散乱ベクト
ル(q)のべき乗傾きが、q-1とq-4

ま た 、 BODIPY で 蛍 光 ラ ベ ル し た
β-Annulusペプチドを合成し、蛍光ラベルペ
プチドとラベルしていないペプチド集合体
との交換速度を、蛍光相関分光(FCS)測定に
より評価したところ、数分のオーダーでペプ
チドが交換していることがわかった。つまり、
このペプチドナノカプセルは、動的平衡状態
にあると思われる。 

を示した。こ
れは、剛体球やコアシェル粒子モデルではフ
ィッティングできなかったが、慣性半径 25 nm，
厚さ 7 nmの中空カプセルモデルでフィッティ
ングできたことから、中空構造が形成されて
いることが証明された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３. ペプチドナノカプセルの電位の
ｐＨ依存性 

 
さらに、ペプチドナノカプセルのζ-電位

の pH 依存性を測定したところ、アミノ酸の

pKa値から予想される各 pHでの正味電荷とは
異なる挙動が得られた（図３）。これは、ペ
プチドの C 末端がカプセル表面に、N 末端が
カプセル内部に配向していることを示唆し
ている。つまり、中性～弱酸性 pH において
は、ペプチドナノカプセルの外側は両性イオ
ン性であり、内側はカチオン性であることを
意味する。 
 
（４）β-Annulusペプチドの自己集合により
形成したナノカプセルへの様々な色素分子
の内包を平衡透析実験により検討したとこ
ろ、ウラニン や ANS のようなアニオン性の
色素が、カプセル構造に影響を与えることな
く内包されることがわかった。これは、前述
のように、中性～弱酸性 pH においてカプセ
ル内部がカチオン性であることに起因する
と思われる。一方、カチオン性色素では、カ
プセルの崩壊や凝集を引き起こすものもあ
った。 

次に、M13ファージ DNA（7249塩基）のペ
プチドナノカプセルへの内包を検討した（図
４）。未集合の β-Annulusペプチドに対して
DNAを電荷比 1:1となるように加えたところ、
平均粒径 82 nm の集合体が形成することが
DLS 測定からわかった。これをシスプラチン
染色（DNA のみを染色）により TEM 観察する
と、20-45 nm の球状構造が観察され、これを
酢酸ウラニル染色して TEM 観察するとコア-
シェルのコントラストを有する 75-120 nmの
球状構造体が観察された。これは、ペプチド
集合体内部に DNAが凝縮・内包されているこ
とを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. ペプチドナノカプセルへの DNAの

内包 
 

次に、ペプチドナノカプセル内部に
His-tag タンパク質を内包させるために、N
末端を Ni-NTA修飾したβ-Annulusペプチド
を設計・合成した。Ni-NTA-β-Annulus ペプ
チドの GPCチャートでは、見かけの数平均分
子量が約 185 kDa の単一のピークを与えた。
これは、約 63 個のペプチドが自己集合して
ナノカプセルを形成していることに相当す
る。Ni-NTA-β-Annulus と His-tag GFP を等
モル (0.1 mM) となるように混合したところ、
His-tag GFP 由来のピークがペプチド集合体
由来のピークと重なった GPCチャートが得ら
れた（図５）。一方、Ni-NTA を有さないペプ



 

 

チドナノカプセルに対しては、His-tag GFP
は 10%程度しか結合しなかった。これらの結
果から、Ni-NTA-β-Annulus ペプチドからな
るペプチドナノカプセルに His-tag GFP が選
択的に複合化されたことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 ５ . (a) His-tag GFP, (b) 
Ni-NTA-β-Annulus, (c) Ni-NTA-β-Annulus 
+ His-tag GFPの GPCチャート (赤線: 440 nm, 
黒線: 220 nm)。 
 
（５）本研究では、球状ウイルスの自己集合
戦略に学び、β-Annulus ペプチドを設計・合
成し、それらの水中での自己集合により、ウ
イルスキャプシド様のペプチドナノ構造体
を構築できること、および様々な応用の可能
性を示した。化学合成でウイルスの殻構造を
作ることのメリットは、その分子設計の多用
さにある。このような人工ウイルスキャプシ
ドは、内部にゲスト分子を内包し、ドラッグ
デリバリーシステム、遺伝子デリバリー材料、
無機ナノクラスター合成の鋳型として応用
できる可能性を有している。また、ペプチド
の C末端側を選択的に化学修飾することによ
り、表面が選択的に修飾されたナノカプセル
の構築が可能になると思われる。表面を抗原
で修飾したナノカプセルは、人工ワクチンと
して応用できるかもしれない。今後、本研究
の設計を基本とした様々な人工ウイルスキ
ャプシドが開発されることが期待される。 
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