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研究成果の概要（和文）：本研究では、人工結合タンパク質の結合による安定化効果の汎用面、そして、どのよ
うな部位へ、どのような様式で結合することが安定化に結びつくのかという機序面を明らかにすることを目的
に、熱力学的・構造学的手法を用いた網羅的かつ体系的な解析を試みた。複数種類のターゲットに対して人工結
合タンパク質を創出し、表面プラズモン共鳴SPRなどを用いた親和性解析と、X線結晶構造解析、X線小角散乱解
析、クライオ電子顕微鏡解析による構造解析に成功した。他方、熱力学的解析については進捗が遅れており、安
定化との相関関係については結論を得ていない。今後は熱力学的解析を進め、当初の目標達成に向けて研究を継
続する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the general applicability of the 
protein's structure stabilization effect induced by the binding of synthetic binding proteins and to
 understand the mechanism of how binding to specific sites and in specific modes leads to 
stabilization. To achieve this, we conducted comprehensive and systematic analyses using 
thermodynamic and structural methods. We successfully generated synthetic binding proteins for 
various types of targets and performed affinity analysis using surface plasmon resonance (SPR) as 
well as structural analysis using X-ray crystallography, X-ray small-angle scattering, and 
cryo-electron microscopy. However, progress in thermodynamic analysis has been slow, and we have not
 yet drawn conclusions about the correlation with stabilization. Moving forward, we will continue 
our research with the aim of achieving the initial goals by advancing the thermodynamic analysis.

研究分野： 応用生物化学関連

キーワード： タンパク質工学　酵素　人工結合タンパク質　安定性　熱力学解析　立体構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後継続する研究成果次第ではあるが、人工結合タンパク質の相互作用部位・様式と安定化効果との相関関係を
詳細に明らかにすることができれば、変異導入に依存してきた従来の方法論とは異なる新たなタンパク質安定化
戦略の創成に繋がるため、その学術的意義は大きいと考えられる。また、この新たなタンパク質安定化戦略によ
って、従来の手法では難しく諦められていた酵素の改変が広く可能となれば、様々な新しい食品素材、医薬品、
工業原料などの創出に繋がるため、産業的意義も大きいと考えられる。

※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 
酵素の産業利用において、基質特異性や安定性の改変は重要な課題である。これらの改変が実

現できれば、新たな基質への反応や新たな反応場での利用が可能となり、これまでにない新しい
食品素材、医薬品、工業原料などの創出に繋がるからである。酵素の機能改変を行うタンパク質
工学には、理論設計や分子進化工学などの手法が知られる。いずれも多数の成功例が報告されて
いるが、その有用性は広くはない。従来の手法は酵素遺伝子に変異を導入して改変を行う。その
ためにはまず、酵素遺伝子を大腸菌などに組み込んで作らせる異種発現系を確立する必要があ
る。しかし、この異種発現は容易ではなく、活性のない凝集物になることが多い。つまり、従来
の手法では、変異導入に依存するが故の限界がある。 
このような背景から代表者は、自然界におけるタンパク質の進化原理から着想を得た新たな

手法の開発を進めてきた。その原理とは、生物間での相同組換えで起こる、酵素へのドメインタ
ンパク質の付加である。この付加に伴う活性中心構造の変化により、酵素遺伝子に変異が導入さ
れることなく基質特異性が改変される。この原理を基に、酵素遺伝子には手を加えず、酵素の活
性中心付近に結合する人工結合タンパク質を創出し、その結合を介して基質特異性を改変する
『Enzyme Engineering by Proxy』という手法を着想した（引用文献①②）。これまでに、様々な産
業用酵素において基質特異性の改変に成功し、最近、結晶構造解析によって改変メカニズムも解
明した。 
他方、当該手法の開発を進める中で最近、酵素の活性中心付近ではなく構造表面に人工結合タ

ンパク質を結合させると、エピトープによっては酵素の熱安定性を向上させることを発見した。
酵素遺伝子の操作を必要とせず、人工結合タンパク質を付加するだけという簡便な方法論と、さ
らに、ドメインタンパク質の付加による安定化は分子進化でもよく見られる現象であることか
ら、代表者の手法は広い酵素の安定化に応用できる可能性を示唆する。しかし、未だ安定化効果
を検証した酵素サンプル数が限定的でその汎用性については十分な知見が得られておらず、さ
らに、エピトープによって安定化効果は様々であり、人工結合タンパク質が酵素のどのような部
位に、どのような相互作用様式で結合することが高い安定化効果に結びつくのか、その機序面に
ついても明快な答えは得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
上述のような背景から、本研究計画では、人工結合タンパク質の結合によるタンパク質安定化

効果の汎用性とメカニズムを明らかにすることを目的とした。具体的には、構造の異なる複数の
酵素に対して様々な構造表面エピトープに結合する人工結合タンパク質を創出し、熱力学的・結
晶構造学的手法を用いた網羅的かつ体系的な解析を行うことで、当該目的の達成を目指した。本
研究成果から得られる知見をもとに、従来の変異導入法とは異なる新たなタンパク質安定化戦
略の創成を目指した。 
 
３．研究の方法 
 ターゲットとして種類の異なる様々な酵素・タンパク質を選定し、それぞれに対して構造表面
に結合する人工結合タンパク質を創出した。人工結合タンパク質の創出は既報の通り、鋳型とな
るフィブロネクチン III 型ドメインタンパク質のアミノ酸配列を多様化したライブラリーから、
ファージディスプレイと酵母表層ディスプレイを用いたスクリーニングによって行った（引用
文献①②）。ターゲットと人工結合タンパク質との親和性解析は、酵母表層ディスプレイ-FACS、
表面プラズモン共鳴 SPR、バイレイヤー干渉法 BLI を用いて行った。さらに、ターゲット-人工
結合タンパク質の複合体構造は、X 線結晶構造解析、X 線小角散乱解析、クライオ電子顕微鏡解
析によって解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）様々なターゲットに対する人工結合タンパク質の取得 
産業用酵素として Aspergillus fijiensis 由来フラクトフラノシダーゼ、Aspergillus niger 由来プロ

リルエンドペプチダーゼ、Neobacillus kokaensis 由来ガラクトシダーゼ、大腸菌由来ホスホエノ
ールピルビン酸カルボキシラーゼ、創薬標的としてヒト由来セレノプロテイン P、ヒト由来スー
パーオキシドディスムターゼ 1、肺炎桿菌由来細胞分裂タンパク質 FtsZ、大腸菌由来細胞分裂タ
ンパク質 FtsZ、コレラ菌由来サチライシン様セリンプロテアーゼ、また、基礎的研究のための標
的として大腸菌由来アデニル酸キナーゼ、緑膿菌由来タンパク質分泌装置内膜ドメイン LipB、
好熱菌 Alicyclobacillus acidocaldarius 由来エステラーゼといった、分子量と構造が異なる様々な
ターゲットを選定し、既報の方法（引用文献①②）で人工結合タンパク質を創出した。各ターゲ
ットに対して 2-5 種類の人工結合タンパク質を取得できており、代表者のもつ人工結合タンパク
質創生技術の有効性を改めて示すことができた。 
 
（２）ターゲット-人工結合タンパク質の結合親和性解析 



 結合親和性解析は、酵母表層ディスプレイ-FACS、表面プラズモン共鳴 SPR、バイレイヤー干
渉法 BLI を用いて行った。平衡解離定数（Kd 値）は nM オーダーから uM オーダーまで幅広い
人工結合タンパク質が確認できた。今後、結合親和性の強弱とエピトープ・結合様式との相関解
析に利用できると考えている。 
 
（３）ターゲット-人工結合タンパク質の複合体構造解析 
上述のターゲットのうち、肺炎桿菌由来細胞分裂タンパク質 FtsZ、大腸菌由来細胞分裂タンパ

ク質 FtsZ、Neobacillus kokaensis 由来ガラクトシダーゼ、大腸菌由来アデニル酸キナーゼ、緑膿
菌由来タンパク質分泌装置内膜ドメイン LipB については、人工結合タンパク質との複合体構造
を X 線結晶構造解析によって決定した。さらに、大腸菌由来アデニル酸キナーゼについては、
人工結合タンパク質との複合体の溶液構造を X 線小角散乱解析によっても解明した。加えて、
肺炎桿菌由来細胞分裂タンパク質 FtsZ、大腸菌由来細胞分裂タンパク質 FtsZ、大腸菌由来ホス
ホエノールピルビン酸カルボキシラーゼについては、人工結合タンパク質との複合体の溶液構
造をクライオ電子顕微鏡解析で決定することに成功した。 
 
以上より、当初の計画通り 10 種類以上の異なるターゲットに対して人工結合タンパク質を創

出し、結合親和性解析とともに、一部のターゲットに対しては人工結合タンパク質との複合体の
構造解析まで完了している。他方、熱力学的解析については進捗が遅れており、安定化との相関
関係については結論を得ていない。そのため、今後は熱力学的解析を進め、当初の目標達成に向
けて研究を継続する。 
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