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研究成果の概要（和文）： 

 蛋白質-蛋白質相互作用のモデル系として RNA 合成酵素（T7 RNAP）とその阻害剤蛋白質（T7 

lysozyme）の相互作用ペアを用い、T7 lysozyme 側に、特定のペプチド依存的に大きく構造転

移を起こす人工コイルドコイルドメインを導入する事により、これらの間の蛋白質間相互作用

の Off から On へのスイッチに成功した。また一方で、in vivo での使用に望ましい、『膜透過

性を持つ有機小分子』に応答し、構造変化を可逆的に起こす人工蛋白質ドメインの設計にも取

り組み成功した。本研究期間中にはなし得なかったが、このアダマンタン結合蛋白質の配列を

天然蛋白質中に組み込む事により、有機分子依存的な蛋白質間相互作用調節系への応用が期待

される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 As a model system of protein-protein interaction, we chose the T7 RNA polymerase-T7 
lysozyme pair in this research.  By inserting the originally designed coiled-coil protein, 
which transform its tertiary structure from random coil to coiled-coil structure by the 
specific ligand peptide, into the T7 lysozyme, we succeeded in tuning the interaction 
between T7 RNA polymerase and T7 lysozyme by the binding of specific ligand peptide.  On 
the other hand, we also succeeded in constructing the ligand-binding protein, which 
exhibits a reversible structural alteration following the specific ligand binding.  
Interestingly, this protein can work even in the in vivo circumstances.  By combining 
this designed ligand-binding protein with various target natural proteins, 
ligand-binding tuning of protein-protein interactions should be possible in future. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、生命現象を定性的にではなく、定量
的かつ時空間的に詳細に理解する事により、
より深く生命を理解しようという研究領域
が隆盛をきわめている。この要請に対し、従
来細胞生物学者が持たなかった非天然由来
のツールの供給は、これまでにない革新的な
生命現象の理解を促す事が期待できること
から、様々なタイプの、細胞内プローブの開
発が取り組まれている。一方多くの生命現象
は、特定の蛋白質単独で果たしている訳でな
く複数の蛋白質同士が相互作用を介して行
っており、これらの蛋白質間相互作用を、外
部からの刺激で意図的に調節可能な手法の
開発もまた、生命現象の理解に必須であろう。
これに対し、ケミカルジェノミクス的な化合
物スクリーニングの中から、相互作用を
Knock-onあるいは Knock-offできる分子の探
索が検討されているが、実際にはヒットする
確立は低いと言わざるをえない。蛋白質工学
的工夫を駆使する事により、この目的をなる
べく合理的に達成できる手法の開発を行う
事は、これらの問題解決と研究分野への貢献
が期待できる。 
 
２．研究の目的 

 本申請者はこれまでに、単量体の蛋白質機
能を外部刺激依存的に、off から On へとスイ
ッチできる手法の検討を行ってきており、酵
素や蛍光蛋白質等で、ペプチドあるいは金属
イオンの添加に応じた、機能スイッチに成功
している。具体的な方法としては、金属イオ
ンあるいは特定のペプチドと結合する事に
より、立体構造がランダムコイル構造からコ
イルドコイル構造へと大きな構造転移を起
こす人工蛋白質を設計し、これを機能調節を
行いたい天然蛋白質配列中に挿入する事に
より行った。リガンドがない状態では人工蛋
白質部位はランダム構造を取っているため、
導入された天然蛋白質の機能も、この構造摂
動を受けて機能が抑制される。一方でリガン
ドの添加後には人工蛋白質部位がコイルド
コイル構造へと構造変化を起こすため、導入
された天然蛋白質部位の構造安定化が促さ
れ、蛋白質機能の回復が期待できる。 
 この手法は、相互作用する蛋白質ペアへの
応用が期待される。片方の蛋白質の、特にペ
アとなる蛋白質との相互作用面に対して構
造摂動を起こすように、構造転移を起こす人
工蛋白質配列を挿入する方法である。また一
方で、新たに、膜透過性が高く、生体直行性
の高い有機小分子に応答して構造変化を起
こす人工蛋白質の設計の検討を行う。ペプチ
ドや金属イオンなどは、細胞内への導入は困
難であり、この人工蛋白質ドメインを準備す
る事により、今後 in vivo 環境でも機能調節

が可能な手法へと拡張できる事が期待され
るためである。 

３．研究の方法 

 蛋白質-蛋白質相互作用のモデル系として
RNA合成酵素（T7 RNAP）とその阻害剤蛋白質
（T7 lysozyme）の相互作用ペアを用い、T7 
lysozyme側に、特定のペプチド依存的に大きく
構造転移を起こす人工コイルドコイルドメインを
導入する事により、これらの間の蛋白質間相互
作用のOffからOnへのスイッチが可能か検討を
行う。 ここで用いる蛋白質変異体は、それぞれ
の遺伝子となる DNAを、合成ＤＮＡをもとにした
PCRにより作製し、発現ベクターにのせた後に
大腸菌発現系を用いて合成した。機能評価は、
アフィニティーカラムクロマトグラフィーなどの精
製を行って用いた。 

 また、膜透過性を持つ有機小分子に応答し、構

造変化を可逆的に起こす人工蛋白質の設計には、

これまでにデノボ設計蛋白質として報告されて

いる GCN4-pLI の４本鎖コイルドコイル蛋白

質をベースに設計を行う。蛋白質の N-末端、

C-末端間の距離が、有機分子の結合に伴い変化

するか評価を行うために、N-末端側に BFP、

C-末端側に GFP を繋いだ変異体も準備して検

討を行う。これらの蛋白質変異体の調製は、同

様に大腸菌発現系を用い、アフィニティークロ

マトグラフィーによる精製を行った後に、機能

評価を行った。In vivo での評価に関しては、こ

れらの蛋白質を大腸菌菌体内で発現したものを

そのまま用いて検討を行った。 

 
４．研究成果 

(i)ペプチドリガンド応答 RNA合成酵素/阻害

剤複合体 

 T7 lysozyme (WT-Lys)は、T7 RNA polymerase

（T7 RNAP）に結合する事により、その m-RNA
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図１ ランダム構造からコイルドコイル構造へと構造 

   転移を起こすペプチド配列ペアを、大きく構造 

   変化を起こすリンカー配列と、その構造転移を 

    誘起するリガンドとして利用した、蛋白質間 

   相互作用調節系の検討 



 

 

合成を阻害する阻害剤として知られている。

また、WT-Lys の結合部位は鋳型となる DNA と

T7 RNAPの結合面とは異なる位置にあるため、

m-RNA の合成量の変化により、T7 lysozyme

と T7 RNAP の間の純粋な相互作用の評価が可

能である。そこで、ここでは相互作用する蛋

白質ペアのうちの T7 lysozyme 側に IZ-DS の

配列を組み込み(DS-Lysn:n番目のアミノ酸の

後に IZ-DSの配列を挿入した変異体という意

味)、IZ-3K 依存的に、T7 RNAP との結合力に

変化が生じるか検討を行った（図 1）。 

 IZ-DS 配列の導入は、天然型 T7 lysozyme

の配列中に、前後に６残基のリンカーを介し

て直接挿入する手法をとった。挿入する位置

は、大きな構造摂動の効果を期待しつつも、

IZ-DS 部分のフォールディングに伴う、立体

構造回復も必要となる為、元々２次構造を取

っている部分の途中は回避し、２次構造と２

次構造の境目にあたるループ部位を中心に

候補となる部位を３カ所（２３、６２、７０

番目）決めた。種々の検討の結果、２３番目

のアミノ酸の後への挿入が最適である事が

分かったため、こちらを IZ-DS の導入位置と

する事にした。 

 IZ-DS の配列を導入した、DS-Lys23 の検討

を行った。はじめに、ビアコア測定を用いて、

IZ-3K と DS-Lys23の間で相互作用の評価を行

ったところ、飽和型の SPR シグナルのレスポ

ンスが得られ、ここから与えられる Kdは 308 

nM と算出された。IZ-DS と IZ-3K の間の値

（244 nM）と比してもほぼ変わらなかったこ

とより、 IZ-DS 配列部位は T7 Lysozyme 中

に挿入したにも関わらず、十分、結合活性を

保っている事が確認された。また、CDスペク

トルからも結合に伴いα-ヘリックス含量の

増加が確認され、DS-Lys23と IZ-3K の添加比

が１：１の位置に屈曲点を持つようなα-ヘ

リックス含量増加が観測された。この結果は、

IZ-3K との選択的相互作用と共に、挿入され

た IZ-DS部位の構造形成誘起を示唆している。 

 最後に、in vitro 転写系における DS-Lys23

の IZ-3K依存的な阻害活性変化の評価を行っ
た。その結果、IZ-3K 不在下においては、大
きく阻害活性が抑えられているものが、
IZ-3K の添加により、明らかな阻害活性の向
上が観測された（図２、７倍以上の活性の変
化）。この結果はすなわち、今回モデル系と
して用いた T7 RNAP と T7 lyzsozyme の間の
蛋白質−蛋白質間相互作用を、任意の外部因
子であるペプチドにより選択的に Offから On
にする事に成功した事に対応し、当初の目的
が実現されたといえる。また、ここで用いた
コイルドコイルドメインの導入では、ターゲ
ットとなる天然蛋白質に対して円順列変異
を施す必要がなく、もともと N-末端、C-末端
が遠い位置にあり、円順列変異体の作成の難
しい天然蛋白質に対しても、特定の外部刺激
により構造転移を起こす設計蛋白質を用い
る事で、機能スイッチが可能である事が示さ
れた。 
 
（ii）有機小分子の結合に伴い構造変化を起
こす人工蛋白質の設計 
 

 

図３ 有機小分子との結合に伴う可逆的な構造変化 

 in vivo での使用に適した、“有機小分子を
結合することにより可逆的な構造変化を起
こす”人工蛋白質の設計を行った。有機小分
子としては、生体直行性の高いアダマンタン
誘導体を選択し、一方で設計を行う蛋白質の
基本骨格には、４本鎖コイルドコイル蛋白質
の de novo 設計例で知られる GCN4-pLI の配
列を利用した。アダマンタン誘導体の結合部
位には、コイルドコイル構造の疎水場に着目
し、この部位を占める合計８つの Ile、Leu
残基を、側鎖の長さの短い Alaに変異を施す
事により、アダマンタン誘導体の収まる空孔
を設ける事とした。またこの際に疎水場パッ
キングの不安定化による蛋白質構造安定性
の大きな低下が懸念されたため、４本鎖コイ
ルドコイルを形成する４本のα-へリックス
を柔軟なリンカー配列で繋いで利用した。 
 まず、バンドル構造中央部に８つの Ala 変
異により結合サイトをデザインした変異体
（AM2）を構築し、アダマンタンなどとの結
合評価を行ったが、残念ながら結合挙動は見
られなかった。この原因として、疎水場パッ

 

図２ T7 RNAPの in vitro転写系における DS-Lys23  

    の I Z-3K 依存的な阻害活性の評価；[DS-Lys23] 

    =0-20 µM,  [IZ-3K] = 0-20µM, T7 RNAP5 u, 

  20 mM rNTP, 10 mM DTT, 2 mM spermidine,0.01 

  wt% BSA,20 mM HEPES (pH7.9), reaction time 

  2 hours. 
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キングの過度の不安定化が考えられたため、
８つの Ala変異のうちの１つを Trpに変えた
変異体（AM2W）を構築し、アダマンタン誘導
体との結合評価を行った。その結果、〜数百 
nM 程度の解離定数と高い結合活性が確認さ
れた。一方、溶液中で AM2W が単量体で存在
している事を確認するため、超遠心分析を行
った。３種類の異なる濃度でのみかけの分子
量を計算し、濃度０へと外挿するグローバル
フィッティングを行う事により計算分子量
は 14904 と得られた。これは、理論分子量
11558 と充分近かった事から、尐なくとも 50
μM 以下の濃度範囲に於いては、単量体とし
て存在している事が確認された。またアダマ
ンタンの結合の蛋白質構造安定性への影響
の検討するために、熱変成実験を行った。蛋
白質内部に埋められない空間が存在する状
況よりは、その空間を分子が結合して埋める
事により安定性の向上が期待されたためで
ある。AM2W は、変成剤などがない条件下では、
９５℃に於いても熱変成が見られなかった
ため、４Ｍのウレア共存下での熱変成実験を
行ったところ、アダマンタンの添加により、
５℃の熱変成温度の上昇が観測された。以上
の結果より、７つの Ala、１つの Trp 変異を、
４本鎖コイルドコイル疎水場に施す事によ
り、アダマンタン誘導体の結合サイトが構築
でき、かつその結合は蛋白質全体の立体構造
安定性に影響を及ぼし得る事が確認された。 
 

 
 そこで次に、具体的にリガンドの結合に応
答し構造変化が可能な設計蛋白質の構築を
めざし、結合サイトをバンドル構造の端側に
構築する検討を行った。これは、バンドル構
造の端側に空孔を設計した場合には、その近

傍にある N-末端、C-末端間距離への影響がよ
り大きくなる事を期待したためである。設計
配列は、図 X に示す（AM1W）。AM2W と同様に
アダマンタン誘導体の結合評価を行った結
果、同程度の結合活性を示す事が分かった。
そこで次に、この蛋白質の N-末端、C-末端に
それぞれ異なる蛍光蛋白質を導入した
BFP-AM1W-GFP を発現精製し、この蛋白質の
BFPから GFP への FRET（蛍光共鳴エネルギー
移動）効率のアダマンタン結合に伴う変化の
検討を行った。その結果、アダマンタン結合
により FRET 効率が 0.24 から 0.18 へ変化す
る事が確認された。これは、BFP と GFP の間
の Förster 半径を考慮すると、49.6Åから
53.0Åへの距離の変化に対応する。また興味
深いことに、この溶液中にアダマンタンと高
い親和性を持つ事が知られるβ−シクロデキ
ストリンを添加する事により、その FRET 効
率が元に戻る事が確認された。これは、リガ
ンド分子の結合解離に伴い、N-末端、C-末端
間の距離も可逆的に変化を起こしている事
が確認された。また in vivo での評価の一環
として、大腸菌内で BFP-AM1W-GFP発現させ、
この菌体に対してアダマンタンを添加して
同様に FRET 効率の評価を行ったところ、ア
ダマンタンが細胞膜を透過して細胞内にあ
る BFP-AM1W-GFP に結合する事が、FRET

効率の変化から確認された。以上の結果より、
in vivo 環境下で特定の有機小分子と選択的
に結合し構造変化を起こす人工蛋白質の構
築に成功したと言える。 
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図４ GCN4-pLI変異体のアミノ酸配列 
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