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研究成果の概要（和文）：本研究では、モデルタンパク質（BPTI及びED3）の末端に溶解性制御ペプチドタグ
（SCPタグ）を遺伝子組換え的に付加することで、タンパク質の会合性を再現性高く制御する技術を開発した。
例えば、5個のIle から成るSCPタグによって会合させたBPTIの免疫原性を測ったところ、野生型の免疫原性の
200倍以上に向上していた。デングウイルス由来のED3においても同様の結果を得た。この結果、抗デングのタン
パク質を抗原と用いたサブユニットワクチンへの応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a technology to control protein aggregation by adding a short 
solubility-controlling peptide tag (SCP tag) to the termini of two model proteins, BPTI and ED3, 
using recombinant DNA technology. We found that an SCP tag consisting of 5 Ile not only oligomerized
 the proteins into soluble aggregates but also increased immunogenicity by more than 200-fold 
compared to that of the wild type. 

研究分野： 生物物理学/タンパク質工学/生物工学/生物情報学

キーワード： 生物物理　免疫応答解析　バイオテクノロジー　免疫原性　ウイルスタンパク質　コロナ　溶解性制御
タグ　免疫増強

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
凝集はタンパク質やペプチドの免疫原性に大きく影響を及ぼす因子であると従来から考えられてきた。しかし、
タンパク質が形成する可溶性会合体の大きさや物性を適切に制御することが出来なかったため、凝集と免疫原性
の関係を生化学的・物理化学的実験で検証することはなかった。本研究の学術的意義は、わずか5個のIleから成
るSCPタグを付加することでモデルタンパク質の溶解性・凝集性を制御し、SCPタグによって会合させたタンパク
質の免疫原性が飛躍的に向上するということである。社会的意義は、SCPタグがタンパク質を抗原とするサブユ
ニットワクチンの可能性を大きく促進させた点である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

凝集はタンパク質やペプチドの免疫原性に大きく影響を及ぼす因子であると従来から考えられ

てきた(Larrin & Gallimore J Hyg 1971)。しかし、タンパク質の溶解性を制御し、意図した性

質の可溶性凝集体を可逆的に生成することが出来なかったため、凝集性と免疫原性の関係につ

いて直接的実験検証はまだ極めて少ない。さらに、タンパク質やペプチドに対する免疫応答の

増強にしばしば用いられているアジュバント、PEG 化やキャリアータンパク質においても、その

詳細な分子機構はまだ推測の域に留まっている(Ryan et al, Expert Opin Drug Del 2008)。以

上から、タンパク質凝集及びその物性と免疫応答関係に関する研究はまだ殆ど進められていな

いと言える。 

 

２．研究の目的 

本研究は、牛膵臓トリプシン阻害タンパク質(BPTI)にわずか 5 個の Ile からなるペプチド系溶

解性制御タグ(以下、SCP タグ)を付加することで可溶性会合体が生成される観測と、その会合に

よって免疫原性が向上するという予備実験の結果に基づく。本研究では、SCP タグによる会合形

成をより正確・厳密に制御することを目指し、タンパク質の会合体の大きさをはじめとする種々

の物性を系統的かつ定量的に解析した。さらに目的タンパク質の凝集性と免疫原性の関係を解

明するため、これらの物性解析の知見に基いて組換えタンパク質の免疫原性を制御するための

新技術の創出を目指した。 

 

３．研究の方法  

本計画では、 申請者が先行研究でも用いた牛膵臓トリプシン阻害

タンパク質(以下、BPTI;分子量=6.5kDa)、デング 3型ウイルス由来

の糖エンベロープタンパク質第 3 ドメイン(以下、ED3;分子量

=12.5kDa)及び、コロナウイルス由来のスパイクタンパク質の一部

である受容体結合ドメイン(以下、RBD;分子量 25kDa)をモデルタン

パク質に用い、SCP タグを付加した多種類の変異体(以下、SCP タグ

付加 BPTI 及び ED3 及び RBD)を用いて、以下の①～③の実験を実施

し、タンパク質の凝集性・会合性と免疫原性の関係を明らかにし

た。  

①SCPタグを付加したタンパク質の作製：SCPタグの配列には、BPTI

を用いて測定した溶解性及び会合性への影響が大きかったGGKn、

GGDn、GGVn、GGIn(nは3と5；G,K,D,V,Iはアミノ酸の一文字表記；G

はリンカーの役割を果たす)を用いた。また、比較実験にはSCPタ

グをタ付加しないタンパク質を用いた。大腸菌を宿主に用いてタ

ンパク質を発現させ、Ni-NTAレジン及び逆相HPLCを用いて精製し、

凍結乾燥後、使用まで粉末状態で-30℃で保存した。 

②会合状態・形状の測定:SCPタグ付加BPTI、ED3及びRBDの会合状

態(単量体・多量体)を、動的光散乱(DLS)、静的光散乱(SLS)を用いて測定した。さらに、それら

の形態(二次構造含量)を円二色性偏光分光法(CD)を用いて測定した。また、予備実験でIleを付

加したBPTI(BPTI-C5I)が10分程度で可溶な会合体を形成することを確認していたため、SCPタグ

付加ED3とRBDの会合状態の経時変化も検証した。さらに、マウス投与直前にも会合状態をDLSで

測定することで、会合状態を可能な限りリアルタイムで測った。 

③免疫原性の測定：本計画では市販の BALP マウス(生後 3 週間)を用いて、SCP タグ付加モデル

SCP-tag 

図 1：C末端に 5個のアミ
ノ酸からなる SCP タグを
付加した BTPI の構造
（PDB-ID＝3AUB；Pymol表
示）。SCP タグを図中に示
す。 



タンパク質を、週 1回のペースで 5週間マウスに皮下注射し、マウスの尾から血液を採取した。

6週目にマウスの心臓からも血液を採取し、血清中の IgM 及び IgG 抗体の ELISA 反応を用いて変

異体の力価(免疫原性)を測定した。さらに免疫原性の向上及び低下が、付加した SCP タグ自身に

由来していないことを確認するために、抗 SCP タグ付加タンパク質の血清が SCP タグ無しのタ

ンパク質と ELISA 反応することを検証した。 

 

４．研究成果 

本研究では、研究代表者が開発した SCP

タグ(ペプチド系溶解性制御タグ)を用

いて、抗原タンパク質の会合が、その免

疫原性に与える影響とその分子機構を

物理化学的な視点から系統的に解析し

た。取り分け、SCP タグの免疫原性への

効果が普遍的であることを示すため、

以下の 3 種類のモデルタンパク質を用

いた。最初のモデルタンパク質として、

研究代表者がタンパク質の折り畳み研

究で用いた BPTI を用いた。次に、ア

ジアの広い地域で公衆衛生上の問題

となっているデング熱の病原体であ

るデングウイルス由来の ED3、さらに、

現在世界的に流行中のコロナウイル

ス由来の RBD を用いた。 

まずは、モデルタンパク質の末端に

SCP タグを付加して会合させた会合体

の粒子半径の温度依存性、タンパク質濃度依存性、及び SCP タグ配列の依存性を明らかにした。

取り分け、BPTI は 5 個の Ile から成る SCP タグを付加することで 8nm 程度の半径の粒子を可逆

的に形成することを DLS を用いて明らかにした。さらに 5 個の Ile を付加して会合させた BPTI

の免疫原性がタグなしの BPTI と比べて飛躍的(200 倍)向上していることを明らかにした(図 2、

C5I)。同様に、ED3 においても、DLS で測定した会合体の粒子半径と免疫応答の強度に強い相関

があることを明らかにした。さらに、SCP タグ付加による免疫原性の向上は免疫増強剤(アジュ

バント)存在下及び非存在下においても効果を示した。モデルタンパク質の会合による免疫原性

の向上の原因は、複数のタンパク質が集まることで、抗原タンパク質と結合する B 細胞受容体

(BRC)が密集(Cross-linkage)することによってB細胞が活性化された(T細胞非依存的活性化)と

考えられるが、詳細な機構は今後の研究で明らかになると期待している。 

さらに、SCP タグによる免疫原性向上法の汎用性を示すため、BPTI 以外にもデング由来 ED3 とコ

ロナ由来 RBD を用いて BPTI と同様の実験を実施した。その結果によって、凝集性と免疫原性の

関係の普遍性を示すと同時に、SCP タグの免疫原性向上法の汎用性を確認した。また、取り分け、

本技術を RBD に応用した実験では抗 RBD 免疫応答が長期に渡る(長期免疫記憶)うえ、抗 RBD 血

清が動物細胞で発現された市販の全長スパイクタンパク質を強く認識することを示した。以上

のことから本研究で開発した SCP タグ付加 RBD が抗コロナのサブユニットワクチン(タンパク質

を抗原に用いたワクチン)への応用の可能性を強く示唆したことは特筆すべき成果といえる。 

以上、本研究全体を通じて SCP タグによって会合状態を比較的精密に制御できることを示し、タ

ンパク質を会合させることで免疫原性を向上させることが可能であることを明らかにした。今

後の研究では、SCP による免疫増強の全貌を明らかにし、タンパク質の免疫原性の制御技術を確

立したいと考える。 

図 2: SCP タグ付加した BPTI に対する免疫反応。力
価（Titer）は 4回目投与後の IgG 力価を ELISA 法を
用いて測定した。平均 IgG 力価（灰色の棒）は高応
答性マウス（●）の●値を用いて計算した。外れ値
（○）○は除去した[19A(+)、n＝4、C5P/R/I(+)、n＝
5、C5K/D/N/H/IRI/INI(+）、n＝3、N5P/C7P(+）、n＝
3；「n」はマウス数である］。 
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