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研究成果の概要（和文）：自然界に存在するタンパク質等の生体分子の多くは、自己集合により規則的な構造体を形成
することでその機能を発揮している。本研究では、らせん型のへリックス構造を骨格としたタンパク質（ペプチド）を
人工設計し、新たな立体構造体や新機能の創製を目指した。機能として酵素機能、アミロイド線維分解能、細胞凝集能
、レアメタル結合能など自然界には存在しないものを含む新機能の獲得に成功した。これらは、高齢化に伴う病気や資
源の有効活用など現代社会の多くの問題解決の糸口になるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Various biomolecules, especially proteins, form nano structures by self-assembly, 
resulting in unique fuctions in nature. Here we have artificially designed tertiary structures, e.g. the f
ullerene-like cage, by combining helical units. Then we have succeeded in obtaining novel functions such a
s enzymatic activity, digenstion of amyloid fibrils, aggregating cells without cytotoxity, and binding to 
rare metals. These functions are expected to resolve serious issues such as diseases and depletion of natu
ral resources, which address the needs of the modern aging society.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域
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ナノ・マイクロ科学　ナノ材料・ナノバイオサイエンス



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
自然界に存在しているタンパク質は、生命

を維持し種々の生体機能をバランス良く果
たすように進化したものである。逆に見ると、
１つの機能のみが最高の活性を示すように
最適化された分子ではない。その証拠に、既
存タンパク質をアミノ酸置換によって人工
的に高機能化することが可能である。また、
人工デザインでタンパク質を創出した場合
は、ある特質（例えば安定性）のみを取り上
げ、それに適った分子とすることが可能であ
る。例えば、私共は新しい概念で安定なタン
パク質の分子を新規にデザインすることに、
成功している(De novo design of foldable 
proteins with smooth folding funnel: 
Automated negative design and 
experimental verification. Structure 11, 
581-590)。これは、タンパク質内の相互作用
を物理化学的に正確に理解し、その原理を適
用して実際に「人工タンパク質構造を作って
しまう」ことができたということである。さ
らに、この概念を分子間に拡張することで、
小型ペプチド分子を整然と集合させ、直径１
０nm 程度のナノファイバーおよびナノチュ
ーブを形成させる技術およびタンパク質分
子の機能向上技術を開発してきた（国際特許
を含む関連特許出願取得 12 件）。これらの具
術を基に、さらに高度なナノ構造体の設計に
挑みたいと考えるに至った。 
ナノレベル構造体の代表例として C60 フラ

ーレンが良く知られている。サイズは大きく
なる（炭素 1原子がアミノ酸１分子に相当）
が、このような構造をタンパク質分子の集合
体で形成し内部空間を活用できれば、生体分
子特有の機能性によって新しい生体材料と
して利用可能であり、自然界で分解され合成
にエネルギーはほとんど要しないなど環境
にやさしいという点も併せて、非常に有用な
物質となり得ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
C60 フラーレン様のナノ構造体を、人工設計
したαヘリックス小型ペプチド分子を自己
集合させることで構築する。この構造体の集
合離散を、外部環境（具体的には pH 変化及
びイオン添加）によって単位構造形成の
ON/OFF をスイッチングすることで制御し、内
部空間に取り込んだ物質の「貯蔵⇔放出」可
能な新しい機能性生体ナノ材料を創製する。
この新材料は、生成時には水中常温下で収率
ほぼ 100%で進行するためエネルギー付与及
び有害副産物がゼロ、生成物も微生物の分泌
するタンパク質分解酵素で生分解されるな
ど自然に負荷をかけない環境調和型材料と
なる。高い選択性と効率性をも持ったセンサ
ー等として利用できるこの新規材料で新分
野を切り拓きたい。 
分子レベルのデザインをナノレベルの集

合体構造へ持っていくための具体的な設計

原理としては、上記論文で示したようなαヘ
リックス型の相互作用を用いる。また、構造
スイッチングを可能とするため pH 感受性ま
たは金属配位性のアミノ酸を配し、結合に伴
って化学的性質が変化し、構造形成の ON/OFF
が可能となるようにする。内包させる機能分
子として、小型タンパク質、蛍光性分子、お
よび薬剤を用い、ターゲットの封じ込めと放
出の制御を目指す。 
 分子集合させる主鎖間の相互作用とし

ては、一般にαヘリックス型とβシート型の
2 種類が存在する。良く知られているアミロ
イド線維はβシート型であるが、その形成は
遅いことが知られている。一方、ヘリックス
型は、フォールディングの速さ（nsec～μ
sec）から、バンドルの形成が高速で、長さ
の制御が行いやすいため、これを用いること
とする。鎖長はらせん３回転分のアミノ酸２
１個（長さ 3.5nm）を基本とし、中心に三角
形のジャンクションを配し、その角度、長さ、
および柔軟性などを工夫することで、この構
成単位を三次元に展開することが達成でき
ると予想する。 
生命科学分野において、タンパク質のフォ

ールディング問題の解明は、構造予測および
構造デザインへと繋がる点で最重要視され
るものの一つである。一方、近年、タンパク
質は１つの分子だけでなく、分子間で集合す
る性質があり、これは構造形成の上でも進化
の上でも重要だと認識されてきている。本研
究のように、高度に組織化された人工タンパ
ク質集合体の設計に成功することは、集合時
の構造形成および分子間相互作用という重
要な因子の本質的な理解につながると考え
る。また、機能発現とその制御を行うことが
できれば、ナノ材料分野や医療まで至る幅広
い分野で有用な新素材となるはずである。こ
のようなタンパク質の人工設計によるナノ
構造体の創出は世界的に見て萌芽的な研究
が散発的に見られるだけである。その少ない
報告例でも、なぜ集合するのかという最も基
本的な形成理由が全く的外れである。例えば、
ナノファイバーになるには電荷が少ないと
良いとか、親水性と疎水性が交互になるパタ
ーンが良いなどの説が報告されているが、
我々は既に反例を持っている。この原理的な
点を含めて、この研究の独創性・新規性は明
らかであり、現時点は新たな構造体形成の成
功につながるチャンスであると考える。 
本研究のアイデアとしては、狂牛病やアル

ツハイマー病で見られるアミロイド線維と
して知られている1次元的なナノファイバー
構造の形成にとどまらず、二次元から三次元
空間まで拡張した構造体へ発展させた点が
斬新である。この結果、立体的なサイズや形
状を制御することで、目的物質の選択的な取
り込みを促進し、タンパク質の特徴であるア
ミノ酸の多様性と併せて、高度に特異的な機
能を持った分子の創出につながることにな
ろう。ペプチドで構成するメリットとして、



生分解性である点も含め、高機能で環境負荷
の少ない新物質として多種多様な用途が期
待されると考える。さらに、タンパク質は酵
素を筆頭として生体の機能を司る物質であ
るが、人工設計した今回のペプチドにも機能
を、それも自然界では実現困難な新機能を付
与することを目指したい。アルファへリック
ス型の構造体を用いるということのみを「縛
り」として、どのような多機能性を持たすこ
とができるのか、その限界を取り払うことが
可能なのかトライしていく。環境問題の解決
や高齢化社会における疾病の克服など現代
社会が抱える諸問題の解決につながる新機
能獲得の可能性を示すことは、社会的意義も
大きいと考えられる。 
 

３．研究の方法 
 
設計→合成→構造測定→構造解析→再設

計 というスパイラルループを繰り返すこ
とでケージ構造を創る。この際、設計では申
請者が開発してきたペプチドナノファイバ
ーおよびチューブ構造設計のノウハウを活
用する。合成および測定は、既存設備を活用
し、測定ではナノメートルレベルでのマクロ
な形態観測、および原子レベルのミクロな情
報を抽出する分光測定の両方を行う。これよ
り、ペプチドの立体構造情報と集合体形成と
の相関を見出す。次に、構成単位タンパク質
に機能を持たせるため、機能性のアミノ酸、
即ち活性部位や結合部位で最重要の役割を
果たすアミノ酸を最適な位置に配して、機能
を観測する。 
平成２３年度は「基本構造の構造解析と目

的構造の創出」を行う。まず、現在までに得
られたαヘリックスおよびβシート型のフ
ァイバー、チューブ構造の固体状態での構造
解析を赤外分光装置で行い、固体 NMR で得ら
れたデータおよび CD 等で得られた溶液状態
でのデータと比較する。用いる装置と必要な
試薬等は、合成のためにペプチド合成機（現
有設備）、精製のために液体クロマトグラフ
ィー（現有設備）、構造解析のために NMR、CD、
IR 等の分光器（現有設備）である。CD は２
次構造解析に用いるが、独立して２次構造解
析が行うことができる IR 装置を相補的に用
いる。NMR は原子レベル分解能での構造決定
に用いる。IR装置の利点として、同位体ラベ
ルしたタンパク質について部位特異的な情
報を得られる点、さらに固体状態でも測定可
能である点などが挙げられ、CD では獲得困難
な情報を得ることができる。αヘリックス間
相互作用に関するノウハウに、得られた構造
情報を加えることで、より微細で精密な分子
設計を行う。得られた設計物について、原子
間力顕微鏡（AFM:現有設備）や電子顕微鏡（学
内共同利用設備）の観測を含めてマクロな形
態解析を行う。目的構造と異なった場合は、
その要因を特定して新たな設計につなげる。
この設計から構造解析というループを繰り

返すことで、フラーレン様ケージ構造の形成
を行う。 
具体的には、角度、長さ、柔軟性を最適化

した三叉路ジョイントにヘリックスを結合
させ、別の特定のヘリックスとのみバンドル
を形成できるように設計する。ジョイントの
１例としてはまず Tris(2-maleimidoethyl) 
amine を用い、これに Michael 付加反応によ
って設計ペプチドの Cys 残基を結合させる。
バンドル形成可能な直線状ヘリックスに、ジ
ョイント結合した２種類のヘリックスを混
合すると、中央図のような蜂の巣（ハニカム）
構造となる。三叉路が平面的ではなく、角度
を持たせたものを用いると、立体的な多面体
構造になると予測されるので、ジョイントも
この他種々のものを用いていく。ヘリックス
のアミノ酸配列は、私共がバンドル化に成功
したもの出発とし、Asn の位置などを工夫す
る。 
平成２４年度以降は、構造スイッチング制

御および機能化を行う。構造転移に基づくス
イッチング制御に関して具体的には、水素イ
オン結合（pH）で誘起される構造変化や構造
形成、金属、蛍光物質、およびタンパク質へ
の特異的結合能を付与することを行う。この
ために、pH で荷電状態が変化するアミノ酸
（His, Asp, Glu を利用）を複数配置し、中
性溶液中では正電荷を持つアミノ酸（Lys ま
たは Arg）との静電的引力によってフラーレ
ン様構造を保持するが、酸性では静電相互作
用の反発により可逆的に壊れる分子を設計
する。 
次に結合部位の立体構造を保持させたタ

ンパク質分子をデザインすることで、金属と
の結合を起こす結合型機能を織り込んだも
のへ発展させる。この際、自然界で金属結合
するタンパク質では、His, Cys, Glu, Asp の
４種類の側鎖が相互作用していることが知
られている。そこで、決定した立体構造をも
とに、空間的に最適配置で金属と相互作用す
るようにこれらのアミノ酸側鎖を導入する。
また、芳香族環を有する蛍光物質を取り込む
ために、ケージ構造内部の疎水性と芳香族ア
ミノ酸（Trp, Tyr, Phe）の配置を工夫する。
蛍光物質は検出が容易であり、また薬剤と構
造が比較的近いものも多いため、ドラッグデ
リバリーなどへの適用化を確認することが
可能となる。さらに、小型のタンパク質を取
り込めるように、内径と形状を制御する。さ
らに、αへリックス集合体内に酵素の活性部
位を天然酵素と同様の立体配置で配するこ
とで、ミニチュア酵素の創製を目指した。 
相互作用の検出は、等温滴定型熱量計

（ITC：現有設備）あるいは分光学的測定を
用いた滴定によって、結合定数やエンタルピ
ー、エントロピーなどの熱力学的パラメータ
ーを高精度で求め、詳細に解析することで行
う。また、結合によって変化する構造も、原
子レベルの分解能で NMR を用いて追跡する。
これらの構造体の構造安定化機構を明らか



にすることで、新たな基質結合の有無、ある
いは pH の変化で構造形成を起こし、ヘリッ
クス―ランダム構造間を構造転移するスイ
ッチング型機能を発現させる。 
１つの分子ではなく集合体とすることで、

構造安定性、協同性、および多種多様な相互
作用を導入することが可能である。集合体と
しては、今回は分子間の空間配置を設計する
のが容易なαヘリックス型を用いて多機能
化を目指す。αヘリックス型の場合、基本相
互作用はヘリックスバンドル型であるので、
中央の空隙に上記金属結合性のアミノ酸を
導入すべく、近隣のアミノ酸の大きさや疎水
性を考慮して設計する。また、αヘリックス
は構造形成のフォールディング速度がβシ
ートに比べて格段に速いため、高速高感度の
構造スイッチングが可能となる。このように
して得られた機能性タンパク質集合体は、組
み合せによる多機能化が可能である。例えば、
１）集合体を形成するタンパク質分子に異な
る結合能を持ったものをある比率で混合す
る、２）タンパク質集合体ファイバーに、別
のタンパク質分子を化学的に結合させる（こ
の技術は既に開発済み）などのアイデアを用
いる。これを利用すると、例えば結合してい
る物質を、新たに加えた物質が結合すること
で放出させるような、生体内で行われている
情報伝達に類似した複雑な機能を人工シス
テムで実現し、その機構を詳しく探ることが
可能となる。形態の観測は、AFM および電子
顕微鏡で行う。 
 
４．研究成果 
 
２３年度は、ペプチド分子集合体の人工デ

ザイン研究を、１）構造面および２）機能面
の両面から展開した。これは、フラーレン様
のナノ構造の骨格となる分子設計を行うと
ともに、この構造体を機能化し有用な機能性
ペプチド集合体とするためである。１）につ
いて、まずオリジナル技術であるペプチドナ
ノチューブを環状ペプチドの集合によって
形成させたものについて、詳細な原子レベル
での立体構造を超高分解能の原子間力顕微
鏡測定によって明らかにした。この結果、直
径２ナノメートルの環状ペプチドが積層し、
さらにこのチューブが何本かバンドル化し
ていること、その際に外側のアミノ酸側鎖が
規則的に配していることを明らかにした。こ
の観測結果を元に、さらに二次元平面的、お
よび三次元立体的な構造を形成させるため
に必要な分子間相互作用が明示されるに至
った。そこで、αへリックス間の相互作用を
最適化するため、基本構造単位を三角形とし
て組合せ、分子間に必要な疎水および静電相
互作用を導入することとした。これについて、
ＣＤやＮＭＲ法による物理化学的分光測定、
およびナノ構造形態を原子間力顕微鏡によ
って観測することで、分子同士が集合してい
ることまで確認したが、目的構造とするには

さらに工夫が必要なことが示唆された。  
一方、機能化としては、レアメタル等の希

少金属イオンに対する結合機能の獲得を目
指した。基本構造はαへリックス構造である
が、結合能をより高くするために、分子を数
分子集合させることとし、分子の間に結合部
位を配することとした。この結果、銅および
パラジウムイオンの双方、あるいはパラジウ
ムのみに選択的に結合するペプチドを得る
ことに成功した。この成果を産業界での利用
可能性を探るため、紙に吸着させ機能紙とし
て利用できるかどうかの実験を行った。この
結果、パラジウムを高効率で吸着する機能紙
となったことが明らかになり、特許出願に至
った（特願 2012-47585）。 
 
２４年度は、まずウイルスキャプシド等の

構造を参考にして、規則的な構造を有するナ
ノ構造体をβ型三叉路とへリックス型バン
ドル化を工夫したペプチドの自己集合によ
り構築することを目標とした。三叉路構造と
してβ-annulus 構造即ち３本のペプチド鎖
がβ-ストランドに類似した水素結合により
形成される三叉型３量体構造を用いた。この
末端に相補的ヘリックス会合形成配列を追
加した新たな２種類のペプチドF-K3/F-E3を
合成した。そしてこれらペプチドの自発的会
合により、フラーレン様のケージ構造の構築
を試みた。 
 実験では CD 測定、DLS 測定、AFM 観察を

行い、２種ペプチドの混合前後における二次
構造変化、粒子径変化、形状変化から会合体
の形成について検証した。次に、形成された
会合体の構造形態をゲルろ過クロマトグラ
フィで探り、正確な分子量を分析超遠心測定
によって明らかにした。最後に会合体が有す
る機能について、ゲスト分子との相互作用の
観点から測定を行い検討した。 
これらの結果から相補的ヘリックス配列

の性質により会合していること、また２種会
合条件においてもβ-annulus 型３量体が健
在であることが明らかとなった。さらに形成
された巨大球状粒子の表面や内部構造につ
いて調べるために、ゲスト分子として種々の
タンパク質を用いて測定を行ったところ、
Myoglobin が取り込まれていることが確認で
きた。これはペプチドの会合による巨大粒子
形成に伴い、その内部にタンパク質分子が取
り込まれたことを示す結果であり、球状粒子
内部にそのようなゲスト分子を内包できる
空間が存在することを示すものでもある。以
上の結果から、このようにデザインしたペプ
チドは、自己会合によって規則的な構造と機
能を有した球状ナノ粒子を形成しているこ
とが示された。 
 
 ２５年度はさらに新たな機能を付与す

べく機能化を進展させた。この結果、αへリ
ックスを 4分子程度集合させ、内部にタンパ
ク質分解酵素が有する触媒部位を最適空間



配置で配することでの加水分解能の獲得す
ることに成功した。これと合わせた機能化と
して、以下の 6点の獲得を行った。即ち１）
脂肪中のエステル結合の加水分解能、２）ア
ミロイド線維の加水分解能、３）菌体および
細胞を凝集させる機能、４）生体膜中での自
己会合能とシグナル伝達の可能性開発、５）
光による分子集合状態の on/off 制御、６）
新たな金属（レアメタル、レアアース）結合
能、の６点である。 
これらの成果は、我国が高齢化社会を迎え

るにあたって、１）は肥満という生活習慣病
の克服、２）はアルツハイマー病などの根源
的治療法につながるものとなろう。また、６）
については、平成 23 年度から継続して金、
白金、パラジウムなどの貴重なレアメタルだ
けでなく、ネオジムやディスプロシウムなど
のハイテク機器に不可欠なレアアースに至
るまで、新しいリサイクル技術につながるも
のであり、現代の資源問題の克服にもつなが
る。このように、現代社会の問題点解決につ
ながる新規技術として期待される。 
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