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研究成果の概要（和文）：人工タンパク質ナノブロックへの機能性の付与や応用展開を目指し、機能性タンパク
質ナノブロック複合体を創製する基盤的プロセス技術を開発することを目的として研究を行った。まず、クライ
オ電子顕微鏡を用いて、人工タンパク質ナノ粒子複合体TIP60の立体構造を解明した。また、金属イオン誘導複
合体形成mTIP60の開発や、糖鎖結合タンパク質のレクチンと融合したレクチンナノブロック複合体の開発にも成
功した。さらに、ペプチド転移酵素Sortase AやSpyTag/SpyCatcherシステムを利用してタンパク質ナノブロック
の機能ドメインを結合することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Aiming to functionalize to artificial protein nanoblocks and develop their 
application, we conducted research to develop fundamental process technology to create functional 
protein nanoblock complexes. First, the three-dimensional structure of the artificial protein 
nanoparticle complex TIP60 was solved using cryo-electron microscopy. We also succeeded in designing
 and developing mTIP60 (metal ion induced complex) and lectin nanoblock complexes fused with lectins
 (glycan-binding proteins). Furthermore, we conjugated functional domains to protein nanoblocks by 
using peptidyltransferase Sortase A and/or SpyTag/SpyCatcher system.

研究分野：タンパク質工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したレクチンナノブロック複合体は、今後、糖鎖のかかわる生命現象を解明するための有用なツー
ルとなるばかりでなく、癌や炎症などに伴う糖鎖変化や各種病気の診断、さらには糖鎖標的薬開発等に向けた応
用展開も期待される。また、金属イオンにより形成が誘導される人工タンパク質ナノ粒子は、内部にDNAや低分
子などを取り込むことが可能であり、ナノバイオカプセルやドラッグデリバリーシステム等への応用が期待され
る。以上のように、機能性タンパク質ナノブロック複合体を設計創製する基盤的プロセス技術の開発により、タ
ンパク質工学分野等の学術的意義のみならず、将来的に波及効果の高い社会的意義を持つ成果が得られた。

※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 

タンパク質は、複雑で洗練されたナノスケールの超分子複合体を形成することで非常に高度
な機能を発揮する機能性生体高分子である。このタンパク質複合体を人工的にデザインし、望み
の機能を自在に実現することができるようになれば、医薬品開発やナノテクノロジー、生物工学
や合成生物学分野の研究発展に大きく貢献できると考えられる。これまで、独自の人工タンパク
質によるタンパク質ナノブロックの開発によって、多様な超分子複合体やナノ構造の創製に成
功し、先駆的な成果を上げてきたものの、応用展開につながるような機能性を創出することが課
題であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、機能性タンパク質ナノブロック複合体創製の基盤的プロセス技術開発と応用展
開を目的とした。 

 

３．研究の方法 

各研究分担者と緊密に共同研究を進めながら、主に、(1)タンパク質ナノブロック複合体の立
体構造解析、(2)新型タンパク質ナノブロックの設計開発、(3)機能性タンパク質ナノブロック複
合体作製技術の開発、(4)レクチンナノブロックの創製・応用展開などに取り組んだ。 

 

４．研究成果 

(1)タンパク質ナノブロック複合体の立体構造解析 

近年、研究分担者の川上らを中心に、海洋メタゲノム由来の LSm 類似 5 量体タンパク質（PDB: 

3BY7）と、ヒト由来 myosin Xの逆平行コイルドコイル 2量体化ドメイン MyoX-coil（PDB: 2LW9）
とを連結した融合タンパク質から自己組織的に形成されるサッカーボール型（切頂二十面体型）
の 60 量体人工タンパク質ナノ粒子複合体 TIP60 (truncated icosahedral protein composed of 60-mer 

fusion proteins)が設計開発された(Kawakami N, et al.: Angew Chem Int Ed. 2018)。TIP60 は様々な応
用展開が期待されるが、さらなる改良のためには、詳細な立体構造の解明が必要である。そこで、
TIP60 のクライオ電子顕微鏡単粒子解析による立体構造決定を行った。TIP60 の全体構造は、正
二十面体型中空球状構造（外径約 22 nm、内径約 15 nm）の 60 量体であることを解明した（図
1）(PDB ID: 7EQ9) (Obata J, et al.: Chem Commun. 2021)。5 量体ドメインと 2 量体ドメインは、そ
れぞれ正二十面体の頂点と辺に相当し、TIP60 ナノ粒子の表面には、長い α へリックスの辺（約
4 nm）からなる正三角形状の穴が 20 個空いていた（図 1）。また、TIP60 の N 末端および C 末端
領域は外部に露出しているため、今後、抗体断片やレクチンなどの機能性タンパク質ドメインを
TIP60 に遺伝子的に融合し、細胞等を標的としたナノ粒子開発への応用展開も期待される。 

 

図 1. クライオ電子顕微鏡単粒子解析により解明したタンパク質ナノ粒子 TIP60 の立体構造 

5 量体形成部位と 2 量体形成部位を結合した人工融合タンパク質（左）が自発的に 60 個集合
して、直径約 22 nm のタンパク質ナノ粒子 TIP60（右）を形成している。(Obata J, et al.: Chem 

Commun. 2021) 

 

(2)新型タンパク質ナノブロックの設計開発 

 前項目で解明した TIP60 の正二十面体型の中空多孔質立体構造を基盤として、さらなる改変
により、有用な人工タンパク質ナノ粒子の設計開発を試みた。特に、研究分担者の川上らを中心
として、TIP60 の立体構造に着目し、5 量体間の相互作用を壊せば複合体が解離するのではない
かと考え、相互作用を妨害する変異体の設計構築を行ったところ、変異体は 60 量体を形成せず、
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2 量体を形成した。変異を導入した部位付近に、カルシウムやバリウムなどのアルカリ土類金属
と親和性が高い酸素原子が複数存在したことから、カルシウムイオンやバリウムイオンなどを
添加すれば再び 60 量体ナノ粒子複合体に会合するのではないかと考え、添加実験をしたところ、
金属イオン依存的に 60 量体ナノ粒子複合体(mTIP60)を形成することを明らかにした(Ohara N, et 

al.: J Am Chem Soc. 2023)。また、クライオ電子顕微鏡単粒子解析による 60 量体ナノ粒子複合体
の立体構造解析にも成功し、5 量体ドメインの間に金属が結合したサブユニット会合構造を明ら
かにした(PDB ID: 7XM1)。さらに、この再会合の仕組みを利用して、金属イオンと同時に DNA

を添加すると、TIP60 の内部空間に DNA を内包できることも明らかにした(Ohara N, et al.: J Am 

Chem Soc. 2023)。 

 今後は TIP60 の化学修飾法等と組み合わせ有用物質の導入や内包することで、薬剤送達カプ
セル分子としての応用や、可逆的な分子の解離と会合メカニズムを利用した新しい素材の開発
なども期待される。 

 

図 2. TIP60 の解離・会合の制御に向けた設計の概略（上段）と、金属添加により会合した TIP60

の立体構造（下段）(Ohara N, et al.: J Am Chem Soc. 2023) 

 

(3)機能性タンパク質ナノブロック複合体作製技術の開発 

抗体は、病気の診断や治療、タンパク質検出などにも広く応⽤されており、親和性を向上させ
ることで性能の向上が期待される。多量体化タンパク質ナノブロックを足場とした多価抗体複
合体を構築することで、多価結合効果による親和性(avidity)の向上が期待される。そこで、タン
パク質ナノブロックと抗体を連結した多価抗体複合体の開発を試みた。 

タンパク質ナノブロックと抗体の連結のため、イソペプチド結合によるタグ連結システムで
ある SpyCatcher/SpyTag を利⽤した。WA20-foldon-SrtTag の N 末端に SpyCatcher を付加したタン
パク質ナノブロック SpyCatcher-WA20-foldon-SrtTag を構築し、⼤腸菌の可溶性画分に発現させ
た。その後、このタンパク質を精製し、サイズ排除クロマトグラフィー－多角度光散乱(SEC-

MALS)や小角 X 線散乱(SAXS)解析により、会合状態や溶液構造を解析したところ、SpyCatcher-

WA20-foldon-SrtTag は 6, 12, 18 量体の 6 の倍数量体の複合体形成が示唆された。次に、SpyCatcher-

WA20-foldon-SrtTag と SpyTag 付加 VHH 抗体断片の連結を試みたところ、両者の効率的な連結
が確認された。SEC-MALS や SAXS 解析の結果、6 量体を形成した SpyCatcher-WA20-foldon-

SrtTag に SpyTag 付き抗体断片が６個連結した複合体の形成が示唆された。さらに、ソルターゼ
酵素反応により SrtTagに蛍光タンパク質を付加した蛍光標識多価抗体複合体の構築にも成功し、
今後さらなる応用展開が期待される。 

また、研究分担者の迫野らは、ペプチド転移酵素のトランスグルタミナーゼやソルターゼを利
用して、アミロイド線維複合体に酵素等の機能分子を簡便に導入する手法の開発にも成功した
(Sakono M, et al.: J Biosci Bioeng. 2023; Nakamura M, et al.: Chem Lett. 2023)。 

 

(4)レクチンナノブロックの創製・応用展開 

 糖鎖は細胞の状態を反映する細胞の顔とも呼ばれ、創薬や細胞品質管理技術等の開発の標的
分子になり得る。生体内でこれらの多様な糖鎖構造を見分けているのはレクチンと呼ばれる糖
結合タンパク質群であり、その分子構造の基本骨格は多彩な立体構造が報告されており、構造生
物学やタンパク質工学の対象としても大変興味深い。自然界に存在するレクチンは、糖鎖認識ド
メイン（carbohydrate recognition domain: CRD）を持つサブユニットが複数連結会合した複合体を



形成し、タンパク質 1 分子あたりの CRD を増加させた多価性を有していることも多く、複雑な
糖鎖構造の認識や結合親和性を向上させている。 

そこで、レクチンの多価性を人工的に改良することで、さらに機能を向上させたレクチン超分
子複合体を創出できる可能性があると考え（入間川伸, 新井亮一: 医学のあゆみ. 2019）、新規人
工タンパク質 WA20 を糖鎖結合タンパク質であるレクチンと融合することにより、糖鎖に対す
る結合力を増強した高機能人工タンパク質ナノブロックとして、レクチンナノブロック複合体
を設計開発した（図 3）(Irumagawa S, et al.: Int J Mol Sci. 2022)。具体的には、WA20 と β-ガラク
トシド糖鎖を認識するヤナギマツタケ由来二量体ガレクチン Agrocybe cylindracea galectin (ACG)

を様々なペプチドリンカー(Arai R: Methods Enzymol. 2021)により連結したレクチンナノブロック
WA20-ACG を開発した。サイズ排除クロマトグラフィー－多角度光散乱（SEC–MALS）や SAXS

の結果から、WA20-ACG は 2 の倍数量体の複合体を形成し、リンカーの長さを短くすることに
よって 4 量体以上の複合体の形成が促進された。また、WA20-ACG の糖鎖に対する特異性や親
和性を糖鎖マイクロアレイや赤血球凝集試験、標的糖鎖を発現する細胞の蛍光染色試験等によ
り評価したところ、WA20-ACG は、ACG と同様の標的糖鎖に結合し、親和性は ACG と比較し
て顕著に向上していることが示唆された。さらに、表面プラズモン共鳴（SPR）の結果から、WA20-

ACG 複合体は会合数が多い複合体ほど多価結合効果によって糖鎖に対する結合力（avidity）が
向上し、ACG と比較して最大で約 80 倍程度、見かけの解離定数が改善された(Irumagawa S, et al.: 

Int J Mol Sci. 2022)。以上の結果より、レクチンナノブロックによる多価複合体化は、レクチンの
糖鎖結合能を高める有効な戦略であると考えられる。 

 

図 3. レクチンナノブロック WA20-ACG 複合体の設計開発 

(a)レクチンナノブロック WA20-ACG の設計(Irumagawa S, et al.: Int J Mol Sci. 2022)。WA20 (PDB 

ID: 3VJF)と ACG (PDB ID: 1WW7)は双方ともに 2 量体を形成するため、ペプチドリンカーで連
結された WA20-ACG は、2 の倍数量体（2 量体、4 量体、6 量体、8 量体など）の複合体を自己
組織的に形成することが期待される。(b) 多価結合効果による標的糖鎖に対する親和性向上の概
念図(Irumagawa S, et al.: Int J Mol Sci. 2022)。WA20-ACG レクチンナノブロック複合体は、2 量体
を形成する ACG よりも１分子あたりの糖鎖結合ドメインの数がさらに増加するため、多価結合
効果により標的糖鎖を介して細胞表面に強く結合することが期待できる。  
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