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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌由来のタンパク質コンパートメント（BMC）に着想を得て、標的タ
ンパク質を自発的かつ特異的に内包可能な人工タンパク質シェルの創成を目指した。超好熱菌由来ルマジン合成
酵素（AaLS）および腸内細菌由来BMC構成タンパク質（PduU、EutS）を出発点とし、構造予測・指向性進化・共
発現スクリーニング・電子顕微鏡解析などの方法により、多様なサイズと特性をもつ機能性シェルの開発に成功
した。これらの機能性人工タンパク質シェルは、将来的に薬物送達システム（DDS）などへの応用が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop artificial protein shells inspired by 
bacterial microcompartments (BMCs), which can autonomously and selectively encapsulate target 
proteins. We employed a combined strategy involving structural prediction, directed evolution 
co-expression screening, and electron microscopy analysis. Starting from the lumazine synthase 
(AaLS) derived from hyperthermophilic bacteria and the BMC shell proteins PduU and EutS from 
intestinal bacteria, we successfully created various functional protein shells with distinct sizes 
and properties. These results demonstrate the feasibility of using evolved BMC proteins for the 
rational design of artificial protein compartments, providing a promising platform for applications 
such as drug delivery systems.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質シェル　人工タンパク質　バクテリアルマイクロコンパートメント（BMC）　ルマジン合成酵
素（AaLS）　指向性進化　自己集合　ドラッグデリバリーシステム（DDS）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、従来は単独でシェルを形成しないBMC構成タンパク質から、自発的な標的タンパク質の内包能とシェ
ル形成能を兼ね備えた新規構造体を創出することに成功した点において、学術的意義が高い。今後、同様のアプ
ローチによって、ゲノムデータベース上から豊富に得られるさまざまなタンパク質を基にした人工タンパク質シ
ェルを創成できる可能性がある。さらに、弱酸性環境下で内容物を放出可能な設計と組み合わせることで、ドラ
ッグデリバリーなどへの応用に向けた基盤技術となり得る。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ウイルスカプシドやフェリチンなどに代表されるタンパク質シェルは、通常数十から数百個
以上の単一あるいは複数のタンパク質サブユニットが、規則的に自己集合したナノからマイク
ロメートルオーダーの大きさの構造体を形成し、タンパク質、核酸、金属イオンなどの生体分子
を内包することで、物質の輸送、貯蔵、生産において重要な役割を担っている。これらを模倣し
た人工タンパク質シェルは、ドラッグデリバリーやナノリアクターへの応用が期待され、近年注
目を集めている。中でも、細菌が有するバクテリアルマイクロコンパートメント（BMC）は、
特定の酵素を内包して代謝を担う天然のタンパク質シェルであるが、ゲノムデータベースから
さまざまな BMC シェルを構成するタンパク質の遺伝子情報が得られるため、人工タンパク質シ
ェルの素材として高い可能性を秘めている。しかし、BMC シェルは複数種のタンパク質が複雑
に集合して形成されるため、これを試験管内で構築することは極めて困難であった。本研究では、
この課題を克服するために、単独ではシェルを形成しない BMC 構成タンパク質を起点とし、指
向性進化によって自己集合性と標的タンパク質の内包能を獲得した人工タンパク質シェルの創
出を目指した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細菌由来のタンパク質シェルまたはその構成タンパク質を改変・進化させることで、
標的タンパク質を特異的に内包可能な機能性人工タンパク質シェルを創出することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細菌由来のタンパク質コンパートメントに着想を得て、標的タンパク質を内包可

能な機能性人工タンパク質シェルの創出を目指した。具体的には、(1) 超好熱菌 Aquifex 
aeolicus 由来のルマジン合成酵素（AaLS）と、(2) Salmonella enterica 由来のバクテリアル
マイクロコンパートメント（BMC）構成タンパク質（PduUおよび EutS）に対して、異なる改変ア
プローチを取り、それぞれにおいて標的タンパク質の内包および構造形成能や安定性を評価し
た。 
 
(1) AaLSに由来するタンパク質シェルの改変と評価 
AaLSは、リボフラビン（ビタミン B2）生合成に関与する酵素である。天然の状態では、直径

16 nmの 60 量体からなる球状のタンパク質シェルを形成し、その内部に 3分子のリボフラビン
合成酵素を内包する。本研究では、野生型の AaLSに、特異的なタグシステムである SpyCatcher
（SC）—SpyTag（ST）を導入し、AaLSシェル内に任意の標的タンパク質を特異的に内包可能なシ
ステムを構築した。さらに、このようにして得られた AaLS改変体の pH応答性を評価した。具体
的な手順を以下に示す。 
① 任意の標的タンパク質を特異的に内包可能な AaLS改変体（AaLS-ST）の開発 
C 末端に His-tag を付与した AaLS の内腔側ループ領域に、13 アミノ酸からなる ST 配列を挿
入した AaLS-ST1, AaLS-ST2をそれぞれ設計した。また、内包タンパク質のモデルとして、sfGFP
（superfolder GFP）を選択し、その N 末端に SCドメインを融合した SC-sfGFPを設計した（図
1）。これらの改変体および内包タンパク質
を大腸菌内で共発現させ、Ni-NTA アフィニ
ティクロマトグラフィーによって粗精製し
た後、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）
を用いて精製した。精製されたシェル構造
を透過型電子顕微鏡（TEM）で確認し、形成
された構造のサイズと形状を観察した。ま
た、SDS-PAGEを用いて、AaLS-STと SC-sfGFP
の共有結合体のバンドを解析した。さらに、
タンパク質の吸収波長（280 nm）および
sfGFP に特有の吸収波長（485 nm）の吸光
度を測定し、各シェルに内包された sfGFP
分子の平均数を算出した。 
②  AaLS-ST1 の pH応答性の評価 
① で得られた C 末端に His-tagを有する AaLS-ST1（AaLS-ST1-CHis）に加えて、新たに His- 
tagの位置を N 末端に変更した改変体（AaLS-ST1-NHis）および、His-tagを除去した改変体（AaLS-
ST1-NoHis）をデザインし、大腸菌内で発現させた。His-tag 融合タンパク質については、Ni-NTA
アフィニティクロマトグラフィーによって粗精製した後、SEC を用いて精製し、AaLS-ST1-NoHis
については、細胞溶解液を 70℃で 15分間加熱した後に遠心し、その上清に含まれるタンパク質
を SECによって精製した。これらの精製タンパク質シェルを含む容液の pHを 5–8に調整し、動
的光散乱法（DLS）を用いて粒子径を測定した。 

 
図 1. AaLS-ST（単量体）および SC-sfGFP のデザイン 
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(2) BMCに由来するタンパク質の指向性進化による人工タンパク質シェルの創成 
BMC構成タンパク質である PduUおよび EutSは、単独では 6 量体を形成するのみであり、規則

的な球状のシェル構造を形成することはない。これらのタンパク質を用いて人工的なタンパク
質シェルを構築するために、まず両タンパク質の片側表面に位置する３箇所に負電荷を持つグ
ルタミン酸を導入した変異体（PduU-neg, EutS-neg）を作製した。その後、error-prone PCR（epPCR）
を用いてランダムな変異を付加した遺伝子ライブラリー（約 1.0×10⁶種）を構築し、正電タグ
（ポリアルギニン）を融合した HIVプロテアーゼ（HIV-P）と大腸菌内で共発現させた。HIV-Pの
発現量制御による毒性を選択圧とすることで、PduU-negおよび EutS-negの指向性進化を 3サイ
クル行ったのち、HIV-P 毒性存在下で生育した大腸菌からプラスミド抽出し、次世代シーケンサ
ー（NGS）を用いて遺伝子の変異解析を行った。解析の結果、最も出現頻度の高い変異体として、
PduU-evolを選別した。PduU-wt, PduU-neg, PduU-evolのそれぞれ大腸菌内で発現し、その細胞
溶解液に硫酸アンモニウムを終濃度 30%となるように加えてタンパク質を沈殿させたのち、ペレ
ットを緩衝液に再溶解させ、SEC によって精製した。得られたタンパク質シェルの構造は、TEM
で分析した。また、これらの PduUと HIV-Pを大腸菌内で共発現させたときの大腸菌の生育速度
を濁度（OD600）測定によって評価した。さらに、PduU-evolと HIV-Pを共発現させたのちに PduU-
evolを精製し、ウェスタンブロッティング（WB）によって HIV-Pの内包を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) AaLSに由来するタンパク質シェルの改変と評価 
① 任意の標的タンパク質を特異的に内包可能な AaLS改変体（AaLS-ST）の開発 
精製した AaLS 改変体のタンパ

ク質構造を TEMによって観察した
ところ、AaLS-ST1 は直径約 16 nm 
の野生型と同様のシェル構造
（Small シェル: S シェル）に加
えて、直径約 29 nm のシェル構造
（Large シェル: L シェル）を形
成した。後者については、その形
状から 180 量体からなるシェル構
造であると推測した。一方、AaLS-
ST2 は、直径 10 nm 以下のシェ
ル断片や凝集体など、不均一な構
造を示したため、その後の実験は
全て AaLS-ST1 を用いて行った（図
2）。 
AaLS-ST1 と SC-sfGFP を大腸菌内で共発現し、SEC

で Sシェルと Lシェルに分離・精製したのちに、SDS-
PAGE で分析したところ、いずれのシェル画分にも
AaLS-ST1 の分子量（19.6 kDa）に相当するバンドの
他、SC-GFPが共有結合した分子量（59.4 kDa）に相当
するバンドが確認された。つまり、AaLS-ST1 からな
るタンパク質シェル内に、設計通り SC-sfGFPが内包
されたことが示唆された。また、AaLS-ST1/SC-sfGFP 
複合体の SEC 画分（Sシェル、Lシェル）の吸収スペ
クトルおよび、AaLS-ST1 および SC-sfGFP の 280 nm 
におけるモル吸光係数（ε280) の計算値と、SC-sfGFP
の吸収スペクトルから見積もられた SC-sfGFPの ε
485 の値より、AaLS-ST1 の S シェルおよび L シェル
には、それぞれ平均 1.8分子、11 分子の SC-sfGFPが内包されると見積もった（図 3）。 
以上の結果により、SC 融合タンパク質を特異的に内包可能な AaLS改変体シェルの作製に成功

した。融合タンパク質を sfGFPから変更することで、任意の標的タンパク質をシェルに内包する
ことが可能であると考えられることから、今後さまざまな応用が期待される。 

②  AaLS-ST1 の pH応答性の評価 
AaLS-ST1-CHis, AaLS-ST1-NHis, AaLS-ST1-NoHisを SECで精製したところ、いずれも Sシェルと
L シェルに分離することができた。これらのシェル構造の粒子径を DLS によって測定したとこ
ろ、AaLS-ST1-CHis, AaLS-ST1-NHisのシェル構造は pH 7.0—8.0では安定であったが、pH 6.0以下
の弱酸性条件下では崩壊・凝集することが示唆された。一方、AaLS-ST1-NoHisは、pH 5.5—8.0の
範囲で安定であったことから、弱酸性条件下での His-tag のプロトン化がシェル構造の変化に
寄与したと考えられる。弱酸性下で観察された AaLS-ST1-CHis, AaLS-ST1-NHisの構造変化は、一
般に弱酸性環境であることが知られるがん組織特異的な内包物質の放出や、エンドソーム内で
の内包物質の放出などに利用できる可能性がある。 
 

 
図 3. AaLS-ST1/SC-sfGFP 複合体の推定構
造の断面図。（左）Sシェル、（右）Lシェ
ル。 

 
図 2. His-tag 精製後の(A)AaLS-ST1, (B) AaLS-ST2 の TEM 画像
（ネガティブ染色）。スケールバー: 100 nm。 
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(2) BMCに由来するタンパク質の指向性進化による人工タンパク質シェルの創成 
PduU-neg および EutS-neg を基にした変異体

ライブラリーから指向性進化によって得られた
集団を進化のラウンドごとに NGS によって解析
した。その結果、PduU において、4 つの共通す
る変異（E3K, Q12R, N28Y, T101I）が高頻度で
見つかった（図 4A）。これらの変異位置を PduU
の 6 量体構造に当てはめたところ、N28Y, T101I
は 6 量体の側面近傍に位置しており、複数の 6
量体構造が自己集合によってシェルを形成する
ことに寄与する可能性が示唆された（図 4B）。3
ラウンドの進化実験の結果、これらの共通変異
のうちの 3 つを含む PduU 変異体である PduU 
(E3K/Q12R/N28Y)が最も高頻度で得られたため、
これを PduU-evolと名付けた。 
 次に、PduU-wt, PduU-neg, PduU-evolを発現・
精製し、TEM 解析を行ったところ、PduU-evolで
は直径約 15 nmの球状シェル構造が観察された。
さらに、PduU-evolを HIV-Pと共発現させ、その
複合体を TEM 解析した場合にも同様のタンパク
質シェルが観察された（図 5A）。TEM 解析によっ
て得られたシェルの粒子径を解析したところ、
PduU-evol および PduU-evol/HIV-P の
粒子径は、それぞれ 14.8±2.3 nm、
15.3±2.3 nmであり、HIV-Pの内包に
よるシェル構造への影響はほとんどな
いことが示唆された（図 5B）。また、
PduU-evol/HIV-P のタンパク質シェル
画分を SECで精製し、WBによって解析
したところ、確かに HIV-Pが含まれて
いることを確認した。 
最後に、PduU-evol が HIV-P の毒性

を抑えるように進化することで、シェ
ルの形成能を獲得したことを確認する
ために、PduU-evol と HIV-P を大腸菌
内で共発現させたときの大腸菌の生育
評価を行った。コントロールとして、
PduU-wtと PduU-negを用い、それぞれ
のタンパク質を単独で発現させた場合
と、HIV-P と共発現させた場合での生
育速度を比較した。その結果、PduU-wt
と PduU-negは、HIV-Pの毒性存在下で
は 20 時間後もほとんど生育しなかっ
たのに対し、PduU-evol では HIV-P 非
存在下と同様に生育することが確認さ
れた（図 6）。 
以上の結果より、単独ではシェルを

形成しない BMCの構成タンパク質であ
る PduUと EutSに指向性進化を適用す
ることで、正電タグをもつ HIV-Pを内
包しながらシェルを形成する PduU-
evolを創出することに成功した。本研究によって、BMC構成タンパク質に指向性進化を適用する
ことで、大きさや性質の異なるさまざまな人工タンパク質シェルを創出する道が拓かれた。今後
は、得られた PduU-evol のより詳細なシェル構造をクライオ電子顕微鏡を用いた単粒子構造解
析によって明らかにすることで、PduU-evolに導入されたそれぞれの変異の影響を解明するとと
もに、内包物質の放出制御法やタンパク質シェルの細胞内導入法を検討することで、創薬や診断
技術への応用研究へと展開することを目指す。 
 
 
 
 
 

 
図 4. 指向性進化後の PduU 変異体の解析 (A) 
3ラウンド後のNGS解析におけるPduU変異体の
変異の位置と割合（解析数 40,000 リード）。 
(B)高頻度で現れた変異の PduU の 6 量体構造
（PDB: 3CGI）上での位置。 
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図 6.大腸菌の生育評価 (A)PduU-wt または PduU 変異体を
単独で発現させた場合 (B) PduU-wt または PduU 変異体と 
HIV-P を共発現させた場合。 
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図 5.PduU-evol の TEM 解析 (A) PduU-evol と HIV-P 複合
体の TEM 画像（ネガティブ染色）。スケールバー: 20 nm。
(B) PduU-evol シェル単独または HIV-P との複合体の TEM
による粒子径測定結果のヒストグラム表示。（n = 145） 
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