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研究成果の概要（和文）：CO結合に伴い二量体が解離する常温菌センサータンパク質 (AVCP)と閉環状3量体を形
成する人工タンパク質ビルディングブロック（BBPl9）を、ドメインスワップ構造をベースに、融合した
AVCP/N-BBPl9-AVCP/C（ABA）を構築した。ABAは、加熱またはエタノールにより処理することで超分子化し、超
分子化したものはCOまたはイミダゾールのリガンド結合により、可逆的にサイズ変化した。以上によりセンサー
タンパク質の動きを駆動系として人工タンパク質超分子に組み込み、動きを持ったタンパク質超分子マシンを構
築する方法論を実証した。

研究成果の概要（英文）：Based on a domain swapping structure, AVCP/N-BBPl9-AVCP/C (ABA) was 
constructed by fusing the bacterial sensor protein AVCP, which dissociates dimer to monomer with CO 
binding, and the artificial protein building block BBPl9, which forms a closed cyclic trimer. The 
ABA was formed supramolecules by heating or treatment with ethanol, and the supramolecules were 
reversibly changed its size by the ligand binding of CO or imidazole. In this study, we succeeded in
 demonstrating the method for constructing a protein supramolecular machine with movement by 
incorporating the sensor protein into the artificial protein supramolecule as a driving core.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： タンパク質超分子　センサータンパク質　ナノマシン　タンパク質設計　ドメインスワッピング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
天然タンパク質超分子はナノスケールで駆動する分子機械＝ナノマシンとして機能する。近年、タンパク質を素
材として、人工ナノ構造体の構築は可能になってきたが、天然のタンパク質のように駆動する人工タンパク質マ
シンの構築は、困難であった。本研究の成果は、センサータンパク質の動作機構を駆動系としてタンパク質超分
子に組み込むことで、人工タンパク質超分子に動きを持たせナノマシンとする方法論の有効性を示すものであ
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 
天然タンパク質の多くは、生体内において超分子を形成する。タンパク質超分子は、協同的な基
質分子結合、回転・並進運動、環境に応答したシグナル伝達など、ナノスケールで駆動する分子
＝ナノマシンとして機能する。天然のタンパク質超分子のように機能するナノマシンを自由自
在に構築できれば、医薬、工学のみならず様々な方面での革新が期待できる。近年、タンパク質
を素材として、ワイヤー、チューブ、ケージなどの人工的なナノ構造体の構築が報告されており、
タンパク質超分子の人工構築法は磨かれつつある。しかしながら、天然のタンパク質超分子のよ
うに駆動するタンパク質性人工ナノマシンの構築は、未だ困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、センサータンパク質の動きを利用した駆動型タンパク質超分子を構築を目的とし
た。タンパク質の構造と機能を維持したまま超分子化が可能なドメインスワッピング機構を利
用した独自の設計手法により、センサータンパク質をタンパク質超分子の一部に組み込むこと
で、センサータンパク質に備わるセンシングと供役した構造変化を駆動系とする人工ナノマシ
ンを構築することを試みた。 
 
３．研究の方法 
CO のセンシングによりサブユニット構造が変化するシトクロム c′(CP)、O2 のセンシングによ
り二量体から単量体に解離するヤツメウナギヘモグロビン(LHb)、Ca2＋のセンシングにより屈
曲するラットカルモジュリン(CaM)、ヘムのセンシングにより開閉する乳酸菌転写調節因子
(HrtR)を材料に、標的物質に応答して駆動するタンパク質超分子の構築を目指した。以下の 3つ
の課題を設定し、段階的に研究を展開していくことで、センサータンパク質を駆動系とする人工
タンパク質超分子マシンの構築を試みた。 
【課題 1】センサータンパク質のドメインスワップ超分子化と動作機構への影響評価 
CO の結合で構造変化する AVCP とその相同タンパク質の好熱菌 CP (PHCP)、O2 の結合で二量体か
ら単量体に解離する LHb、Ca2＋の結合で屈曲する CaM、ヘムの結合で開閉する HrtR を、これま
での知見に基づき各種アルコール、酢酸、変性剤による処理によってドメインスワップ超分子化
する。構築した超分子の標的物質応答性を、紫外可視吸収、円二色性、光散乱、Stopped-flow、
フラッシュフォトリシス(FP) 、サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)、電子顕微鏡(EM)、原子間
力顕微鏡(AFM)を用いて解析する。さらに超分子の立体構造を X 線結晶解析により決定し、交換
領域の特定と超分子で動作機構を維持する条件を特定する。 
【課題 2】タンパク質改変による任意構造をもつ超分子構築と動作機構への影響評価 
立体構造と課題 1の知見に基づいて、ドメインスワップ超分子における交換領域を基準に、各タ
ンパク質の配列順序を入れ替えて幾何的特性を改変することで、同種分子数個から成る任意構
造に超分子化させる。構築した超分子の標的物質応答性と構造を課題 1と同様に調べ、配列改変
に伴う幾何的特性変化による超分子内の動作機構への影響を明らかにする。 
【課題 3】複数種タンパク質のキメラ化・超分子化によるナノマシンの構築 
課題 1．2で得た知見をもとに、動作機構が維持される条件で各タンパク質を配列改変・キメラ
化することで、ヘテロな分子間のドメインスワッピングによる超分子を設計し、標的物質に応答
して開閉するケージ、伸縮するコイル、解離会合するワイヤーなどの駆動する人工タンパク質超
分子マシンを構築する。 
 
４．研究成果 
LHb、CaM、HrtR の超分子化処理を試みたが、いずれのタンパク質においても多量体は得られな
かったが、CPベースの改変タンパク質で成果が得られた。 
ドメインスワップ構造をベースに CO結合に伴い二量体が解離する常温菌 CP(AVCP)と閉環状 3

量体を形成する人工タンパク質BBPl9を融合した改変タンパク質AVCP/N-BBPl9-AVCP/C (ABA)に
ついて、超分子化およびリガンド応答性挙動を調べた。ABA は高濃度条件下で pH>6 での加熱処
理およびエタノール処理により多量体を形成した。サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）解析
から、ABA 多量体は COまたはイミダゾールの結合により可逆的にサイズの小さな成分（単量体、
2～3 量体、4～5 量体に相当する溶出位置を示す成分）に解離した。絶対分子量を調べることが
できる多角度光散乱（MALS）と SEC を組み合わせた SEC-MALS 測定により ABA 多量体の構成成分
の詳細を調べたところ、ABA 多量体は単量体、2量体、3量体を構成成分とすることが分かった。
リガンド結合により ABA 多量体が解離して得られる 2 量体を精製しリガンドを脱離させると、
2x2 量体および 2x3 量体と推定される高次多量体を形成した。2x2 量体と 2x3 量体は平衡状態で
あり、pH<6 で平衡は抑制された。高速分子間力顕微鏡によりこれらの高次多様体の構造解析を
行ったところ、2x2 量体はひし形状、2x3 量体は 3角形状をしていた。また、これらの高次多量
体は pH>6 でリガンド結合により小さなサイズの分子へと解離することも示された。リガンド結
合により ABA 多量体が解離して得られる 3 量体を精製してリガンドを脱離させると、低濃度条



件下では 2x3 および 4x3 と推定される高次多量体が形成し、高濃度条件下ではゲル化した。ゲル
に再度リガンドを添加するとゲルは溶解した。以上から、ABA は AVCP 部分の CO応答性構造変化
を維持して 3量体・2量体に超分子化し、これらが会合することでリガンド応答性を示す高次多
量体が形成したことが示された。目的とした構造の構築には至らなかったが、本研究によってセ
ンサータンパク質の動きを駆動系として人工タンパク質超分子に組み込むことで、動きを持っ
たタンパク質超分子マシンを構築する方法論の有効性は示された。 
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