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研究成果の概要（和文）：　本研究では，プライベートシャペロンのフォールド特異的な基質タンパク質認識
と，分子シャペロン機能の相関関係を明確にすることを目的に，プライベートシャペロンの基質タンパク質に特
異的に結合する人工結合タンパク質の作製基盤の構築に取り組んだ。一本鎖モネリンを非抗体分子骨格とする人
工結合タンパク質の大規模なファージディスプレイライブラリーを設計・作製した。その選別により，モデル標
的タンパク質であるGFPuvに結合する人工結合タンパク質 (GBP-1) を作製した。GBP-1の分子特性解析を実施し
た結果，一本鎖モネリンが人工結合タンパク質の非抗体分子骨格として有効であることが示された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, to clarify the correlation between the fold-specific 
substrate recognition and the function of the private chaperones, the system for generation of the 
synthetic binding proteins that specifically bind to the target proteins has been developed. The 
phage display libraries of the synthetic binding proteins using single-chain monellin as a 
non-antibody molecular scaffold were designed and constructed. By sorting the phage display 
libraries against the green fluorescent protein variant (GFPuv), the synthetic binding protein that 
has the ability to bind to GFPuv (GBP-1) was generated. The characteristics of GBP-1 revealed in 
this study indicate that single-chain monellin is useful as a non-antibody molecule backbone of the 
synthetic binding proteins.

研究分野：タンパク質工学

キーワード： 人工タンパク質　タンパク質　進化分子工学　合成生物学　分子シャペロン　一本鎖モネリン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では，ファージディスプレイライブラリーの作製とその選別により検討を重ねた結果，一本鎖モネリン
を非抗体分子骨格として利用すると，標的分子に親和性を示す人工結合タンパク質を作製できることを示した。
本研究で構築した一本鎖モネリンを非抗体分子骨格とする人工結合タンパク質ライブラリーは，プライベートシ
ャペロンの機能解析に留まらず，様々な研究で利用することができる点でも意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 多くのタンパク質は，それらの生合成過程において，分子シャペロンを必要とする。分子シ
ャペロンには，多様な種類のタンパク質の構造形成を助けるものと，特定のフォールドを持っ
たタンパク質に特異的に作用するものとが知られている。後者は，プライベートシャペロンと
総称されている。これまで，プライベートシャペロンの機能は，主として，基質となるタンパ
ク質との相互作用解析と，遺伝学的解析で研究されてきた。プライベートシャペロンを欠失さ
せると，それら基質タンパク質のフォールディング異常や細胞外への分泌不全が起こることか
ら，プライベートシャペロンは，基質タンパク質の成熟化に必須な因子であると推定されてい
る。このような，遺伝学的アプローチは，プライベートシャペロンと基質タンパク質間相互作
用の「消失」に基づいているため，(i) シャペロンとしての機能発現の実態が基質タンパク質と
の特異的な結合であると直接証明されておらず，(ii) プライベートシャペロンが基質タンパク
質の構造形成・分泌に必須ではあっても，単独で必要かつ十分な因子であるのか否かを解明で
きない，という問題が残されている。 
 
２．研究の目的 
 上述のような従来の研究手法の限界のために，プライベートシャペロンの基質タンパク質結
合とシャペロン機能の相関関係を明確にするためには，これまでにない新しいアプローチが必
要である。そこで本研究では，人工結合タンパク質を利用した構成的なアプローチにより，問
題を解決することを目指した。具体的なプライベートシャペロンとその基質タンパク質のペア
として，(i) heat shock protein 47 (HSP47) とコラーゲン，(ii) receptor-associated protein (RAP) と
low-density lipoprotein (LDL) 受容体の LA モジュール，および，(iii) mesoderm development 
candidate (MESD) と LDL 受容体の β-プロペラドメインをとりあげ，基質タンパク質への特異
的結合能と細胞内シャペロン機能を併せ持つ人工結合タンパク質を作製すること，すなわち，
プライベートシャペロンと基質タンパク質の機能的なペアを新たに創り，特異的な基質結合と
シャペロン機能の相関関係を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ファージディスプレイライブラリーの作製 
 非抗体分子骨格の候補となるタンパク質ドメインを M13 ファージ表面に提示させる目的で，
ファージミドの設計と作製を行った。ファージミドの設計は，参考文献①の記述に従って実施
した。非抗体分子骨格のライブラリーの作製は，Kunkel法に基づいて行ない，基本的に参考文
献②の記述に従った。 
 
（２）ファージディスプレイライブラリーのモデル標的タンパク質に対する選別 
 Green fluorescent protein変異体 (GFPuv) と yeast small ubiquitin-like modifier (ySUMO) にビオ
チン化タグ (Avi-Tag) を付加した組換えタンパク質を大腸菌で発現・ビオチン化させて精製し，
標的タンパク質サンプルとした。ビオチン化標的タンパク質をストレプトアビジンでコートさ
れた磁気ビーズに固定化し，これに結合するファージ粒子を回収し，回収したファージを大腸
菌に再感染させ増幅した。増幅させたファージを用いて次のラウンドの選別を行った。4から 5
ラウンドの選別を実施した。ライブラリーの選別後，個別のクローンごとにファージを作製し，
enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) 法により，標的タンパク質に結合するクローンを同
定した。 
 
（３）GFPuvおよび ySUMOに結合する一本鎖モネリン変異体の発現，精製および性状解析 
 得られた GFPuvおよび ySUMOに結合する一本鎖モネリン変異体について，それらの遺伝子
を pET25bに組み込んだ発現ベクターを作製し，大腸菌 BL21 (DE3) 株で発現させた。可溶性画
分から，固定化金属アフィニティークロマトグラフィーにより目的タンパク質を精製した。精
製したタンパク質について，ゲルろ過クロマトグラフィーで溶液挙動および標的タンパク質と
の相互作用の有無を解析した。 
 
（４）GFPuvに結合する一本鎖モネリン変異体 (GBP-1) の性状解析 
 GFPuv に結合することが確認された一本鎖モネリン変異体 (GBP-1) について，以下の性状
解析を実施した。 
① 表面プラズモン共鳴測定により，GFPuvとの相互作用を定量的に解析した。 
② GFPuvとの共結晶化を行い，共結晶構造を決定した。 
 
４．研究成果 
（１）非抗体分子骨格の設計 
 はじめに，人工結合タンパク質作製基盤の構築を目指して，新規な人工結合タンパク質の非
抗体分子骨格の設計とその選別に取り組んだ。人工結合タンパク質の非抗体分子骨格として，
(i) chitinase A1のキチン結合ドメイン (ChBD)，(ii) keap-1の kelch repeatドメイン (KRD)，およ
び (iii) シスタチン様フォールドを持つ一本鎖モネリンを候補とした。すべての候補について，
M13ファージ粒子表面上に提示されていることを ELISA法により確認した。 



 ChBD については，2 本のループ長を変化させ，アミノ酸配列をランダム化したライブラリ
ーを設計し，サイズが〜1×1010 のファージディスプレイライブラリーを作製した。次いで， 
GFPuvと ySUMOをモデル標的タンパク質として用い，ファージディスプレイライブラリーの
選別を行った。しかし，これらモデル標的タンパク質に親和性を示す ChBD変異体を得ること
ができなかった。KRDについては，-propellerフォールドの頂点に位置する 6本のループのア
ミノ酸配列をランダム化させたファージディスプレイライブラリーを作製した (ライブラリー
サイズ: 〜3×108)。これについても GFPuvと ySUMOに対して，ライブラリーの選別を行った
が，GFPuvと ySUMOに結合する KRD変異体を得ることはできなかった。 
 
（２）一本鎖モネリンを非抗体分子骨格とする人工結合タンパク質のファージディスプレイラ
イブラリーの作製とその選別 
 一本鎖モネリンを非抗体分子骨格として用い，次の 2種類のファージディスプレイライブラ
リーを設計・作製した。 
① 一本鎖モネリンの 2 本のループのアミノ酸配列を NNK コドンの使用により 20 種類のアミ
ノ酸残基でランダム化させたファージディスプレイライブラリーを作製した (ライブラリ
ーサイズ: 〜1×109)。そしてこのライブラリーを GFPuv と ySUMO に対して選別したとこ
ろ，ELISA法において GFPuvおよび ySUMOそれぞれに対して結合活性を示す一本鎖モネ
リン変異体を取得できた。 
② より高効率に標的タンパク質に結合する人工結合タンパク質を作製するために，一本鎖モネ
リンの 2本のループのアミノ酸配列を，アミノ酸組成に偏りを持たせてランダム化したファ
ージディスプレイライブラリーを作製した (ライブラリーサイズ: 〜2×109)。具体的なアミ
ノ酸組成については，参考文献①を参考にして決定した。 

 
（３）GFPuvおよび ySUMOに結合する一本鎖モネリン変異体の発現，精製および性状解析 
 ファージディスプレイライブラリーの選別によって得られたGFPuvおよび ySUMOそれぞれ
に結合する一本鎖モネリン変異体について，大腸菌で組換えタンパク質を発現させて精製した。
40 mL培養スケールの大腸菌の可溶性画分から，数 mgの精製サンプルを得ることができた。(i) 
精製した一本鎖モネリン変異体のすべてについて溶液挙動がよいこと，(ii) それらの内の複数
の一本鎖モネリン変異体については標的モデルタンパク質に親和性を示すこと，がゲルろ過ク
ロマトグラフィーによる解析により明らかになった。 
 
（４）GFPuvに結合する一本鎖モネリン変異体の性状解析 
 上述の（３）において，GFPuvに結合することが確認できた一本鎖モネリン変異体 (GBP-1) 
について，より詳細に性状解析を行った。表面プラズモン共鳴測定により，GFPuvと GBP-1の
相互作用を定量的に解析した結果，結合速度定数と解離速度定数ともに大きな相互作用である
ことが判明し，解離定数を〜20 µMと見積もった (図 1)。また，GFPuv/GBP-1複合体の共結晶
構造解析を行った。その結果，GBP-1は設計した通り，アミノ酸配列をランダム化させた 2本
のループを用いて GFPuvを認識していることが明らかになった (図 2)。 
 

 
（５）コラーゲン Iに対するファージディスプレイライブラリーの選別の試み 
 ウシ真皮由来のコラーゲン Iを担体に固定化し，これを用いて，（２）−②で作製したファー
ジディスプレイライブラリーの選別を行った。しかしながら，コラーゲン Iに結合する一本鎖
モネリン変異体の取得には至らなかった。 
 
（６）LDL受容体細胞外ドメインの組換えタンパク質発現系の構築 
 ファージディスプレイライブラリーの選別に利用するために，LDL受容体細胞外領域の各ド



メインをヒト成長ホルモン融合タンパク質として，HEK293T細胞において分泌発現させる系を
確立した。LA モジュールからなる断片の組換えタンパク質については，RAP との相互作用を
共沈降実験により確かめることができ，組換えタンパク質の品質に問題がないことが示唆され
た。 
 
（７）一本鎖モネリンを非抗体分子骨格とする人工結合タンパク質のファージディスプレイラ
イブラリーの改良・高度化 
 一本鎖モネリンが人工結合タンパク質の非抗体分子骨格として有望であると考えられたので，
ファージディスプレイライブラリーの改良・高度化を実施した。（２）−②のファージディスプ
レイライブラリーでは，一本鎖モネリン中の 2本のループ長が固定されており，標的分子との
相互作用様式に制限が生じる可能性があった。そこで，一本鎖モネリンの 2本のループのアミ
ノ酸配列をアミノ酸組成に偏りも持たせてランダム化し，かつ長さを多様化させたファージデ
ィスプレイライブラリーを設計・作製することにした。サイズが〜7×1010にもおよぶファージ
ディスプレイライブラリーを作製することに成功した。今後，このファージディスプレイライ
ブラリーを利用することにより，コラーゲンや LDL受容体細胞外領域の各ドメインを含む様々
な標的タンパク質に親和性を示す人工結合タンパク質の作製効率が，大きく向上することが期
待される。 
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