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研究成果の概要（和文）：LDL受容体ファミリーの代理リガンド創製を目的に，独自に構築した一本鎖モネリン
を分子骨格とする人工結合タンパク質 (SWEEPins) のファージディスプレイライブラリーの選別を行った。LDL
受容体の種々のドメインに結合するSWEEPinの作製に成功した。中でも，LDL受容体のLAモジュールに結合する
SWEEPinについては，共結晶構造の解析を行い，SWEEPinによるLAモジュールの認識機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in generating synthetic binding proteins, SWEEPins, that 
bind to different domains of the LDL receptor. We determined the crystal structure of one of the 
SWEEPins in complex with the LA modules of the LDL receptor. Structural analysis revealed the 
recognition mechanism of the LA module by the SWEEPin.

研究分野：タンパク質科学

キーワード： LDL受容体　進化分子工学　ファージディスプレイ　人工結合タンパク質　代理リガンド　モネリン　メ
ンブレントラフィック

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた人工結合タンパク質SWEEPinは，細胞外領域におけるリガンド結合や細胞外領域のコンフォメ
ーションを調節する分子ツールとして有用であることが期待できる。さらに，得られた立体構造情報は，LDL受
容体ファミリーの主要なリガンド認識を担うLAモジュールに特化した人工結合タンパク質を作製する際に有用で
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 
 
 低密度リポタンパク質受容体 (LDL 受容体) ファミリーは，様々なタンパク質性リガンドをエ
ンドサイトーシスにより細胞内へと取り込む。これら受容体群は，もっぱらリサイクリングを繰
り返すと考えられてきたが，近年，受容体細胞外領域に結合するリガンドの種類により，細胞外
領域のコンフォメーション状態とリサイクリング過程とが異なることが明らかになりつつある。
一方で，自然界に存在する LDL 受容体ファミリーのリガンド群は，種類が限られている上に化学
組成が不均一であるために試料調製や取り扱いが困難である。この問題のために，受容体細胞外
領域のコンフォメーション状態とリサイクリング過程の相関関係を明確に解明することができ
ていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 上述の研究背景のもと，本研究では，自然界のリガンド群の結合では見出されていないコンフ
ォメーションの安定化が可能な LDL 受容体ファミリーに対するタンパク質性の代理リガンドを
創製し，それらを利用することで，LDL 受容体ファミリーの細胞外領域のコンフォメーションと
メンブレントフィック過程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) 独自に構築した一本鎖モネリンを分子骨格とする人工結合タンパク質 SWEEPin のファージ

ディスプレイライブラリー (Yasui,N. et al., J Biochem. 2021) を LDL 受容体の細胞外
領域の各ドメインに対して選別した。選別に用いる LDL 受容体の組換えタンパク質は，
Expi293F 細胞で発現させて精製した。 

 
(2) ライブラリーの選別により得られた SWEEPin の性状を各種手法により解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) LDL 受容体細胞外領域の組換えタンパク質の設計および調製 
 ヒト LDL 受容体の細胞外領域は，複数種類のドメインから構成される。N末側に human growth 
hormone (hGH) を融合させ，C 末に Avi タグを付加した様々な組換えタンパク質を設計した (図
1)。これらを Expi293F 細胞で一過性発現させ，培養上清より Ni-NTA アフィニティークロマトグ
ラフィーにより精製した。さらに，TEV protease により hGHを切断・除去した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ヒト LDL 受容体細胞外領域の 

組換えタンパク質の設計 
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(2) LAモジュールに結合する人工結合タンパク質の作製 
 上記 (1) で調製した組換えタンパク質のうち，LAモジュールから構成されるものに対して，
SWEEPin ファージディスプレイライブラリーを選別した。その結果，LDL 受容体 LA1-2, LA2-3, 
LA3-4および LA4-5に結合する SWEEPin を得ることができた。一方で，LA5-6, LA6-7および LA7-
EGF Aに対してライブラリーの選別を実施したものの，これらに結合する SWEEPin を得ることが
できなかった。 
 
(3) EGF モジュールに結合する人工結合タンパク質の作製 
 上記 (2)と同様に，EGFモジュールから構成される組換えタンパク質3種類に対してもSWEEPin
ファージディスプレイライブラリーの選別を行った。その結果，EGF B に結合する SWEEPin が 1
種類だけ得られ，EGF Aや EGF A-B に結合する SWEEPin は得られなかった。この原因として，EGF 
Aや EGF A-B の組換えタンパク質の品質に問題があることが考えられた。 
 
(4) YWTD b-プロペラドメインに結合する人工結合タンパク質の作製 
 上記 (2) および (3) の場合と同様に，YWTD b-プロペラドメインを含む組換えタンパク質 
(図 1中の EGF A-YWTD-C-Avi) に対して，SWEEPin ファージディスプレイライブラリーの選別を
行った。その結果，15種類の SWEEPin が得られた。そのうち 9 種類については，SWEEPin を酵母
表層上に提示する yeast surface display 系でも EGF A-YWTD-C-Avi との結合が確認され，解離
定数が 0.5〜4 µMであると見積もられた。 
 
(5) LA2-3 に結合する SWEEPin の結晶構造解析 
 上記 (2) で得られた LA2-3 に結合する SWEEPin について，精製タンパク質を調製した。LDL
受容体 LA2-3 についても精製標品を調製し，ゲルろ過クロマトグラフィーにより両者の相互作
用解析を行った。その結果，両者が複合体を形成していることが確認された。 
 次に，複合体の立体構造情報を得るために，X 線結晶構造解析を実施した (図 2)。SWEEPin の
2 本のループが，主に LDL 受容体の LA2 モジュールと LA2 と LA3 をつなぐリンカーと相互作用し
ていることが明らかとなった。この得られた構造情報は，LDL 受容体ファミリータンパク質中の
主要なリガンド認識を担う LAモジュールに特化した人工結合タンパク質 SWEEPin のコンビナト
リアルライブラリー作製に有用である。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

図 2 LDL受容体LA2-3/SWEEPin複合体の結晶構造 
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