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1-1. 天然の蛋白質集合体 

天然に存在する蛋白質は，単量体同士が自己集合することにより超分子構造体を形成

し，生体内で重要な役割を担っている（図 1-1）1-3．これまで報告されてきた蛋白質の

うち，単量体が自己集合し，多量体を形成する蛋白質は 50 - 70 %あり 4，多量体により

形成される特異な超分子構造は，単量体とは異なる特性を有し，機能発現において有用

である．特に，(1)多種多様な構造が構築可能，(2)協奏的反応が可能，(3)高い安定性の

3 つの点に優れていることが知られている． 

多量体形成により様々な超分子構造体が構築可能となり，リング，かご型，フィラメ

ント構造などを創製できる 5,6．これらの特異な構造は，それぞれの構造に適した機能を

有する．DNAクランプ（PDB: 2POL）はリング構造を形成し，リングの中心に DNAが

貫き，DNA上をスライディングする機能を有する（図 1-1a）．クラスリンはかご型構造

を形成し，分子内包とエンドサイトーシスにより細胞内への分子輸送を担う（図 1-1b）
5．マイクロチューブでは，剛直な 1 次元チューブ構造を形成し，強固な細胞骨格とし

ての役割を有する（図 1-1c）6． 

超分子構造体は，構造由来の機能を発現する際に有利であるのみならず，単量体同士

が協奏的に反応を進行させることができる．例えば，ヘモグロビンは四量体を形成し，

1 つの単量体に酸素が結合すると，全体構造が変化し，他の単量体への酸素結合能が向

上する（図 1-1d）7．また，多価抗体では 1 分子あたりの抗原結合部位が増加すること

で抗原に対する親和性が向上する（図 1-1e）8．このように多量体形成により初めて付

与される機能は多数存在することが報告されてきた． 

さらに，多量体形成により蛋白質の安定性も向上することが知られている．多量体は，

単量体同士が水素結合，静電引力，疎水性相互作用，ファンデルワールス力などの非共

有相互作用により形成され，単量体が単独で存在するより，エンタルピー的に有利な構

造である 4．また，多量体形成により，露出する表面積が小さくなり，水分子による加

水分解や化学物質による変性などが起こりにくくなる 4． 

以上より，生体内で様々な機能を発現するためには，蛋白質分子は自己集合し，特異

な構造を有する超分子構造体を形成することが重要である．天然の蛋白質超分子構造体

の機能に着目し，新たなバイオ材料として利用するために，人工的に蛋白質超分子構造

体を構築する研究が進められている． 
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図 1-1．天然に存在する蛋白質集合体．(a) DNA クランプ． (b) クラスリン蛋白質． (c) 

マイクロチューブ． (d) ヘモグロビン． (e) 多価抗体． 
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1-2. 蛋白質集合体の設計 

天然の蛋白質集合体に着目し，人工的に新たな蛋白質集合体を構築する研究が盛んに

行われてきた．しかし，蛋白質分子は構造の柔軟性や表面構造の複雑さから，分子同士

がランダムに会合する凝集体が形成しやすく，分子間の相互作用を設計し，均一かつ特

異な超分子構造体を形成することは困難であった 1．そこで，近年，様々な相互作用を

利用し，人工蛋白質集合体の構築が報告されてきた．ここでは，天然に存在する相互作

用として，(1) 蛋白質-リガンド相互作用，(2) 蛋白質-蛋白質相互作用を利用した蛋白質

集合体，および，(3) 人工的に新たな蛋白質-蛋白質相互作用を創出し，構築された蛋白

質集合体について示す． 

 

(1) 天然の蛋白質-リガンド相互作用の利用 

1999 年，Freeman らは人工的に蛋白質集合体を初めて構築した 9．この研究は，天然

に存在する lectin と糖の特異な非共有結合を利用し，凝集体形成を防ぎながら，三次元

結晶の構築を達成した（図 1-2a）9．近年では，lectin と糖の相互作用を利用し，チュー

ブ構造や結晶系を制御可能な三次元集積構造の構築も達成されている（図 1-2b, 2c）10,11． 

Lectin-糖相互作用以外に，天然に存在する蛋白質-リガンド相互作用を利用し，様々な

集合体が構築されている．例えば，特異かつ強固なアビジン-ビオチン相互作用を利用

し，アルドラーゼを連結させ，蛋白質集合体の構築を達成した（図 1-2d）12．アポ体の

ヘム蛋白質にヘムが結合する相互作用を利用し，ワイヤー状に集合する構造や枝分かれ

した構造を構築することができる（図 1-2e）13-15． 

 

(2) 天然の蛋白質-蛋白質相互作用の利用 

T. O. Yeates らは，天然に存在する多量体を形成するサブユニット同士の相互作用を利

用し，新たな構造体を構築した．具体的には，天然の二量体，三量体のサブユニット同

士の相互作用を利用するために，サブユニット同士を遺伝子融合し，かご型構造に自己

集合する蛋白質集合体の構築を達成した（図 1-3a）16,17．この手法を応用し，四量体や

二量体のサブユニット同士を遺伝子融合し，1 次元，2 次元，3 次元集合体の構築を達

成した（図 1-3b）18．また，ドメインスワッピングによる単量体間の相互作用形成によ

り構造体の構築も可能である．ミオグロビン二量体をドメインスワッピングにより形成

させることで，酸化数の異なる 2種類のヘムを結合したミオグロビン集合体が形成され

た（図 1-3c）19． 

 

(3) 人工的な蛋白質-蛋白質相互作用の利用 

特異な蛋白質-蛋白質相互作用を設計するために，蛋白質界面へ疎水性相互作用，金

属配位結合，ジスルフィド結合などを導入し，蛋白質集合体を構築している．アミノ酸

置換による疎水性相互作用とジスルフィド結合の導入により，Cryptand と類似した蛋白
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質構造体の構築を達成し，金属結合能を付与することに成功した（図 1-4a）20．金属配

位結合を蛋白質分子表面へ導入することで，リング構造やらせんチューブ構造を構築で

きる（図 1-4b, 4c）21,22．金属配位結合は，外部環境に応じて相互作用点が変化し，チュ

ーブ構造，二次元結晶，三次元結晶が構築可能となる（図 4d）23．ジスルフィド結合に

より蛋白質分子同士を特異に連結させることで，チューブ構造やシート構造が形成され

てきた（図 1-4e, 4f）24,25．近年，蛋白質-蛋白質相互作用をコンピュータシミュレーショ

ンにより設計し，より複雑な構造体を構築できるようになった．シミュレーション結果

から，蛋白質分子界面を安定化するための変異体を設計することにより，かご型構造，

シート構造，三次元結晶の構築を達成した（図 1-4g, 4h, 4i）26-29．同様にコンピュータ

シミュレーションを利用することで，蛋白質-DNA 分子界面の安定化も達成し，DNA

と蛋白質が自己集合したナノワイヤー構造が構築できる（図 1-4j）30． 

以上のように，蛋白質間相互作用を設計し，超分子構造体を構築することで，単量体

単独では不可能な機能を有する材料としての応用が期待される．新たな蛋白質構造体を

構築するためには，蛋白質分子界面の設計指針が重要となる． 
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図 1-2．天然の蛋白質-リガンド相互作用を利用した蛋白質集合体．(a) Lectin-糖相互作

用を利用した三次元結晶．(b) Lectin-糖相互作用を利用したチューブ構造．(c) lectin-

糖相互作用により構築された結晶系が制御可能な三次元構造体．(d) アビジン-ビオチ

ン相互作用を利用した蛋白質集合体．(e) アポ体のヘム蛋白質とヘムの相互作用を利用

した枝分かれした蛋白質集合体．  

 

 

 

 

図 1-3．天然の蛋白質-蛋白質相互作用を利用した蛋白質集合体．(a) 多量体を形成する

のサブユニット同士の相互作用を利用した蛋白質かご型構造体．(b) 多量体を形成する

のサブユニット同士の相互作用を利用した 1，2，3 次元構造体．(c) ドメインスワッピ

ングによるミオグロビン二量体． 
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図 1-4．人工的な蛋白質-蛋白質相互作用を利用した蛋白質集合体．(a) ジスルフィド結

合による蛋白質かご型構造体．(b) 金属配位結合を利用した蛋白質リング構造．(c) 金

属配位結合を利用したらせんチューブ構造．(d) 金属配位結合の設計により制御可能な

1，2，3 次元蛋白質集合体．(e, f) ジスルフィド結合を利用した (e) チューブ構造と (f) 

二次元シート構造．(g-j) コンピュータシミュレーションにより創出された蛋白質-蛋白

質相互作用による (g) かご型構造体，(h) 二次元シート構造，(i) 三次元結晶構造．(j) コ

ンピュータシミュレーションによる蛋白質-DNA 相互作用を利用した一次元ナノワイ

ヤー構造． 
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1-3. 蛋白質-蛋白質分子界面 

目的の蛋白質集合体を形成するうえで，蛋白質-蛋白質分子界面を設計し，蛋白質間

相互作用を創出することが重要である．蛋白質間相互作用により形成される分子界面は，

(1) permanent な分子界面， (2) transient な分子界面，(3) 結晶を形成する分子界面の 3

種類に分類できる（図 1-5）31,32．Permanent な分子界面は，多くの疎水性アミノ酸残基

により形成される．また，分子同士の接触面積が大きく，最も安定な分子界面である 31．

二量体を形成するシトクロム c や四量体を形成するヘモグロビンなどの分子界面は

permanent な分子界面であり，多量体構造を維持する役割を担い，単量体として解離す

ることを防ぐ．Transient な分子界面は，permanent な分子界面に比べ，界面を形成する

疎水性アミノ酸残基が少なく，分子同士の接触面積も小さい 31．Transientな分子界面に

より，酵素-阻害剤複合体や抗体-抗原複合体などのヘテロ多量体が形成され，外部環境

によって蛋白質分子の会合および解離を制御する役割を担う．結晶を形成する分子界面

は，最も分子同士の接触面積が小さく，疎水性アミノ酸残基が少ないため，分子同士が

解離しやすい 32．この分子界面は，蛋白質の結晶化により初めて形成され，結晶構造を

保持する役割を担い，結晶が溶解することで消失する．このように，それぞれの分子界

面が担う役割は異なり，蛋白質集合体の特性や機能に大きな影響を与えている 31-33．  

 

 

図 1-5．3 種類の蛋白質-蛋白質分子界面．Permanent な分子界面や transient な分子界面

は溶液中に存在する．一方，結晶内のみに存在する分子界面は，結晶化条件によって初

めて形成され，蛋白質結晶内のみに存在する． 
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1-4. 蛋白質結晶の利用 

蛋白質結晶内のみに存在する分子界面は，結晶構造の保持に必要不可欠である一方，

この分子界面により結晶内には特異な超分子構造体が形成されている 32,34,35．しかし，

特定の機能を持たないと考えられ，長い間，利用されてこなかった．蛋白質の結晶化現

象が発見された当初は，結晶化は蛋白質分子の精製を目的として行われていた（図 1-6a）
36．1958 年にミオグロビン結晶へ X線を照射し，得られた回折格子から立体構造が解明

され，構造解明のために結晶化が行われるようになった（図 1-6b）．近年，蛋白質結晶

内特有の分子界面により形成される超分子構造が溶液中の蛋白質超分子構造体では見

られない機能を有し，新たな固体材料として注目を集めてきた（図 1-6c）．具体的には，

lysozyme 結晶内の 1次元細孔空間で金属微粒子を合成することにより，磁性を制御する

ことを達成した（図 1-7a）37,38．また，ルテニウム錯体が配位した lysozyme 結晶の特異

なナノ空間を利用することで，不斉触媒反応が達成される（図 1-7b）39．Thermolysin

結晶やグルコースイソメラーゼ結晶内の特異な環境を利用することにより，結晶を固定

相として光学異性体やアミノ酸の分離を達成した（図 1-7c）40-42．さらに，亜鉛ポルフ

ィリンで再構成したミオグロビンを結晶化し，結晶内に Ru 錯体を精密に配置させるこ

とにより高効率な電子伝達反応を達成した 43．このように結晶内の分子界面により形成

される特異構造を利用することにより，蛋白質結晶を新たな固体材料として応用できる． 
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図 1-6．(a) 蛋白質分子の精製のための蛋白質結晶化． (b) 蛋白質結晶を用いた X 線結

晶構造解析によるミオグロビン立体構造の解明．(c) 固体材料としての蛋白質結晶の利

用．具体的には，蛋白質結晶内の特異な環境を利用し，小分子を分離することができる． 
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図 1-7．蛋白質結晶の固体材料としての利用 (a, b) Lysozyme 結晶を利用した (a) 金属

微粒子の合成および (b) 不斉触媒反応の進行．(c) Themolysin 結晶を利用した光学異性

体の分離． 
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1-5. 蛋白質結晶の高い安定性と溶解現象の利用 

蛋白質結晶は固体材料としてのみならず，結晶の高い安定性と溶解現象を利用し，新

たな材料として利用されている 44-46．蛋白質結晶は分子が規則正しく密に配列すること

により，蛋白質分子の変性や分解を防ぎ，長期にわたり安定に保存できる．グルコース

オキシダーゼを結晶状態，アモルファス状態でそれぞれ 50C，2 日間保存し，その後，

結晶およびアモルファス状態のサンプルをそれぞれ溶解させ，酵素活性を評価した．そ

の結果，結晶状態では保存前に対し，活性が 72 %維持されるが，アモルファス状態で

は 15 %しか維持されない 44．これより，結晶は酵素の活性を安定保存するのに適して

いることが示された．また，蛋白質結晶が溶解する環境や溶解速度などを制御し，新た

な材料として応用する研究も進められてきた．インスリンと可溶性が低くなるように設

計されたインスリン類似体の共結晶は，結晶の溶解性が低下し，インスリンを徐放する

材料として利用できる（図 1-8a）45．Candida rugosa lipase の結晶を利用し，還元剤で切

断される架橋剤を結晶に架橋することで還元環境に応答して結晶が溶解し，lipase が活

性化する材料を構築できる（図 1-8b）46．このように蛋白質結晶は様々な材料として利

用されてきたが，これらの材料を構築するためには，蛋白質の精製や結晶化，架橋化な

ど複数の過程を経る必要がある．安定な蛋白質結晶を簡便に得ることができれば，蛋白

質結晶が機能性材料として，より利用されやすくなると考えられる．そこで，細胞内で

蛋白質が発現すると自発的に集積し，結晶を形成する細胞内蛋白質結晶に着目した．天

然には，様々な細胞内蛋白質結晶が存在し，結晶内分子界面の相互作用を緻密に設計し，

結晶の溶解性を制御することで生体内で適した機能を発現している 47-50．例えば，spindle

と呼ばれる蛋白質結晶は，昆虫細胞内で fusolin 蛋白質が自己集合することにより形成

され，単量体同士がジスルフィド結合により強固に連結し，結晶性を維持している（図

1-9）49．Fusolin 蛋白質は，spindle 結晶内では活性サイトが自己集合により覆われるこ

とで不活性しているが，塩基性環境および蛋白質分解により spindle結晶が溶解すると，

結晶から放出された fusolin 蛋白質は活性化する．また，妊娠したゴキブリの細胞内に

おいても脂肪酸が結合した蛋白質が結晶化し，エネルギーを貯蔵する役割を担っている
50．この結晶は，栄養不足の際に溶解し，脂肪酸を結合した蛋白質が放出され，栄養と

して利用される．以上より，細胞内蛋白質結晶化により様々な機能を有する蛋白質結晶

が細胞内合成でき，さらに，結晶を溶解することで蛋白質の機能が発現される． 

そこで，本研究では，細胞内蛋白質結晶化現象により特異に生じる分子内包や集積構

造の形成を利用し，機能的な蛋白質結晶の細胞内合成を試みた（図 1-10a）．また，結晶

内の特有な分子界面を設計し，(1) 結晶の溶解性，および (2) 溶解後の蛋白質超分子構

造体をそれぞれ制御し，新たな機能を付与することにより，新規材料の構築を目指した

（図 1-10b）．そのために，以下の 2つの戦略により結晶の分子設計を行った．(1) 蛋白

質結晶内特有の分子界面を不安定化させることで，溶解性の高い蛋白質結晶を作製し，

蛋白質の溶解量の増加に伴う活性向上を目指した．(2) 蛋白質結晶内特有の分子界面を
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安定化させ，結晶溶解後も溶液中で界面を保持させることで，結晶内にしか存在しえな

かった特異な構造体を溶液中へ放出させ，新たな材料として利用することを目指した．

具体的な方法として，(1)では分子界面を形成する水素結合などの蛋白質間相互作用を

減少させ，不安定化することを試みる．また，(2)では蛋白質結晶の部位特異的な架橋

化手法を利用し，分子界面へジスルフィド結合を導入し，単量体同士を共有結合で連結

させることで安定化を試みる（図 1-11）51． 

 

 

 

 

図 1-8．蛋白質結晶の溶解を利用した材料の構築．(a) 2 種類のインスリンを共結晶化す

ることで徐放性を有する結晶の構築．(b) 還元剤によって切断される架橋剤による

lipase 結晶の架橋化と，結晶溶解による lipase の活性化を達成． 
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図 1-9．Spindle 結晶内の蛋白質分子同士のジスルフィド結合および結晶溶解による

fusolin 蛋白質の活性化 ． 

 

 

 
 

図 1-10．細胞内蛋白質結晶を利用した機能性材料の構築．(a) 細胞内蛋白質結晶化現象

により特異に生じる分子内包や集積構造の形成を利用した機能性蛋白質結晶の細胞内

合成．(b) 蛋白質結晶内特有の分子界面の設計により結晶の溶解性，および溶解後の蛋

白質構造体の制御と新たな機能の発現． 
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図 1-11．蛋白質結晶内の分子界面の設計による新規材料の構築．具体的には，分子界面

のアミノ酸を置換し，水素結合を減少させることによる界面の不安定化と共有結合によ

る界面の安定化を行う． 
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1-6. 多角体結晶 

蛋白質結晶の溶解挙動を制御することで新たな材料を構築するために，私は多角体と

呼ばれる細胞内蛋白質結晶に着目した．多角体結晶は，細胞質多角体病ウイルスが昆虫

細胞に感染することで，細胞内で形成される（図 1-12）．多角体結晶は細胞内で結晶化

する過程で，直径 70 nmのウイルス粒子を内包する特徴を有する．乾燥，凍結，酸（pH 

2）などの環境下においても多角体結晶は結晶性を維持する高い安定性を有するため，

外部の過酷な環境からウイルス粒子を保護し，感染力を維持したまま長期保存が達成さ

れる 52．一方，pH 10 以上の塩基性溶液中で多角体結晶は溶解し，ウイルス粒子は放出

され，新たな昆虫細胞へと感染する．天然では，宿主となるカイコの幼虫などが多角体

結晶を摂食し，pH 9 - 11 の塩基性環境の中腸に到達することで，多角体結晶が溶解し，

内包ウイルス粒子が放出され，新しい細胞へと感染する．このような多角体結晶の高安

定性と溶解現象を利用するために，近年，ウイルス粒子の代わりに様々な外来蛋白質を

結晶へ内包させる研究が進められてきた 53．外来蛋白質を多角体結晶へ内包するには，

外来蛋白質へタグペプチドを融合し，昆虫細胞内でタグペプチド融合外来蛋白質と多角

体蛋白質を共発現させる必要がある．これまで外来蛋白質を多角体結晶へ内包させるの

に必要なタグペプチドは 2種類存在することが分かった 54．1つ目は内包ウイルス粒子

の外殻カプシド蛋白質の C 末端の VP3 と呼ばれる領域，2 つ目は多角体蛋白質の N 末

端の H1 ヘリックスと呼ばれる領域である．外来蛋白質として enhanced green fluorescent 

protein (EGFP)を利用し，VP3および H1ヘリックスを EGFPの N末端，C末端へ融合し

た VP3-EGFP，EGFP-VP3，H1-EGFP，EGFP-H1 をそれぞれ昆虫細胞内で多角体蛋白質

と共発現させた結果，4種類とも結晶への内包が確認できた．また，最も効率的に内包

したのは，H1-EGFPであった 54．これより，様々な蛋白質の N末端へ H1ヘリックスを

融合させ，昆虫細胞内で多角体結晶へ内包させることで，多角体結晶の特徴を活かした

内包蛋白質の安定保存と結晶溶解による機能発現を達成する材料の構築が期待できる． 
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図 1-12．多角体結晶の高安定性を利用したウイルス粒子の内包と，結晶溶解を利用した

ウイルス粒子の放出．  
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1-7. 細胞内蛋白質結晶の溶解現象を利用した新材料の構築 

 本論文では，細胞内蛋白質結晶化現象と結晶の溶解現象を利用し，新たな機能性材料

を構築した．具体的には，(1) 酵素内包蛋白質結晶の細胞内合成と，結晶の溶解性制御

による酵素活性を維持したまま結晶からの放出，(2) 細胞内蛋白質結晶に存在する特異

な超分子構造体の溶液中への切り出しを達成した． 

第二章では，蛋白質結晶内の特異な分子界面を不安定化し，結晶の溶解性を制御する

ことにより新たな材料の構築を行う．具体的には，細胞内結晶化現象を利用し，細胞内

で多角体結晶へ酵素を内包することと，内包酵素の活性を維持したまま結晶から放出す

ることが可能な酵素保存材料の構築を試みた．結晶構造データを基にアミノ酸置換を行

い，R13A, R13K 結晶の 2種類の変異体を作製した．R13A, R13K 結晶はWT 結晶では溶

解しない pH 8.5 で溶解できる．そこで，昆虫細胞内で R13A, R13K結晶へリン酸化酵素

（PKC）を内包し，活性を維持したまま PKCを放出することを達成した．また，1週間

の乾燥保存に対し，単独の PKCでは 2%以下の活性しか示さなかったが，多角体結晶に

内包することで，WT では 95%, R13Aでは 53%，R13K では 23%活性を保持できた．こ

れらの結果から R13A, R13K 結晶を利用することで内包 PKC の酵素活性を保持したま

ま結晶から放出でき，酵素保存材料としての有用性を示した（図 1-11a）． 

第三章では，蛋白質結晶内の特異な分子界面を架橋化することで安定化し，結晶溶解

後も結晶内特異構造を保持することを試みた．具体的には，多角体結晶を利用し，結晶

内特有の分子界面へジスルフィド結合を導入し，特異なかご型構造体を結晶から溶液中

へ切り出すことを達成した（図 1-11b）．多角体結晶内の分子界面でのジスルフィド結合

が形成可能な部位として E73/Y83 および S193/A194 の 2 か所があり，これらへシステ

インを導入し，結晶内ジスルフィド結合の形成を試みた．X 線結晶構造解析より

C73/C83/C193/C194 変異体結晶は，過酸化水素で酸化することで，結晶内でジスルフィ

ド結合を形成することが示された．酸化後の結晶を pH 10 の塩基性溶液で溶解すること

により，結晶からかご型構造の切り出しを達成した．一方，C73/C83/C193/C194 の単量

体を溶液中で酸化しても，かご型構造体は構築されず，凝集体が形成された．また，多

角体結晶の乾燥に対する高い安定性を利用し，4日間結晶を乾燥させた後も結晶からか

ご型構造が形成されていることが示された．  

第四章では，第三章で確立した蛋白質結晶から超分子構造体を切り出す手法を他の蛋

白質結晶へ適用し，1次元構造体の構築を目指した．具体的には，Trypanosoma brucei 

cystein protease cathepsin B（TbCatB）と呼ばれる昆虫細胞内で結晶化する TbCatB結

晶を利用し，細胞内結晶に存在する特有な一次元フィラメント構造体の構築を試みた

（図 1-11c）．本章では，結晶からフィラメント構造を構築するために，2種類の変異体

を設計した．TbCatB 結晶構造データを基にジスルフィド結合の形成が期待できる分子

界面，R91/T223 および K214/Q277 へシステインを導入し，ジスルフィド結合で単量体

間を架橋化した．C91/C223 変異体結晶は結晶構造解析の結果，酸化処理をしなくても
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結晶内ジスルフィド結合の形成を確認し，細胞内で単量体同士の自発的に架橋化すると

考えられる．よって，C91/C223 結晶は溶解するだけでフィラメント構造体が構築でき

た．一方，C214/C277結晶では，結晶内ジスルフィド結合は形成されず，単量体同士を

共有結合させるためには，架橋剤が必要であることが分かった．架橋化後の C214/C217

結晶を溶解するとフィラメント構造体を溶液中へ切り出すことができた．以上より，第

三章，第四章から，様々な蛋白質結晶を利用し，結晶内分子界面を設計することにより，

多種多様な超分子構造体が構築できることが示唆された． 

 

 

図 1-11．(a) 細胞内における多角体結晶の酵素内包と結晶の溶解性制御による活性を維

持したまま酵素の放出が可能な酵素保存材料の構築．(b) 多角体結晶を利用し，ジスル

フィド結合による単量体同士の架橋と結晶溶解による超分子かご型構造体の構築．(c) 

TbCatB 結晶を利用し，細胞内での単量体同士の架橋反応の進行と結晶溶解によるフィ

ラメント構造体の構築． 
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第二章 

 

 

リン酸化酵素内包多角体結晶の細胞内合成 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

要旨 

近年，蛋白質集合体を利用し，酵素の内包や放出を達成した研究が進めれてきた．し

かし，酵素を安定に内包することや活性を維持したまま酵素を放出することは依然とし

て困難である．本研究では，蛋白質結晶を利用し，酵素の安定保存および酵素活性を維

持したまま放出することを達成した．具体的には，昆虫細胞内で結晶化する多角体結晶

と呼ばれる蛋白質結晶を利用し，リン酸化酵素 (Protein Kinase C: PKC)を内包する多角

体結晶を細胞内で合成した．多角体結晶の変異体を作製することにより，PKC の安定

保存と活性を維持したままの放出を達成し，酵素保存材料としての応用が期待される． 
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2-1. 緒言 

近年，酵素の内包や放出を目的とした材料の構築が盛んに行われている 1-3．これまで，

蛋白質集合体やポリマー，シリカ粒子などが酵素の反応性を制御するための担体として

利用されてきた 4-8．中でも，蛋白質集合体を利用した酵素内包は，天然に存在するマイ

クロコンパートメント等に利用されているため，その有用性が期待されている 9．人工

的に蛋白質集合体へ酵素の内包や固定化を達成するために，in vitro での蛋白質分子の

自己集合や，遺伝子融合を利用した手法が確立されてきた 10-15．しかし，依然として酵

素活性を保持し，担体から酵素を放出する材料の構築は困難である 16．そこで，蛋白質

結晶に着目した．蛋白質結晶は，蛋白質分子が規則正しく配列することにより形成され，

結晶特有の安定性を利用した酵素保存や結晶溶解を利用した酵素放出が可能となり，新

たな酵素保存固体材料として有用であると考えられる 17-20．  

近年，構造生物学やナノテクノロジー分野において，蛋白質の細胞内結晶化現象が注

目されている 21-23．本研究では，昆虫細胞内で結晶化する多角体結晶（Polyhedra crystal: 

PhC）を利用した．多角体結晶は，細胞質多角体病ウイルス（Cytoplasmic polyhedrosis virus, 

CPV）が昆虫細胞に感染することにより，多角体単量体（Polyhedrin monomer: PhM）が

細胞内で結晶化し，形成される．その過程で直径 75 nm の CPV は多角体結晶へ内包さ

れる 24．多角体結晶は尿素，酸，界面活性剤などに対して結晶構造を維持する高い安定

性を有するため，結晶に内包された CPV は乾燥，凍結，酵素による分解などの過酷な

周囲環境から保護され，活性を維持したまま長期間保存が可能となる 25．外来蛋白質と

多角体単量体を昆虫細胞内で共発現させることにより，多角体結晶へ CPV の代わりに

外来蛋白質を内包することが可能である 26．しかし，野生型の多角体結晶（Wild type PhC: 

WTPhC）は pH 10 以上の塩基性溶液にしか溶解しないため，結晶へ内包した酵素が放

出する際，ほとんどが失活してしまい，酵素活性を維持したまま結晶から放出すること

は困難である 27．この問題を解決するために，pH 10 以下で溶解する多角体結晶を作製

し，内包酵素の至適な pH で結晶から放出させる必要がある．そこで，多角体結晶の溶

解メカニズムを解明し，pH 10 以下で溶解する多角体結晶の設計指針を決めた． 

本研究では，リン酸化酵素（Protein kinase C: PKC）と多角体単量体を昆虫細胞内で共

発現させ，PKC 内包多角体結晶の細胞内合成を行った．多角体蛋白質の変異体設計に

より，酵素活性を維持したまま PKC を放出できる変異体結晶を作製した（図 2-1）．ま

た，変異体結晶は PKC のみでは失活してしまう過酷な環境下においても高い安定性を

示し，内包した PKC を失活させずに安定保存できることが示された．多角体変異体結

晶を利用することにより，様々な外来蛋白質を内包し，安定に保存したり，活性を維持

したまま結晶から放出することが達成でき，蛋白質保存材料としての応用が期待できる． 
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図 2-1．PKC 内包多角体結晶の溶解による酵素活性を維持したまま結晶からの放出． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-2. 結果と考察 

 

溶解メカニズム 

pH 10 以下の溶液中で溶解する多角体結晶の変異体設計のために，WTPhC の溶解メ

カニズムの理解は重要である．初めに BCA アッセイにより，WTPhC の pH に対する溶

解量を定量した（図 2-2a）．WTPhC は pH 9.5 で溶解し始めることが示された．多角体

結晶を 0.1M Na2CO3/NaHCO3 (pH 9.5)緩衝液に 37℃で浸漬すると，10 分後，吸収スペク

トルのピークは 261 nm であった．その後，吸収波長のピークは 30 分後に 269 nm, 60

分後に 271 nm へと変化した（図 2-2b）．イオン交換カラムクロマトグラフィーにより，

WTPhC の内部に存在する ATP, CTP, GTP が結晶から溶液中へ溶出していることが確認

された（図 2-2c）．また，WTPhC を pH 8.5 や pH 9.0 で 1 時間浸漬すると，吸収スペク

トルのピークは 260 nm であった（図 2-3）．ATP, CTP, GTP の吸収スペクトルのピーク波

長は，それぞれ 260, 272, 253nm であることから，ATP が結晶から溶出され，結晶が溶

解し始めることが示された． 

 溶解プロセスにおいて WTPhC の形状変化を確認するために，0.1 M Na2CO3/NaHCO3 

(pH 9.5)に 1 時間，結晶を浸漬し，走査型電子顕微鏡（FE-SEM）により観察した（図

2-4）．結晶の表面には多数の穴が観察されたことから，ATP が溶出した後，結晶表面に

穴が形成するように，多角体蛋白質が溶液中へ溶出されると考えられる． 
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図 2-2．(a) pH に対する多角体結晶の溶解性．蛋白質の溶解量は，610

6個の結晶を 100 

mM tris-HCl 緩衝液 (pH 7.5, 8.0, 8.5, 9.0)および 100 mM Na2CO3/NaHCO3緩衝液 (pH 

9.5, 10.0) に 1 時間，37 C 浸漬した後に BCA アッセイにより測定した．(b) WTPhC を

100 mM Na2CO3/NaHCO3緩衝液 (pH 9.5)へ 10 分，30 分，60 分浸漬した後の上澄み溶

液の UVスペクトル．(c) WTPhCを 100 mM Na2CO3/NaHCO3緩衝液 (pH 9.5)へ 10分，

30 分，60 分浸漬した後の上澄み溶液のイオン交換カラムクロマトグラフィー．260 nm

の吸収を追跡している． 
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図 2-3．WTPhC を 100 mM tris-HCl 緩衝液 (pH 8.5, 9.0) に 1 時間浸漬した後の上澄み

液の UV スペクトル 

 

 

 

図 2-4．FE-SEM による WTPhC の観察．0.1 M Na2CO3/NaHCO3 (pH 9.5)に 1 時間，(a) 浸

漬する前の WTPhC と (b) 浸漬後の WTPhC． 
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変異体設計 

 WTPhC の結晶構造データ（PDB ID: 2OH6）から，2 つの H1 ヘリックスの界面によ

り形成された隙間に ATP と GTP がスタックするように存在している（図 2-5a, 5b）．ま

た，ATP，GTP は多角体単量体の N 末端近傍に存在している（図 2-5b）．H1 ヘリック

スは隣接した単量体分子と強固に相互作用し，多角体結晶の高い安定性に寄与している

と考えられる（図 2-5c）．すなわち，アミノ酸置換により H1 ヘリックス近傍の蛋白質-

蛋白質相互作用が不安定化されると結晶からの ATP 溶出がスムーズになり，WTPhC に

比べ，低い pH で溶解可能な変異体結晶が作製できると考えられる．バキュロウイルス

が感染した昆虫細胞内の pH は 7 付近で一定であるため，WTPhC は pH 7 付近で結晶化

すると考えられる 28．結晶内において隣接した単量体同士は H1 ヘリックスの先端にあ

る Arg13 (R13)を介して，Tyr165 (Y165)，Leu233 (L233)，水分子と 4 つの水素結合を形

成している（図 2-5c）．R13 を Ala (R13A)および Lys (R13K)に置換し，隣接している単

量体との水素結合の数を減少させることにより，結晶の安定性を低下させ，WTPhC よ

り低い pH で溶解可能な変異体結晶が作製できると考えられる．作製した R13A および

R13K は昆虫細胞内で結晶化した（R13A の変異体結晶：R13APhC, R13K の変異体結晶：

R13KPhC）．R13APhC, R13KPhC は pH 8.5, pH 8.0 で溶解し始めることが示された（図

2-2a）．R13KPhC は，R13APhC および WTPhC に比べ，ATP の溶出が早いため，低い pH

での溶解性が高いと考えられる（図 2-6）． 
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図2-5．WTPhC, R13APhC, R13KPhCの結晶構造．(a) ユニットセル内の三量体の集積

パターン (PDB ID: 2OH6). 三量体構造はsphereにより示し，H1ヘリックスは青で示し

た． (b) WTPhCにおけるATP, GTP, CTPの結合部位（左）とATP近傍の結合部位の拡

大図（右）．(c) 隣接した単量体とH1ヘリックスの相互作用．水素結合は黄色の点線で

示した．(d) R13APhCのA13周辺の構造．(e) R13KPhCのK13周辺の構造．水素結合は黄

色の点線で示した． 
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図 2-6．(a) 野生型，R13A, R13K の多角体結晶を 100 mM tris-HCl 緩衝液 (pH 8.5)に 1

時間浸漬した後の上澄み溶液の UV スペクトル．(b) WT，R13A，R13K の多角体結晶

を 100 mM tris-HCl緩衝液 (pH 8.5)に 1時間浸漬した後の上澄み溶液のイオン交換カラ

ムクロマトグラフィー．260 nm の吸収を追跡している． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結晶構造解析 

変異体結晶 R13APhC, R13KPhC の変異導入部位の水素結合ネットワークの変化を確

認するために，X 線結晶構造解析を行った．R13APhC は，1.60 Å，R13KPhCは 2.04 Å

の分解能で構造決定ができた（表 2-1, 2-2）．R13APhC，R13KPhC と WT の C原子の

root-mean-square deviations (RMSD)は 0.1 Åであり，変異導入による全体構造への影響は

ほとんどないことが示された．また，R13 を介した水素結合は，R13APhC ではすべて

消失し，R13KPhCではE217との 1つ存在していることが示された（図 2-5d, e）．R13KPhC

では，ATP の存在を確認できる電子密度は観測されなかったことから，H1 ヘリックス

の不安定化により，ATP が早く溶出されると考えられる． 
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表 2-1. 結晶構造データ 

 

Data collection R13APhC R13KPhC 

Space group I23 I23 

Crystal cell (Å)   

a = b = c 103.229 103.381 

Resolution range (Å) 
40.0–1.60 

 (1.63–1.60) 

40.0–2.04 

 (2.08–2.04) 

Observations 121479 55378 

Unique reflections 24339 11308 

Completeness (%) 100 (100) 93.3 (97.3) 

I/ 14.2 (2.5) 6.2 (2.2) 

Rmeas 13.2 (60.0) 17.9 (48.0) 

Redundancy 5.0 (4.9) 2.8 (2.7) 

 

 

表 2-2. 結晶構造解析パラメータ 

 

 R13APhC R13KPhC 

Resolution range (Å) 32.6-1.6 36.5-2.04 

Reflection used 23019 10749 

R-factor (%) 16.0 14.9 

Free R-factor (%) 18.9 20.6 

R.m.s. deviations from ideal   

Bond length (Å) 0.0083 0.0141 

Angle (°) 1.3557 1.6529 

Ramachandran plot (%)   

most favored 97.1 97.1 

allowed 2.9 2.9 
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変異体結晶への EGFP の内包 

 R13APhC，R13KPhC を利用し，外来蛋白質の内包と pH に対する内包蛋白質の放出

量を評価するために，enhanced green fluorescent protein (EGFP)を内包した多角体結晶を

作製した．EGFP の N 末端へ多角体単量体に含まれる H1 ヘリックス部位を融合した

H1-EGFP を作製し，H1-EGFP と多角体蛋白質を昆虫細胞内で共発現させることにより，

多角体結晶への EGFP の内包を行った（図 2-7a）26．H1 ヘリックスは，WTPhC の構造

データから隣接単量体と強固に相互作用していることから，結晶へ EGFP を内包するた

めに多角体単量体を認識する部位として機能すると考えられる 27．それぞれの結晶への

EGFP 内包を確認するために，得られた結晶を共焦点顕微鏡により観察した．WTPhC, 

R13APhC, R13KPhC いずれの結晶にも EGFPが内包されていることを確認した（図 2-7b, 

c, d）．また，H1-EGFP/R13APhC の高さ方向への断面図を共焦点顕微鏡により観察した

結果，結晶内部より結晶表面により EGFP が分布していることが確認できた（図 2-7e）． 

 それぞれの多角体結晶への EGFP の内包量を求めるために，pH 10 での多角体結晶か

ら放出された EGFP による蛍光値を測定した．H1-EGFP/WTPhC では，6.7  0.3  

10
6
/crystal，H1-EGFP/R13APhC では，6.7  0.4  10

6
/crystal，H1-EGFP/R13KPhC では 5.6 

 0.3  10
6
/crystal 内包されていることが示された．H1-EGFP の内包量は WTPhC，

R13APhC，R13KPhC いずれの結晶においてもほとんど同じであった．続いて，H1-EGFP

内包多角体結晶の pH に対する EGFP 放出量を蛍光値を測定することにより求めた．各

H1-EGFP 内包多角体結晶を 37℃，1 時間，pH 7.5 から pH 10 までの緩衝液に浸漬し，

上澄み溶液の蛍光値を測定し，結晶からの EGFP 放出量を算出した（図 2-8）．

H1-EGFP/R13KPhC では，EGFP が pH 8.0 で放出し始め，pH 8.5 ではほとんどすべての

内包 EGFP が放出された．H1-EGFP/R13APhC では，pH 8.5 付近から EGFP が放出し始

め，H1-EGFP/R13KPhC と同様の放出傾向を示した．EGFP を内包していない単独の

R13APhC, R13KPhC の溶解 pH に比べ，低い pH で EGFP が放出し始めるのは，結晶へ

EGFP が内包することにより結晶構造の一部に欠陥が生じ，安定性が低下したためであ

ると考えられる．一方，WTPhC では，pH 8.5 まで EGFP はほとんど放出されず，pH 9.5

で放出し始める．以上より，R13APhC および R13KPhC に内包された EGFP は WTPhC

に内包された EGFP では放出できない pH 8.5 でほとんど放出されることが示された． 
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図 2-7．(a) 昆虫細胞による EGFP 内包多角体結晶の作製．(b-e) 共焦点顕微鏡による

EGFP 内包多角体結晶の観察図．(b) H1-EGFP/WTPhC (c) H1-EGFP/R13APhC (d) 

H1-EGFP/R13KPhC (e) H1-EGFP/R13APhC の高さ方向へ 1 m ごとに観察した図． 

 

 



36 

 

 

図2-8．pHに対する多角体結晶からのEGFP放出量. 10  10
5個のEGFP内包多角体結晶

を100 mM tris-HCl (pH 7.5，8.0，8.5，9.0)，または100 mM Na2CO3/NaHCO3 (pH 9.5，

10.0) に37°C，1 時間浸漬した後，上澄み溶液の蛍光値を測定することにより，EGFP

放出量を測定した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

変異体結晶へ内包した PKC の活性評価 

多角体結晶へ酵素を内包し，その活性を評価するために，内包酵素としてリン酸化酵

素である PKC II を利用し，その N 末端へ多角体単量体に含まれる H1 ヘリックス部位

を融合した H1-PKC を作製した．H1-PKC と多角体蛋白質を昆虫細胞内で共発現させる

ことにより，多角体結晶へ PKC を内包させた 26．多角体結晶へ PKC が内包しているこ

とを確認するために，SDS-PAGE および Western blotting を行った（図 2-8）．また，FE-SEM

および X 線結晶構造解析より，H1-PKC/R13APhC は結晶性を維持していることが示さ

れ，PKC を内包しても，結晶の形状や格子定数は変化しないことが確認できた（図 2-9，

表 2-3）． 

各結晶に対するPKCの内包量を多角体結晶が完全に溶解する pH 11におけるH1-PKC

の 放 出 量 と し ， enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) に よ り 求 め た ．
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H1-PKC/WTPhC では，0.50  0.03  10
6
/crystal，H1-PKC/R13APhC では 2.7  0.4  

10
6
/crystal，H1-PKC/R13KPhC では，1.1  0.1  10

6
/crystal であることが示された．

R13APhC では約 5 倍，R13KPhC では約 2 倍，WTPhC より PKC 内包量が多いことを確

認した．また，pH 7.5 および pH 8.5 における内包 PKC の放出量を測定するために，PKC

を内包した各結晶を 20 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.5，8.5)に 30℃，30 分間浸漬し，上澄

み溶液に対し，ELISA を行った（図 2-11a）．pH 7.5 における PKC 放出量は，

H1-PKC/WTPhC では 1.7  0.6  10
3
/crystal，H1-PKC/R13APhC では 4.0  1.1  10

3
/crystal，

H1-PKC/R13KPhC では 4.5  0.3  10
3
/crystal であり，内包量に対しそれぞれ 0.3 %，0.1 %，

0.4 %であることが示された．以上より，pH 7.5 ではいずれの結晶も低い溶解性であり，

PKCがほとんど放出されないことが示された（図2-2a）．pH 8.5におけるPKC放出量は，

H1-PKC/R13APhC では 4.5  0.4  10
5
/crystal，H1-PKC/R13KPhC では 4.3  0.6  

10
3
/crystal であり，各結晶の内包量に比べ，それぞれ 17 %，40 %であることが示された．

一方，H1-PKC/WTPhCでは pH 8.5 において 4.6  0.1  10
3
/crystal の PKC放出量であり，

pH 8.5 に対する WT の低い溶解性からほとんど内包 PKC は放出されないことが示され

た（図 2-2a）．以上より，R13APhC, R13KPhC を利用することで pH 8.5 における内包 PKC

の放出量が増加し，pH に対する GFP の放出量と同様の放出傾向を示すことが確認でき

た． 

続いて，pH 7.5 および pH 8.5 における PKC の活性評価を行った（図 2-11b）．

H1-PKC/R13A から放出された H1-PKC の酵素活性は，単独の PKC に比べ，0.7 倍であ

った．これは，N 末端に H1 ヘリックスが融合しているためであると考えられる．pH 7.5

では内包 PKC がほとんど放出されないが，PKC の活性が示された．これより，pH 7.5

における PKCの活性はほとんどが多角体結晶の表面に固定化された PKCに由来する活

性であると考えられる．また，pH 8.5 では WTPhC の PKC の活性が pH 7.5 に比べ，55 %

低下していることが示された．これは，pH 8.5 における PKC の活性が，pH 7.5 に比べ，

40 %低下するのと同様に，WTPhC 表面に固定化されている PKC の活性が低下したこと

が原因であると考えられる．一方，pH 8.5 における H1-PKC/R13APhC および

H1-PKC/R13KPhC は，pH 7.5 に比べ，それぞれ 85 %，96 %活性が維持されることが示

された．これは，pH 8.5 における R13APhC および R13KPhC の内包 PKC 放出量が増加

することにより，pH 8.5でのPKC自体の活性低下を相殺したためであると考えられる．

最後に，内包 PKC の乾燥に対する安定性を評価するために，それぞれの H1-PKC 内包

多角体結晶を 1 週間，25℃で乾燥させ，pH 8.5 における PKC の活性評価を行った（図

2-11c）．その結果，WTPhC，R13APhC, R13KPhC では，乾燥前の活性に比べそれぞれ，

95 %，53 %，23 %であることが示された．一方，PKC のみを 1 週間，25℃で乾燥させ

た後，pH 8.5 で活性を評価すると，乾燥保存前に比べ，2 %以下の活性しか示さなかっ

た．これより，多角体結晶へ PKC を内包させることで，乾燥などの過酷な環境に対し

活性を維持したまま安定保存できることが示された． 
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図 2-9．(a) H1-PKC 内包多角体結晶の SDS-PAGE．レーン 1：H1-PKC/WTPhC（結晶

数 5  10
6個），レーン 2: H1-PKC/R13APhC（結晶数 5  10

5個），レーン 3：

H1-PKC/R13KPhC（結晶数 5  10
5個）矢印は，多角体単量体を示している．(b) H1-PKC

内包多角体結晶の Western blotting．レーン 1：H1-PKC/WTPhC（結晶数 5  10
6個），

レーン 2: H1-PKC/R13APhC（結晶数 5  10
5個），レーン 3：H1-PkC/R13KPhC（結晶

数 5  10
5個）矢印は H1-PKC を示している． 

 

 

 

図 2-10．FE-SEM による(a) R13APhC および(b) H1-PKC/R13APhC の観察図．  
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表 2-3. 結晶構造データ 

 

Data collection H1-PKC/R13APhC 

Space group I23 

Crystal cell (Å)  

a = b = c 103.465 

Resolution range (Å) 
25.0–1.90 

 (1.93–1.90) 

Observations 65331 

Unique reflections 14546 

Completeness (%) 99.3 (98.4) 

I/ 8.4 (2.2) 

Rmeas 17.5 (50.8) 

Redundancy 4.5 (4.3) 
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図2-11．(a) ELISAによるpHに対するH1-PKC放出量．放出したH1-PKC量は，2.5 × 10
5

個のH1-PKC内包多角体結晶を20 mM HEPES (pH 7.5，8.5)緩衝液，または100 mM 

NaHCO3/NaOH (pH 11.0)に30℃，30分間浸漬し，上澄みをELISAにより決定した． (b) 

H1-PKC/PhCおよびPKCのみの酵素活性．2.0 × 10
5個のH1-PKC内包多角体結晶または

32 ngのPKC IIをPepTag Protein Kinaseアッセイキットを利用し，PKC活性を評価した．

酵素反応は，20 mM HEPES緩衝液 (pH 7.5，8.5)中で30℃，30分間行った．(c) 2.0 × 10
5

個のH1-PKC内包多角体結晶または32 ngのPKC IIを1週間，25℃で乾燥保存し，各結

晶またはPKC IIを20 mM HEPES緩衝液 (pH 8.5)中で30℃，30分間酵素反応を進行さ

せた． 
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2-3. 結論 

結晶構造データを基に適切な部位にアミノ酸置換を行うことで，酵素活性を維持した

まま内包酵素を放出できる多角体結晶の細胞内合成を達成した．R13APhC，R13APhC

は，WTPhC に比べ低い pH で溶解し，内包 PKC は結晶から放出した後も活性を維持す

ることが示された．また，多角体結晶に内包した PKC は乾燥に対して高い安定性を有

し，酵素活性を維持したまま保存できることが示された．本研究を応用し，様々な酵素

の安定保存と活性を維持したままの酵素放出を達成できる新たな固体材料の開発が期

待できる． 
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2-4. 実験項 

 

材料 

BaculoGold
TM

-linearized baculovirus DNAおよびfetal bovine serum は，BD Biosciences 

Pharmingen，Life Technologiesからそれぞれ購入した . Spodoptera frugiperda cell line 

IPLB-Sf21-AE (Sf21) は，10% fetal bovine serun (Gibco)，2.6 mg/mL tryptose broth, 100 

U/mL penicillin，100 μg/mL streptmycinを含むGrace培地 (Gibco)を使用し，27°Cで培養し

た．組換えEGFPおよびPKCは，Biovision，Life Technologiesからそれぞれ購入した．PKC

の活性評価のためのPepTag®アッセイキットは，Promegaから購入した. 

 

WTPhC および変異体 PhC の作製 

組換え野生型多角体結晶（Bombyx mori CPV polyhedra, WTPhC）のSf21細胞内での発

現と精製は，先行研究の手法に従って行った29．R13APhM，R13KPhMのプラスミドは，

Quick change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)により作製した．また，Sf21細胞内

でのR13APhC，R13KPhCの発現と精製は，WTPhCと同様の手法で行った29． 

 

多角体結晶の溶解性評価 

pHに対する多角体結晶の相対的な溶解量は，pH 10の緩衝液における溶解した蛋白質

量を基に算出した．0.6 × 10
6個の各PhCをそれぞれの緩衝液（pH 7.5，8.0，8.5，9.0は100 

mM Tris/HCl緩衝液，pH 9.5，pH 10は100 mM NaHCO3 /Na2CO3緩衝液を使用）に37°C, 1

時間浸漬し，上澄み液に含まれる溶解蛋白質量をBCAアッセイにより求めた（検量線は

ウシ血清由来アルブミンにより作成した．）． 

 

電界放出形走査電子顕微鏡 (Field-Emission Scanning Electron Microscopy: FE-SEM) 

WTPhCおよびpH 9.5の100 mM Na2CO3/NaHCO3緩衝液に1時間浸漬したWTPhCをそれ

ぞれH2Oで洗浄し，ガラス板上で乾燥させた．WTPhCおよびR13APhCはオスミウムプ

ラズマコーター (Filgen, OPC60A)，H1-PKC/R13APhCはプラチナコーター (Hitachi, 

MC1000) でそれぞれ処理し，JEOL JSM 75FCT FE-SEMで観察した． 

 

結晶構造解析 

測定を行う前に，R13APhC，R13KPhCを50 % (w/w)エチレングリコール含有緩衝液

に浸漬し，MicroMesh上へ結晶を分散させた．続いて，サンプルを液体窒素により凍結

した．各結晶のX線回折データは，1.00 Åの波長でSPring-8のBL32XUにて100 Kで集め

られた．また，データ処理はHKL2000で行った．結晶格子定数やX線回折データ収集の

統計値は表2-1に示した．初めに，多角体結晶構造（PDB ID: 2OH6）を基にMOLREPに

より分子置換した．続いて，CCP4のREFMAC5
30によりR13APhCは分解能1.60 Å，
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R13KPhCは分解能2.04 Åでそれぞれ構造を精密化した．COOT
31を基に(2Fo-Fc)および

(Fo-Fc)電子密度マップを作成した. 各構造モデルは，構造解析を行うそれぞれの段階で

オミットマップおよびRAMPAGE
32により妥当であることを確認している．結晶構造解

析の統計値は表2-2に示した． 

Accession Codes : R13APhC，R13KPhCの結晶構造は，Protein Data Bankに登録され，ID

は，それぞれ5AXU，5AXVである． 

 

H1-EGFP/PhC および H1-PKC/PhC の作製 

H1-EGFP/PhCは先行研究と同様の方法で作製した26．H1タグを融合したH1-PKCがコ

ードされたトランスファーベクターは，GATEWAYクローニング技術により作製した

（H1-EGFPと同様の手法26）．初めに，Human PKC βIIのcDNA配列をattL1とattL2配列の

間に挿入したエントリーベクターを作製した (pENT-H1-PKC)．pENT-H1-PKCの開始コ

ドンは削除した．H1-PKCのトランスファーベクター (pTrans-H1-PKC)を作製するため

に，エントリーベクターのPKC配列を酵素を利用したLRクロナーゼ反応によりデステ

ィネーションベクター (pDEST-N-H1)へ導入した. 作製したトランスファーベクターは，

baculogold baculovirus DNAとSf21細胞へ共感染させた．27°Cで培養後，Sf21細胞内で産

生されたH1-PKC組換えバキュロウイルスを含んだ上澄み液を回収し，多角体蛋白質

(WTPhM, R13APhM, R13KPhM)を発現するバキュロウイルスとSf21細胞へ共感染させ，

27°C，7日間培養した. H1-PKC/PhCはPhCと同様の方法で精製した26．結晶1個あたりの

内包H1-EGFPは，H1-EGFP/PhCをpH 10の緩衝液に37°C，1時間浸漬し， 結晶溶解後の

上澄み液の蛍光値より算出した．また，結晶1個あたりの内包H1-PKCは，H1-PKC/PhC

をpH 11の緩衝液に30分浸漬し，結晶溶解後の上澄み液のELISAにより算出した． 

 

多角体結晶からのH1-EGFPの放出量 

H1-EGFP/PhC からの H1-EGFP 放出量は，1.0 × 10
6個の各結晶を 100 mM Tris/HCl

緩衝液 (pH 7.5，8.0，8.5，9.0)，または，100 mM NaHCO3/Na2CO3緩衝液 (pH 9.5，

pH 10.0) に 37°C，1 時間浸漬し，上澄み液の蛍光値より算出した．蛍光測定は，96 ウ

ェルプレートを利用し，励起波長 490 nm，測定波長 570 nm に設定し，GloMax-Multi+ 

Microplate Multimode Reader (Promega) により行った． 

 

多角体結晶からのH1-PKCの放出量 

H1-PKC/PhCからのH1-PKC放出量は，2.5 × 10
5個の各結晶を20 mM HEPES緩衝液 

(pH 7.5，8.5)に30C，30分浸漬し，上澄み液のELISAにより算出した． 

 

H1-PKC/PhCの酵素活性評価 

H1-PKC/PhCのPKC活性はPepTag®アッセイキットを利用し，評価した . 基質の
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PepTag C1蛍光ペプチドを反応溶液中（20 mM HEPES緩衝液，pH 7.5またはpH 8.5，1.3 

mM CaCl2，1 mM DTT, 10 mM MgCl2，1 mM ATP）で，200 μg/mLホスフォチジルセリ

ンと混合し，そこへH1-PKC/PhCを加え, 30°C，30分間酵素反応を進行させた．反応を

終了させるために, サンプルを100°Cで10分間熱処理した．その後，50 mM Tris/HCl緩衝

液 (pH 8.0)で作製した0.8 %アガロースゲルを用いて，C1蛍光ペプチドを100 V，20分間

電気泳動した．リン酸化ペプチドはアノード側 (+)に，リン酸化されていないペプチド

はカソード側 (−)にそれぞれ移動した．リン酸化されたペプチドのバンドをUVで確認

しながら，ゲルから切り出し，95°Cで切り出したゲルを溶解した．過熱により溶解した

ゲルへPepTag®アッセイキットのgel soluble solution，酢酸，H2Oを加え，溶液状態のま

まC1ペプチドの蛍光値を測定した．蛍光測定は，励起波長525 nm，測定波長580 nmお

よび640 nmに設定し，GloMax-Multi + Microplate Multimode Reader (Promega)により行っ

た． 

 

H1-PKC と組換え PKC の活性の比較 

5.0  10
5個のH1-PKC/R13APhCを20 mM HEPES緩衝液 (pH 8.5)に30 °C，30分間浸漬

し，H1-PKCを結晶から放出させた．放出されたH1-PKCは遠心により結晶から分離し，

ELISAによりH1-PKC量を算出した．その後，放出されたH1-PKC (3.6 ng)と組換えPKC

（5 ngおよび10 ng）の酵素活性評価をし，1 ngあたりの活性を比較した． 
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第三章 

 

 

多角体結晶を利用した超分子かご型構造体

の構築 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

要旨 

蛋白質結晶は蛋白質分子が規則正しく配列することにより形成され，結晶内には特異

な超分子構造体が存在する．本研究では，結晶内の特異な超分子構造に着目し，多角体

結晶を利用し，結晶内かご型構造の構築を試みた．多角体結晶内の超分子かご型構造体

は，架橋化により安定化され，結晶溶解により溶液中へ切り出される．また，多角体結

晶の安定性を利用し，乾燥後の結晶からも特異なかご型構造体の構築が可能であること

が示された． 
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3-1. 緒言 

近年，蛋白質超分子構造体はバイオナノテクノロジーや材料科学などの分野において，

注目されている 1,2．かご型構造，リング構造，チューブ構造，テトラヘドラル構造，二

次元結晶構造などに代表される蛋白質超分子構造体は，蛋白質分子界面の設計により構

築可能となった 3-14．例えば，金属配位結合やジスルフィド結合を分子界面に導入する

ことにより人工的に蛋白質構造体の構築が報告されている 6-11,13．これら新たな蛋白質

超分子構造体は，生体触媒，ドラッグデリバリーシステム，イメージング材料などへの

応用が期待されている 15-17．しかし，蛋白質超分子構造体を構築するにあたり，蛋白質

分子の柔軟さや分子表面の複雑さが原因で分子同士がランダムに会合した凝集体が形

成されやすく，目的の超分子構造体を均一かつ効率的に構築することは依然として困難

である 1．一方，蛋白質結晶は蛋白質分子が規則正しく配列した集積構造体であり，そ

の内部には特有な超分子構造体を有する．これらの構造体は結晶内で安定に存在するも

のの，結晶化条件以外の環境下では崩壊してしまう 18．本研究では，結晶内の超分子構

造体を結晶内の蛋白質分子界面を設計することにより，結晶溶解後も保持させ，蛋白質

集合体の新たな構築手法を確立する． 

 近年，分子設計による新たな蛋白質結晶が創製され，機能性バイオ材料としての応用

が期待されている 19-24．蛋白質結晶内には，アミノ酸残基の繰り返し配列により化学的

および物理的に特有なナノ空間が存在し，金属微粒子の合成，不斉触媒反応，電子伝達

反応などに利用されてきた 25-28．それらの特有な構造体は，結晶化条件により形成され，

結晶内で安定に保持されているため，通常，溶液中では構築されない 29．我々は，結晶

内特有な超分子構造体を溶液中で保持し，新たな蛋白質集合体として利用するために，

多角体と呼ばれる蛋白質結晶に着目した．多角体結晶（Polyhedra crystal: PhC）は細胞

内で結晶化する in vivo 蛋白質結晶の一つであり，様々な環境下において結晶構造を維

持する高い安定性を有することが知られている 30．本研究では，蛋白質超分子構造の新

たな構築手法の確立を目指し，結晶内の単量体同士を架橋後，結晶を溶解し，多角体結

晶内の超分子かご型構造体を溶液中へ切り出すことを試みた（図 3-1a）． 

 多角体結晶は，細胞質多角体病ウイルス（cytoplasmic polyhedrosis virus, CPV）が昆虫

細胞へ感染することにより，多角体単量体（Polyhedrin monomer: PhM）が細胞内で結晶

化し，形成される 31．多角体結晶は，尿素，酸，変性剤などの過酷な環境下においても

結晶構造を維持する高い安定性を有するものの，pH 10 の塩基性条件で結晶は容易に溶

解する 30,32．これらの多角体結晶の高い安定性を利用し，活性を維持したまま酵素の長

期保存が達成された（第二章）33．結晶構造データから，多角体結晶は，三量体がビル

ディングブロックとし，規則正しく集積することにより形成されている（図 3-1b）．三

量体構造の中心には，直径 1.5 nmの空間が存在し，かご型構造を形成している（図 3-1c）
30．三量体構造は，多角体結晶が溶解すると単量体同士の相互作用が消失し，単量体へ

と解離する．そこで，結晶内特異な三量体構造を溶液中でも安定に保持するために，単
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量体同士をジスルフィド結合により架橋化することを試みた．ジスルフィド結合は，結

晶内の分子界面を安定化するために天然の蛋白質結晶で利用されており，ジスルフィド

結合を多角体結晶内の分子界面へ導入することにより三量体構造の安定化が期待でき

る 34,35．そこで，多角体結晶から超分子かご型構造体を構築するために，(1) 単量体同

士をジスルフィド結合で架橋化する Cys を分子界面へ導入し，(2) 結晶を酸化すること

による結晶内ジスルフィド結合の形成，(3) 結晶溶解により，三量体からなる超分子か

ご型構造体を溶液中へ切り出すことを試みた（図 3-1a）．結晶内特異なかご型構造は，

結晶を酸化後，溶解したときのみ形成され，溶液中の多角体単量体を酸化しても形成さ

れないことが示された．また，多角体結晶の乾燥に対する高い安定性を利用し，4 日間

乾燥させた結晶から超分子かご型構造体の切り出しを達成した．本手法により，蛋白質

結晶内の様々な超分子構造体の構築が可能となり，結晶を利用したリング構造，チュー

ブ構造，2 次元シート構造などの構築へ応用されることが期待できる． 
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図 3-1．(a) 昆虫細胞内による多角体結晶の形成と結晶の架橋化および溶解による超分

子かご型構造体の構築．(b) 細胞内における単量体の結晶化．三量体が 8 つ集まった 24

量体をユニットセルとし，結晶化が進行する．(c) 中央に 1.5 nm の細孔を有する蛋白質

かご型構造体． 
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3-2. 結果と考察 

 

変異体設計 

野生型の多角体結晶内には特異な三量体構造があり，直径 1.5 nm の空間を有するか

ご型構造を形成している（図 3-1c）．Arg13 を Ala に置換した R13A 変異体結晶は，結晶

の安定性に重要な役割を担う R13 と隣接単量体との水素結合を切断することにより，

野生型多角体結晶に比べ，低い pH で溶解する 33．そこで，R13A をテンプレートとし，

結晶内の分子界面へ Cys を導入した変異体結晶を作製した．結晶内の三量体構造を形成

する単量体同士を共有結合で安定化することにより，結晶溶解後に溶液中で三量体構造

が保持できると考えられる．本研究では，分子界面に導入した Cys によるジスルフィド

結合で単量体間を架橋化する変異体を作製した．ジスルフィド結合が形成可能な C- 

C間 (2.5 Å-7.5 Å)を結晶構造から探索すると， E73a-Y83b（C- C間距離：6.4 Å）お

よび S193a-A194b（C- C間距離：5.1 Å）の 2 か所が存在することが分かった（図 3-4a）

36．そこで，3 つの変異体 R13A/E73C/Y83C/S193C/A194C (1-PhM)，R13A/E73C/Y83C 

(2-PhM)，R13A/S193C/A194C (3-PhM)を作製し，すべての変異体が結晶化することを

確認した（図 3-2）．また，MALDI-TOF MS により 3 種類の結晶はそれぞれ 1-，2-，

3-PhM の分子量と良い一致を示すピークが得られた（図 3-3a~3c）． 

 

結晶構造解析 

変異体結晶内におけるジスルフィド結合の形成を確認するために，X 線結晶構造解析

を行い，1-, 2-, 3-PhC の結晶構造を 1.72, 1.70, 1.79 Å の分解能で決定した（図 3-4, 表

3-1, 3-2）．これらの構造は野生型多角体と同じ I23 の空間群を有する．また，1-, 2-, 

3-PhM と R13A 変異体の C原子の root-mean-square deviations (RMSD)は，0.11, 0.13, 

0.11 Å であり，分子界面への Cys 導入による全体構造へ影響はほどんどないことが示

された．1-PhC および 2-PhC の C73a-C83bの C間は 6.5 Å である（図 3-4b, 3-4f）．ま

た，1-PhC および 3-PhC の C193a-C194bの C間はそれぞれ 5.5 Å，5.3 Å であり（図

3-4d, 3-4h），ジスルフィド結合形成可能な距離である 36．1-PhC および 2-PhC の C83

はダブルコンフォメーションを形成し，一部は C73 とジスルフィド結合形成が確認さ

れた（図 3-4b，3-4f）．また，C73 周辺のループ構造は B-factor が高く，柔軟性の高い

構造であるため，結晶構造が決定できるほどの電子密度が確認できなかった（図 3-5）． 

次に，多角体結晶を酸化し，結晶内ジスルフィド結合を形成するために，それぞれの

結晶（6  107個）を 100 mM H2O2溶液（milliQ により希釈，pH 6.8）に 12 時間，37 

C 浸漬した．酸化後の 1-, 2-, 3-PhC（以降，ox1-, ox2-, ox3-PhC と表記）の結晶構造

は，1.65, 1.67, 1.85 Å の分解能で決定された（図 3-4，表 3-1, 3-2）．酸化後の結晶は野

生型結晶および酸化前の変異体結晶と同じ空間群を示し，ox1-，ox2-，ox3-PhM と 1-，

2-，3-PhM の C原子の RMSD はそれぞれ 0.07，0.06，0.08 Å であった．これより，結
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晶の酸化過程は，全体の結晶構造にほとんど影響を与えないことが示された．酸化によ

る C73 および C83 への構造変化はほとんど見られず，C73a-C83bの一部はジスルフィ

ド結合を形成していることが示された（図 3-4c, 3-4g）．ox1-PhC での C193aと C194bは

ジスルフィド結合を形成し，S 原子間の距離は 2.0 Å であった（図 3-4e）．これより，

酸化により C193aと C194bの構造は大きく変化し，ジスルフィド結合が形成されるこ

とが確認できた．Ox3-PhCにおいても，ox1-PhCと同様に酸化前に比べ，C193aとC194b

の構造が大きく変化し，S 原子間距離 1.9 Å でジスルフィド結合が形成していることが

示された（図 3-4i）． 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2．Sf21 細胞へウイルスを感染し，27℃，7 日間培養後の (a) 1-PhC，(b) 2-PhC，

(c) 3-PhC の顕微鏡による観察． 
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図 3-3. (a) 1-PhC,(b) 2-PhC,(c) 3-PhC および(d) R13APhC の MALDI-TOF MS．各結

晶と飽和シナピン酸溶液（TA 溶液：water : acetonitrile = 1 : 1，0.1 wt%トリフルオロ

酢酸含有を利用)を 1 : 6 で混合し，測定した． 
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図 3-4．変異体の結晶構造．(a) R13A 結晶構造内の Cys 導入部位 (E73/Y83，S193/A194)

と E73/Y83（左）および S193/A194（右）の周辺部位．Sphere はかご型構造内の Cys

導入部位を示している（真ん中）．(b, d) 1-PhC 内および (c, e) ox1-PhC 内の E73C-Y83C

および S193C-A194C の周辺構造．(f) 2-PhC 内 および (g) ox2-PhC 内の E73C-Y83C の

周辺構造．(h) 3-PhC 内および (i) ox3-PhC 内の S193C-A194C の周辺構造．1.0  にお

ける 2|Fo|-|Fc| 電子密度はグレーで表示している． 
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図 3-5. 1-PhC，2-PhC，3-PhC 主鎖の B-factor 

 

 

表 3-1. 結晶構造データ 

Data collection 1-PhC 2-PhC 3-PhC ox1-PhC ox2-PhC ox3-PhC 

No. collected datasets 32 127 49 78 323 29 

No. of merged datasets 9 51 30 13 119 17 

Space group I23 I23 I23 I23 I23 I23 

Crystal cell (Å)       

a = b = c 103.6 103.7 103.7 103.7 103.7 103.6 

Resolution range (Å) 
50.0–1.72 

 (1.82–1.72) 

50.0–1.70 

 (1.80–1.70) 

50.0–1.79 

 (1.90–1.79) 

50.0–1.65 

 (1.75–1.65) 

50.0–1.67 

 (1.77–1.67) 

50.0–1.85 

 (1.96–1.85) 

Completeness (%) 98.5 (99.2) 100.0 (100) 100.0 (100) 99.7 (99.8) 100.0 (100) 99.9 (99.8) 

Multiplicity 4.9 (4.9) 27.3 (18.8) 21.1 (20.4) 7.0 (7.1) 60.5 (36.5) 9.0 (8.5) 

Unique reflections 
19520 

(3161) 

20579 

(3282) 

17636 

(2836) 

22401 

(3581) 

21659 

(3432) 

15953 

(2542) 

Rmeas 
0.244 

(1.132) 

0.599 

(6.046) 

0.579 

(3.072) 

0.204 

(1.431) 

0.631 

(6.329) 

0.402 

(1.845) 

I/ 5.57 (1.34) 8.49 (1.10) 6.51 (1.00) 7.37 (1.34) 11.24 (1.21) 5.52 (1.21) 

CC1/2 
0.984 

(0.521) 

0.990 

(0.507) 

0.988 

(0.539) 

0.992 

(0.498) 

0.994 

(0.563) 

0.980 

(0.499) 
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表 3-2. 結晶構造解析パラメータ 

 1-PhC 2-PhC 3-PhC ox1-PhC ox2-PhC ox3-PhC 

Resolution range (Å) 32.76-1.72 36.68-1.70 42.34-1.79 36.67-1.65 36.66-1.67 42.30-1.85 

Reflection used 17570 18547 15866 20176 19524 14365 

R-factor (%) 15.61 15.79 15.84 15.65 14.27 16.20 

Free R-factor (%) 20.85 20.47 21.78 20.15 18.57 22.18 

R.m.s. deviations from ideal       

Bond length (Å) 0.0173 0.0195 0.0176 0.0193 0.0195 0.0156 

Angle (°) 1.7803 1.8630 1.7536 1.9107 1.9011 1.6847 

Ramachandran plot (%)       

most favored 96.09 96.43 96.62 96.93 97.05 96.64 

allowed 3.91 3.57 2.95 2.63 2.95 2.52 
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結晶からのかご型構造体の切り出し 

Ox1-PhC から超分子かご型構造体を溶液中へ切り出すために，ox1-PhC を 100 mM グ

リシン緩衝液 (pH 10)に 6 時間，25C 浸漬し，結晶を溶解した．Ox1-PhC の溶解には，

結晶の溶解性が十分である pH 10 の緩衝液を利用した．結晶溶解後，上澄み溶液を 20 

mM トリス緩衝液 (pH 9)により 12 時間，4C 透析した．続いて，溶解した蛋白質をサ

イズ排除クロマトグラフィー (Size exclusion chromatography: SEC)により分析した．その

結果，11.6 mL および 12.7 mL にピークが得られた（図 3-7a）．Native-PAGE により 11.6 

mL および 12.7 mL のピークの分子量を確認した結果，分子量マーカーの 480 kDa およ

び 146 kDa 付近にそれぞれバンドが見られた（図 3-6）．より詳細な分子量を MALDI-TOF 

MS により測定した結果，12.7 mL に溶出した蛋白質は，85110 Da の分子量を有し，三

量体の分子量 (85129 Da)と良い一致を示した（図 3-7b）．この 12.7 mL に溶出した蛋白

質集合体の構造を同定するために，電子顕微鏡 (TEM)，原子間力顕微鏡 (AFM)，円偏

光二色性スペクトル (CD)測定を行った．12.7 mL に溶出した蛋白質集合体は，TEM 像

より均一な粒子であり，直径 8.2 ± 0.3 nm であることが示され，結晶構造内の三量体

構造のサイズ (8.3 nm)と良い一致を示した（図 3-1c, 3-7c, 3-7d）．TEM 像の粒子を拡大

すると，三角形構造や結晶内の三量体構造を基にした二次元投影像が観察された（図

3-7c）．AFM 測定では，粒子径が 16.1 ± 0.6 nm であることが示された（図 3-8a, 8c）．

AFM チップにより粒子幅は大きく測定されるため，粒子径は結晶構造の三量体構造に

比べ，大きいサイズで観察された 37．また，粒子の高さが 2.0 ± 0.1 nm であり，結晶

構造の三量体の高さ (5.2 nm)に比べ，小さかった（図 3-8a, 8d）．これは，かご型構造が

マイカ表面や AFM チップとの相互作用により押しつぶされたためであると考えられる
37．また，溶出した蛋白質集合体の二次構造を同定するために，CD 測定および BeStSel

による解析を行った（図 3-9）38．CD 測定より，かご型構造は 20 %のヘリックス構造，

33 %のシート構造を有することが示され，ox1-PhC の結晶構造の二次構造（23 %のヘ

リックス構造，30 %のシート構造）と良い一致を示した．また，R13APhM は，19 %

ヘリックス構造と 31 %のシート構造を有することが示された（図 3-9）．これより

ox1-PhC から切り出されたかご型構造は R13APhM に比べ，シート構造の割合が多い

ことが確認できた．一方，11.6 mL で溶出した蛋白質集合体は MALDI-TOF MS ではピ

ークが見られず，Native-PAGE，TEM，AFM の結果から凝集体であることが推定される

（図 3-6，3-8，3-10）．酸化していない 1-PhC は，三量体を示すピークは得られず，11.9 

mL および 13.7 mL にピークが得られた（図 3-11a）．MALDI-TOF MS より 13.7 mL は単

量体および二量体の混合物であることが示された（図 3-11d）．二量体構造は，C73a-C83b

の一部がジスルフィド結合を形成するために構築されたと考えられる．また，結晶溶解

後，溶液中で空気酸化されることでも二量体構造が構築される可能性がある．R13A 結

晶では，単量体間を架橋するジスルフィド結合が存在しないため，三量体を示すピーク

は得られなかった（図 3-11b, 11e）．以上より，三量体構造は ox1-PhC を溶解すること
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により特異的に形成される構造体であることが示された．三量体からなる超分子かご型

構造が結晶から特異的に切り出されることを証明するために，溶液中の 1-PhM を酸化

し，三量体が形成されるかを確認した．まず，1-PhC 内のジスルフィド結合を還元する

ため，100 mM DTT（milliQ により希釈，pH 5.0）に 12 時間，37C 浸漬した．続いて，

還元した結晶を 100 mM グリシン緩衝液 (pH 10)に 6 時間，25C 浸漬し，溶解させた．

最後に，1-PhM を 20 mM トリス緩衝液 (pH 9)に 12 時間，4C 透析した．透析後，溶液

中の 1-PhM を酸化するために H2O2を加え（終濃度：[PhM] = 28 M，[H2O2] = 100 mM），

12 時間，37C 反応させた．サイズ排除クロマトグラフィーにより，三量体に対応する

ピークが観測されず，11.0 mL にピークのみ得られ，単量体による凝集体が形成される

ことが示された（図 3-12）．凝集体は，単量体同士がジスルフィド結合によりランダム

に架橋したことで形成されたと考えられる．以上より，三量体構造を構築するためには，

1-PhC を酸化し，結晶内でジスルフィド結合を形成させることが重要であることが示さ

れた． 

 Ox2-PhC および ox3-PhC に関して，それぞれの結晶を 100 mM グリシン緩衝液 (pH 

10)に 6 時間，25C 浸漬し，透析後（ox1-PhC と同条件）にサイズ排除カラムクロマト

グラフィーで分析した．その結果，ox2-PhC では 11.7 mL，12.8 mL，14.8 mL，ox3-PhC

では 11.5 mL，13.1 mL，14.8 mL にそれぞれ溶出ピークが得られた（図 3-13a, 13b）．

MALDI-TOF MS より ox2-PhC における 12.8 mL では，84856 Da の分子量を示し，三量

体の分子量 (84985 Da)と良い一致を示した（図 3-13c）．これより，三量体構造は

C73a-C83bによるジスルフィド結合により構築されたと考えられる．Ox3-PhCにおいて，

13.1 mL に溶出した蛋白質が三量体構造であると推定できるが，MALDI-TOF MS ではピ

ークが得られず，分子量の同定を行うことができなかった．全溶解蛋白質量に対する超

分子かご型構造を形成する蛋白質量の割合をサイズ排除クロマトグラフィーの結果か

ら算出すると，ox1-PhC は 52 %，ox2-PhC は 44 %，ox3-PhC は 24 %であった．これよ

り，ox1-PhC のようにかご型構造体の上部および下部へ 2 種類のジスルフィド結合を導

入する方が，ox2-PhC や ox3-PhC のようにジスルフィド結合を 1 種類のみ導入するよ

り，効率的に超分子かご型構造体を構築できることが示された． 

 過酷な条件下における 1-PhC 内の超分子かご型構造体の安定性を評価するために，

37Cで 4日間乾燥保存された 1-PhCから超分子かご型構造体を切り出すことを試みた．

乾燥した 1-PhC を前出の条件で酸化，溶解し，サイズ排除カラムクロマトグラフィー

により分析した．その結果，11.4 mL，12.6 mL，14.7 mL の 3 つのピークが観測された

（図 3-11c）．MALDI-TOF MS により 12.6 mL の溶出蛋白質は，85112 Da を示し，三量

体の分子量 (84129 Da)と良い一致を示した（図 3-11f）．全溶解蛋白質量に対する超分子

かご型構造を形成する蛋白質量の割合は，48 %であり，乾燥前の ox1-PhC に比べて 4 %

のみの減少にとどまった（図 3-7a，3-11c）．以上より，多角体結晶の乾燥に対する高い

安定性により，乾燥保存した 1-PhC においても効率的に超分子かご型構造体の構築が
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可能であることが示された． 

 

図 3-6．Ox1-PhC における 11.6 mL および 12.7 mL に溶出した蛋白質集合体の

Native-PAGE（アクリルアミドゲル，7.5 %，泳動時間 90 分）． 

 

 

 

図 3-7．Ox1-PhC から切り出された蛋白質集合体の同定．(a) ox1-PhC の SEC プロファ

イル，(b) ox1-PhC から切り出された蛋白質（12.7 mL 溶出）の MALDI-TOF MS，(c) TEM

像と拡大図と結晶構造による対応図（左のスケールバーは 50 nm，右のスケールバーは

5 nm） (d) TEM 像のサイズ分布（N=116） 
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図 3-8．(a) Ox1-PhC における 12.7 mL に溶出したかご型構造体の AFM 像．(b) Ox1-PhC

における 11.6 mL に溶出した凝集体構造の AFM 像．(c) Ox1-PhC から切り出されたか

ご型構造体および凝集体のサイズ分布（Ncage = 100，Nagg = 105）．(d) Ox1-PhC から切り

出されたかご型構造体および凝集体の高さ分布（Ncage = 100，Nagg = 105）．(e) (a)の四角

で囲まれた粒子の高さプロファイル．(f) (b)の四角で囲まれた粒子の高さプロファイル． 
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図 3-9．ox1-PhC による蛋白質かご型構造体の CD スペクトル．それぞれのサンプルは， 

20C で測定した．サンプル濃度は，[ox1-PhT] = 1.7 M，[R13APhM] = 5 M，20 mM 

Tris/HCl 緩衝液（pH 9）を使用した． 

 

 

 

 

図 3-10．(a) 11.6 mL に溶出した蛋白質集合体の TEM 像．(b) (a)の粒子のサイズ分布

（N=101）．1 μM のサンプルを使用し，50 % メチルアミンタングステン酸によりネガ

ティブ染色を行った． 
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図 3-11.(a-c) (a) 1-PhC, (b) oxR13APhC (c) 乾燥後の ox1-PhC から切り出された蛋白質

集合体の SEC プロファイル． (d-f) (d) 1-PhC より 13.7 mL に溶出した蛋白質集合体の

MALDI-TOF MS. (e) oxR13APhC より 14.1 mL に溶出した蛋白質集合体の MALDI 

-TOF MS．(f) 乾燥後の ox1-PhC より 12.6 mL に溶出した蛋白質集合体の MALDI -TOF 

MS． 

 

 

 

 

図 3-12．溶液中で 1-PhM を酸化したサンプルの SEC プロファイル 
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図 3-13．多角体結晶から切り出された蛋白質集合体の SEC および MALDI-TOF MS に

よる同定．(a) ox2-PhC，(b) ox3-PhC の SEC による溶出プロファイル．(c) ox2-PhC に

おける 12.8 mL に溶出した蛋白質集合体の MALDI-TOF MS． 
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かご型構造体による小分子の捕捉 

 Ox1-PhC から切り出されたかご型構造体の機能を調べるために，かご型構造体と小

分子の結合挙動を評価した．pH 9 の溶液中では，かご型構造体は細孔内部が正電荷を

帯びているため，負電荷分子を細孔内部で捕捉することが期待できる（図 3-14a）．そこ

で，アニオン性色素分子のアシッドレッド 94（Acid red 94: AR，図 3-14b）とカチオン

性色素分子のローダミン 6G（Rhodamine 6G: Rho，図 3-14c）を使用し，かご型構造体

とそれぞれの色素分子を混合し，高速液体クロマトグラフィーにより構造体を溶出させ

た（図 3-15）．その結果，かご型構造体の溶出時間と同じ時間に AR の蛍光は観測され

た（図 3-15a，15b）．一方，Rho の蛍光はかご型構造体の溶出時間より早い時間に観察

され，Rho を介し，かご型構造体が凝集体を形成したと考えられる（図 3-15a，15c）．

また，単量体の R13APhM と AR，Rho それぞれを混合させ，高速液体クロマトグラフ

ィーにより溶出させた結果，AR，Rho の蛍光はいずれも単量体の溶出時間より早い時

間に観測され，それぞれの色素分子を介して凝集体が形成されたと考えられる（図 3-15d，

15e，15f）．以上より，かご型構造体は，凝集体を形成することなく負電荷の小分子と

選択的に結合する機能を有することが示された．かご型構造体の細孔内の正電荷と AR

の負電荷が静電相互作用により結合したと推測される． 

 

図 3-14．(a) pH 9 におけるかご型構造体の表面電荷．右図は，かご型構造体の細孔の断

面図である．表面電荷は，PDB2PQR サーバーより求めた．(b) アシッドレッド 94 の構

造．(c) ローダミン 6G の構造．AR，Rho いずれもかご型構造体の細孔（直径 1.5 nm）

内へ入ることができるサイズである． 
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図 3-15．高速液体クロマトグラフィーによる (a-c) かご型構造体と色素分子を混合した

サンプルおよび (d-f) R13APhM と色素分子を混合したサンプルの溶出プロファイル．

(a) ox1-PhCから切り出されたかご型構造体を280 nmの吸収で追跡した溶出プロファイ

ル．(b) かご型構造体と AR を混合したサンプルを蛍光で追跡した溶出プロファイル．

(c) かご型構造体と Rho を混合したサンプルを蛍光で追跡した溶出プロファイル．(d) 

R13APhM を 280 nm の吸収で追跡した溶出プロファイル．(e) R13APhM と AR を混合

したサンプルを蛍光で追跡した溶出プロファイル．(f) R13APhM と Rho を混合したサ

ンプルを蛍光で追跡した溶出プロファイル．AR と混合したサンプルの蛍光は励起波長

560 nm，測定波長 570 nm で追跡している．また，Rho と混合したサンプルの蛍光は励

起波長 525 nm，測定波長 555 nm で追跡している． 
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3-3. 結論 

 蛋白質結晶の酸化および溶解により蛋白質結晶内の特異な超分子構造体の構築を達

成した．Cys を結晶内分子界面へ適切に導入することにより，単量体同士をジスルフィ

ド結合で架橋し，多角体結晶内特有の超分子かご型構造体を溶液中へ切り出すことがで

きた．一方，溶液中で単量体同士を架橋すると，ランダムな架橋による凝集体が形成さ

れた．これらの結果から，結晶内で単量体同士がジスルフィド結合により架橋されるこ

とが超分子構造体形成において重要であることが示された．また，多角体結晶の乾燥に

対する高い安定性により，結晶内の超分子かご型構造体は変性することなく，乾燥後の

多角体結晶から切り出すことを達成した．さらに，切り出されたかご型構造体は細孔が

正電荷を帯びているため，負電荷の小分子を選択的に捕捉する機能を有することが示さ

れた．本研究の手法を様々な蛋白質結晶へ適用することにより，リング，チューブ，2

次元シート構造などの構築が可能となり，新たなバイオ材料への応用が期待される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

3-4. 実験項 

 

材料 

BaculoGold
TM

-linearized baculovirus DNA および fetal bovine serum は，BD Biosciences 

Pharmingen，Life Technologies からそれぞれ購入した. Spodoptera frugiperda cell line 

IPLB-Sf21-AE (Sf21) は，10% fetal bovine serun (MP Biomedicals. Inc.)，2.6 mg/mL 

tryptose broth, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptmycin を含む Grace 培地 (Gibco-BRL)

を使用し，27°C で培養した．Gateway LR Clonase Enzyme Mix，Lipofectin Transfer 

Reagent，Top 10 Competent Cells は，Life Technologies から購入した．その他の試薬は，

TCI，和光，ナカライテスク，Sigma–Aldrich，Life Technologies から購入した． 

 

変異体 PhC 作製 

1-PhM, 2-PhM, 3-PhM のプラスミドは，下記プライマーを使用し，R13APhM をテン

プレートとし，QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Strategene)により作製した.  

 

E73C F: 5’-GGCACTTAAGGAATATCGCTGCGGACAACACAACGACTC-3’ 

 R: 5’-GAGTCGTTGTGTTGTCCGCAGCGATATTCCTTAAGTGCC-3’ 

Y83C F: 5’-CGACTCTTACGATGAGTGCGAAGTGAATCAGAGCATC-3’ 

 R: 5’-GATGCTCTGATTCACTTCGCACTCATCGTAAGAGTCG-3’ 

S193C F: 5’-CATCATACAATGTCGGATGCGCACATAACGTAATGGACG-3’ 

 R: 5’-CGTCCATTACGTTATGTGCGCATCCGACATTGTATGATG-3’ 

A194C F: 5’-CATCATACAATGTCGGATGCTGCCATAACGTAATGGACGTCTTC-3’ 

 R: 5’-GAAGACGTCCATTACGTTATGGCAGCATCCGACATTGTATGATG-3’ 

 

各プラスミドを Top 10 Competent Cell へ導入した後，QIAprep Spin Miniprep kit 

(Qiagen)で精製した．精製後の変異体プラスミドを LR クロナーゼ反応によりデスティ

ネーションベクター (pDEST)へ導入した後，QIAprep Spin Miniprep kit により精製した．

精製後のバキュロウイルスプロモーターを有する変異体プラスミドと baculogold 

linearized baculovirus DNA を lipofectin 試薬を利用し，Sf21 細胞へ導入し，Grace 培地で

27C，24 時間培養した．24 時間後，Grace 培地を 10 % fetal bovine serum 含有 Grace 培

地に交換し，27C，4 日間培養した．培養後，変異体のバキュロウイルスを含む上澄み

液を回収した．Sf21 細胞内での 1-，2-，3-PhC の発現と精製は WTPhC と同様の方法で

行った 39,40． 
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結晶構造解析 

測定を行う前に，1-PhC，2-PhC，3-PhC，ox1-PhC，ox2-PhC，ox3-PhCを50 % (w/w)

エチレングリコール含有緩衝液に浸漬し，MicroMesh上へ結晶を分散させた．続いて，

サンプルを液体窒素により凍結した．各結晶のX線回折データは，1.00 Åの波長で

SPring-8のBL32XU，BL41XUにて100 Kで集められた．1つの結晶から複数の小角範囲（5°

または10°）のデータを収集し，マージすることで高分解能の結晶構造を決定できた．

まず，クライオループ状の結晶の位置は低線量スキャンにより決定した．BL32XUでは，

すべてのデータはZOOシステムにより自動的に収集され，それらのデータはKAMOシス

テムにより自動的に処理，マージされた41．また，XDSによりそれぞれのデータを分類

し，積算した42．多角体結晶の格子定数 (a ~ 103 Å, I23)と良い一致を示すデータを選択

し，2つのとりうるパラメータ（hklおよびhlk）を検証し，多角体結晶 (PDB ID: 2OH6)

とより一致する構造をとるように処理した．それぞれのデータは，強度の相関関数によ

って階層的なクラスターに分類され， KAMOによる各クラスターごとのはずれ値の排

除と，XSCALEによるマージを行った42．各クラスターの中でCC1/2が最も高いクラスタ

ーを選択し，さらなる結晶構造解析を進めた．初めに，phenix.refineによるrigid body 

refinementを行い，PDBの2OH6構造を基に構造精密化を行った43．CCP4のREFMAC5
44

を利用し，1-PhC，2-PhC，3-PhC，ox1-PhC，ox2-PhC，ox3-PhCの構造を1.72，1.70，

1.79，1.65，1.67，1.85 Åの分解能でそれぞれ決定した．COOT
45を基に(2Fo-Fc)および

(Fo-Fc)電子密度マップを作成した. 1-PhCではN末端領域 (ACE1-Thr7)およびループ領

域 (His76-Asp78)，2-PhCではN末端領域 (ACE1-Ser8)およびループ領域 (Gln75-Asp78)，

3-PhCではN末端領域 (ACE1-Thr7)，ox1-PhCではN末端領域 (ACE1-Asn9)およびループ

領域 (His76-Asp78)，ox2-PhCではN末端領域 (ACE1-Val4)，ox3-PhCではN末端領域 

(ACE1-Thr7)が電子密度が得られず，構造決定できなかった．また，電子密度が小さい

ため1-PhCおよびox1-PhCのGlu75はAlaに置換している．各構造モデルは，構造解析を

行うそれぞれの段階でオミットマップおよびRAMPAGE
46により妥当であることを確認

している．X線回折データ収集，結晶構造の精密化に関する統計値はそれぞれ表3-1，3-2

に示した． 

Accession Codes : 1-PhC，2-PhC，3-PhC，ox1-PhC，ox2-PhC，ox3-PhCの結晶構造は 

Protein Data Bankに登録され，IDは，それぞれ5YR1，5YR9，5YRA，5YRB，5YRC，5YRD

である． 
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多角体結晶からかご型構造体の構築 

6  10
7個の多角体結晶を 200 µLの 100 mM H2O2 含有milliQに 37C，12時間浸漬し，

結晶内ジスルフィド結合を形成させた．酸化後の結晶を 3 回，200 µL の milliQ で洗浄

し， 100 mM Glycine-NaOH 緩衝液 (pH 10, 1 mL)に 25C，6 時間浸漬し，結晶を溶解さ

せた. 溶解後のサンプルを遠心し，上澄み液を 20 mM Tris/HCl 緩衝液 (pH 9)で 12 h，4C

で透析した．透析後， サンプルを遠心し，上澄み溶液を利用し，構造の同定を進めた． 

 

サイズ排除クロマトグラフィー：各サンプルをサイズ排除カラム (Superdex200, AKTA)

にロードし，溶出させた．溶出に用いた緩衝液は，20 mM Tris/HCl (pH 9)である．蛋白

質の溶出は 280 nm の吸光度を追跡することで確認した． 

 

MALDI-TOF MS 測定：各サンプルをシナピン酸飽和の TA 溶液（milliQ : アセトニト

リル = 1:1，0.1 wt%トリフルオロ酢酸含有）と混合し，UltrafleXtreme (Bruker)で測定し

た． 

 

電気泳動：各サンプルをブロモフェノールブルー溶液に 1:1 で混合し，7.5 %アクリル

アミドゲルを使用し，90 分，20 mA で泳動した．泳動後，アクリルアミドを 1 時間，

CBB 染色（CBB Staine One, ナカライテスク）し，milliQ により脱色後，蛋白質のバン

ドを確認した． 

 

透過型電子顕微鏡 (TEM)：TEM観察はJEOL JEM-1400Plusで行った．1 μMのサンプル

を50 %メチルアミンタングステン酸によりネガティブ染色し，観察を行った． 

 

原子間力顕微鏡 (AFM)： AFM測定は，Oxford Instruments Asylum ResearchのMFP 3Dで

行った．カンチレバーは，BL-AC40TS-C2 (Olympus)を使用した．70 nMのサンプルを

mica上に添加し，5 h静置した後，20 mM Tris/HCl緩衝液 (pH 9.0)で3回洗浄し，20 mM 

Tris/HCl緩衝液 (pH 9.0)中のサンプルを観察した． 

 

円二色性スペクトル (CD)：20 mM Tris/HCl緩衝液 (pH 9.0)中のox1-PhCから構築された

かご型構造体およびR13APhMのCDスペクトルは，J-820 (JASCO)により，20°Cで測定し

た．サンプルは，ox1-PhCから構築されたかご型構造体は1.7 μM，R13APhMは5 μMに

調整した．CDスペクトルデータをBeStSelサーバーにより分析し，溶液中のサンプルの

二次構造を決定した38．また，ox1-PhCの結晶構造内のヘリックスおよび-sheetの割合

はDSSPプログラムにより決定した47． 
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かご型構造体と色素分子の複合化 

 それぞれの終濃度が，ox1-PhC から構築されたかご型構造体は 3.3 μM，R13APhM は

10 μM，AR は 2 μM，Rho は 2 μM になるように調整し，それぞれ 25°C で 5 時間混合さ

せ，複合体を形成された．各サンプルを 0.45 μm フィルター (Millex)に通し，高速液体

クロマトグラフィーにより複合体の溶出を確認した． 

 

高速液体クロマトグラフィー：High performance liquid chromatography (HPLC)システム

(L-2000, HITACHI)により，各サンプルをサイズ排除カラム (GF 510-HQ，Shodex)へロ

ードし，20 mM Tris/HCl 緩衝液で溶出した．280 nm の吸収を追跡し，蛋白質の溶出を

確認した．また，AR の蛍光は励起波長 560 nm，測定波長 570 nm，Rho の蛍光は励起

波長 525 nm，測定波長 555 nm で検出し，蛋白質と色素分子の複合体を追跡した．  
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第四章 

 

 

TbCatB 結晶を利用したフィラメント構造

体の構築 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

要旨 

近年，蛋白質超分子構造体の機能が注目され，新たな材料として応用が期待される．

我々は，蛋白質結晶内の超分子構造に着目し，架橋化および結晶溶解により特異な超分

子構造体を溶液中へ切り出す手法を確立した．本研究では，Trypanosoma brucei cystein 

protease cathepsin B（TbCatB）の細胞内蛋白質結晶を利用し，結晶内特有の一次元フ

ィラメント構造体を溶液中へ切り出すことを試みた．TbCatB 変異体を作製することに

より細胞内で変異体結晶内の単量体同士が架橋し，結晶を酸化処理せず，溶解するだけ

でフィラメント構造体を切り出すことを達成した．この手法を様々な蛋白質結晶へ適用

することで多種多様な超分子構造体の構築が可能になることが示唆された． 
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4-1. 緒言 

蛋白質超分子構造体は様々な構造を形成し，生体内で重要な役割を担っている．それ

らの構造体は 4 つの階層，すなわち，かご型構造やリング構造などの 0 次元構造体，チ

ューブ構造やフィラメント構造などの一次元構造体，シート構造などの二次元構造体，

結晶の三次元構造体に分類でき，それぞれの構造に適した機能を有する 1-4．蛋白質を利

用した様々な機能性材料を構築するためには，0-3 次元構造体すべてを構築できる手法

の確立が必要である．我々は，第三章で多角体結晶から超分子かご型構造体を構築し，

結晶から特異な 0 次元構造体を構築することを達成した．そこで，第三章で確立した手

法を拡張するために，蛋白質結晶から一次元構造体の構築を目指した（図 4-1a）． 

これまで蛋白質を利用した一次元構造体の構築は，様々な手法により達成されてきた
5-18．例えば，天然の多量体蛋白質のサブユニット同士の相互作用，アポミオグロビン

がヘムと結合する相互利用，coiled-coil 相互作用，イソペプチド結合などを利用するこ

とで，一次元フィラメント構造体を構築することができる 5-11．また，金属配位結合，

ジスルフィド結合，静電相互作用糖-lectin 相互作用などを利用し，チューブ構造体を構

築した研究も報告されている 12-18．近年，これらの一次元蛋白質超分子構造体の特異な

機能が注目され，新たなバイオ材料としての応用が進められてきた．シャペロニン蛋白

質により形成されるチューブ構造体は，分子を内包し，細胞内へ輸送する機能を有する．

このチューブ構造体は細胞内の ATP により崩壊し，内包分子を放出できるため，分子

輸送材料としての利用が期待できる 12．また，糖-lectin 相互作用により形成されるらせ

んチューブ構造は，マクロファージの免疫応答を活性化し，効率的にサイトカインの放

出を誘導する機能を有する 16．このように，一次元構造体の有用性に注目が集まり，そ

の構築手法を開発することは新たな蛋白質材料を構築するうえで重要である． 

我々は蛋白質結晶を利用し，一次元構造体の構築する手法を確立するために，昆虫細

胞内で結晶化する Trypanosoma brucei cystein protease cathepsin B（TbCatB）と呼ば

れる蛋白質を利用した 19,20．TbCatB は昆虫細胞内で発現すると自発的に集積し，結晶化

する（図 4-1b）．細胞内 TbCatB 結晶は in vitro で結晶化した TbCatB と異なる集積構造

を形成している（図 4-1c）19．この細胞内 TbCatB 結晶には特有な一次元フィラメント

構造が形成されているが，酸性条件下において構造体は崩壊し，単量体へ解離する 19．

そこで，第三章の手法を利用し，TbCatB 結晶から結晶内チューブ構造体を形成する一

次元フィラメント構造体を溶液中へ切り出すことを目的とし，結晶内の分子界面へ Cys

を導入し，結晶内ジスルフィド結合形成による架橋化および結晶溶解を行った（図 4-1a）． 
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図 4-1．(a) TbCatB 結晶を利用し，結晶内で単量体同士の架橋化および結晶溶解を利用

した一次元構造体の構築．(b) 昆虫細胞内で結晶化した野生型の TbCatB 結晶とその結

晶構造 (PDB ID: 4HWY)．(c) In vitro での TbCatB 結晶構造 (PDB ID: 3MOR)． 
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4-2. 結果と考察 

 

変異体設計 

細胞内 TbCatB 結晶には 2 つの特有なフィラメント構造体が存在する（図 4-2）．フィ

ラメント構造体 1 を結晶から構築するために，単量体間でジスルフィド結合を形成可能

な C-Cの距離 (2.5 Å - 7.5 Å)に存在するアミノ酸残基を探索し，R91-T223（C-C距

離：5.9 Å）が存在することが分かった（図 4-2b）21．一方，フィラメント構造体 2 では，

Cys 導入部位はジスルフィド結合が形成可能な C-Cの距離 (2.5 Å - 7.5 Å)より長い

C-Cの距離である K214-Q277（C-C距離：9.3 Å）を候補にした（図 4-2c）．それぞ

れの変異体，R91C/T223C (1-TbCatB)，K214C/Q277C (2-TbCatB)を作製し，昆虫細胞 

(Sf9)で結晶化を試みた．いずれの変異体も結晶が観察され，1-TbCatB では正方形，

2-TbCatB では針状の結晶が形成されていることが示された（図 4-3）．続いて，変異体

結晶を細胞から取り出すために，細胞をRIPA溶液（50 mM Tris/HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 

0.5 w/v% sodium deoxycholate, 0.1 w/v% sodium dodecyl sulfate, 1.0 w/v% NP-40 substitute）

に 20℃，24 時間浸漬し，Sf9 細胞を溶解した．1-TbCatB，2-TbCatB いずれの結晶も細

胞から取り出すことができた． 

 

 

 

図 4-2．(a) TbCatB 結晶内の特異な集積構造 (PDB ID: 4HWY)．(b) フィラメント構造

体 1 と Cys 導入部位 (R91C/T223C)．(c) フィラメント構造体 2 と Cys 導入部位 

(K214C/Q277C)． 
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図 4-3．それぞれの変異体を発現するウイルスを Sf9 細胞へ感染させ，27℃，7 日間培

養した後の細胞観察図．(a) 1-TbCatB, (b) 2-TbCatB の光学顕微鏡による観察図． 

 

 

 

 

 

X 線結晶構造解析  

X 線結晶構造解析により，1-TbCatB，2-TbCatB 結晶の構造解析を行った．その結果，

構造解析が十分できる回折を得られたのは，1-TbCatB 結晶のみであった．1-TbCatB 結

晶は野生型 TbCatB 結晶 (WT-TbCatB) と同じ空間群 (P42212)を有する（図 4-4a, 表 4-1, 

4-2）．1-TbCatB と野生型 TbCatB の C原子の root-mean-square deviations (RMSD)は，

0.167 Å であることから，分子界面への Cys 導入による全体構造へ影響はほどんどない

ことが示された（図 4-4b）．また，C91-C223 部位を拡大すると，ジスルフィド結合を

形成する電子密度が観測された（図 4-4c）．これは，近接した Cys 同士が細胞内で自発

的にジスルフィド結合を形成した，もしくは，結晶の精製過程で空気酸化し，ジスルフ

ィド結合を形成したと推測される．続いて，1-TbCatB 結晶を 1 mM H2O2含有 milliQ へ

37℃, 3 時間浸漬し，酸化した 1-TbCatB (ox1-TbCatB)結晶を作製した．X 線結晶構造解

析より，ox1-TbCatB 結晶は，1-TbCatB 結晶および野生型の TbCatB 結晶と同じ空間群 

(P42212)を有し，野生型 TbCatB の C原子に対する RMSD は 0.169 Å であった（図 4-4a, 

4b）．これより 1-TbCatB 結晶の酸化処理では，全体構造へほとんど影響を与えないこ

とが示された．また，C91-C223 部位を拡大すると，C91-C223 によるジスルフィド結合

の形成を示す電子密度が得られた．1-TbCatB 結晶は酸化処理の有無によらず，結晶内

で C91-C223 によるジスルフィド結合を形成することが示された． 
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図 4-4. (a) X 線結晶構造解析の 1-TbCatB および ox1-TbCatB の空間群と分解能．(b) 

1-TbCatB，ox1-TbCatB と WT-TbCatB の C原子の RMSD．(c, d) 1-TbCatB 結晶およ

び ox1-TbCatB 結晶の X 線結晶構造解析．(c) 1-TbCatB 結晶内および (d) ox1-TbCatB

結晶内の R91C-T223 の周辺構造．1.0  における 2|Fo|-|Fc| 電子密度は黒で表示してい

る． 
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表 4-1. 結晶構造データ 

Data collection 1-TbCatB Ox1-TbCatB 

Space group P42212 P42212 

Crystal cell (Å)   

a = b  123.84 123.98 

c 54.30 54.35 

Resolution range (Å) 50.0–2.66 50.0–2.60 

Completeness (%) 100  100  

Multiplicity 6.4 6.8 

Unique reflections 12644 13551 

Rmeas 0.33 0.36 

I/ 6.55 5.51 

CC1/2 0.95 0.95 

 

 

 

表 4-2．結晶構造解析パラメータ 

 1-TbCatB Ox1-TbCatB 

Resolution range (Å) 50.0–2.66 50.0–2.60 

Reflection used 12067 12934 

R-factor (%) 21.4 20.8 

Free R-factor (%) 27.6 24.4 

R.m.s. deviations from ideal   

Bond length (Å) 0.0117 0.0134 

Angle (°) 1.7031 1.7906 

Ramachandran plot (%)   

most favored 91.15 94.31 

allowed 7.21 4.01 
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細胞内 TbCatB 結晶からのフィラメント構造体の切り出し 

1-TbCatB, ox1-TbCatB 結晶を 100 mM 酢酸緩衝液 (pH 3.5)に 37℃，6 時間浸漬し，

溶解した蛋白質の構造を，電子顕微鏡 (TEM)により観察した（図 4-5a, 5b）．いずれの

サンプルからもフィラメント構造体が観察された．フィラメント構造体の長さを測定し

た結果，1-TbCatB は 109  18 nm，ox1-TbCatB は 174  17 nm であった（図 4-5d）．こ

れより，過酸化水素で結晶を酸化することで，効率的に単量体間でジスルフィド結合が

形成され，均一かつ長いフィラメント構造体が形成されることが示された．フィラメン

ト構造体を形成する単量体のサイズは 5 nm であるため，1-TbCatB は約 22 分子，

ox1-TbCatBは約35分子の単量体が連結したフィラメント構造体を形成していることが

示された（図 4-5e）．また，原子間力顕微鏡 (AFM)により ox1-TbCatB 結晶から切り出

された構造体を観察した結果，長さ 163  21 nm，高さ 3.0 nm のフィラメント構造体が

観察された（図 4-6）．結晶構造よりフィラメント構造体の高さ 2.7 nm と良い一致を示

し，ox1-TbCatB 結晶から目的のフィラメント構造体を切り出すことを達成した．また，

ox1-TbCatBから切り出されたフィラメント構造体の TEM像および AFM像を詳細に観

察すると，2 つのフィラメント構造体が束になり集積したバンドル構造体（幅が約 10 nm）

を形成していることが分かる（図 4-7a，7b）．バンドル構造は，1-TbCatB 結晶を溶解し，

構造体を切り出す際にジスルフィド結合で単量体同士を連結させた界面（図 4-7c，右）

を保持するのみならず，結晶内特有の界面の一部（図 4-7c，左）が消失せずに保持され

たと考えられる．結晶溶解後も保持された一部の界面には水素結合や疎水性相互作用な

どの蛋白質間相互作用が消失することなく存在し，バンドル構造が形成されたと推測さ

れる．  

続いて，溶液中の単量体を酸化することによりフィラメント構造体が形成されるか確

認するために，1-TbCatB 結晶を 1 mM DTT 溶液に 37℃，3 時間浸漬し，結晶内のジス

ルフィド結合を切断した後，結晶を 100 mM 酢酸緩衝液 (pH 3.5)に 37℃，6 時間浸漬し，

単量体として溶解させた．続いて，溶液中の 1-TbCatB 単量体を終濃度 1 mM H2O2（100 

mM 酢酸緩衝液，pH 3.5）溶液中で 37℃, 3 時間酸化し，TEM により構造体を観察した．

その結果，フィラメント構造体が観察され，その長さは，100  14 nm であった（図 4-5c, 

5d）．溶液中においても C91 と C217 によるジスルフィド結合が形成され，フィラメン

ト構造が構築されるが，1-TbCatB，ox1-TbCatB から形成されるフィラメント構造に比

べ，長さは短く，ばらつきも大きいことが示された．以上より，C91-C217 を結晶内で

架橋化することにより均一かつ長いフィラメント構造体が構築できることが示された． 

 同様に，2-TbCatB 結晶を 1 mM H2O2含有 milliQ へ 37℃, 3 時間浸漬し，結晶を酸化

させた後，100 mM 酢酸緩衝液 (pH 3.5)に 37℃，6 時間浸漬し，結晶を溶解し，切り出

された構造体を TEM で観察した．その結果，フィラメント構造は観察されなかった（図

4-8b）．WT-TbCatB 結晶構造データ (PDB ID: 4HWY)から K214-Q277 では，C-C距離

は 9.3 Å であり，ジスルフィド結合を形成するには C-C距離が長すぎると考えられる
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（図 4-2c）．そこで，1,2-ethylene dithiol (ED)を架橋剤として利用し，結晶内で C214-C277

の架橋化を試みた（図 4-8a）．ED の長さは 4.4 Å であり，C214-C277（C-C距離が

1.8 Å 長い），を架橋化するには十分な長さを有している．初めに，それぞれの変異体結

晶を 50 mM ED に 37℃，1 時間浸漬し，その後，終濃度が 1 mM になるように H2O2を

加え，37℃で 3時間浸漬した．架橋化反応後の 2-TbCatB結晶を 100 mM 酢酸緩衝液 (pH 

3.5)に 37℃，6 時間浸漬し，結晶を溶解させた．得られた構造体を TEM により観察し

た結果，30 ± 1 nm のフィラメント構造体が観察された（図 4-8c，8e）．また，2-TbCatB

結晶を DTT で還元した後，酸性溶液で溶解し（1-TbCatB と同様の条件），2-TbCatB 単

量体を 50 mM ED, 1 mM H2O2で溶液中で架橋し，TEM により観察した．その結果，17.1 

± 1 nm のフィラメント構造体が観察された（図 4-8d，8e）．以上より，2-TbCatB 結晶

内で架橋化した方が溶液中で架橋化するより，効率的に単量体同士が架橋され，より長

いフィラメント構造体が構築されたと考えられる． 

 2-TbCatB 結晶に比べ，1-TbCatB 結晶の方がより長いフィラメント構造体を構築でき

た理由は，2 つ考えられる．1 つ目は，1-TbCatB の高い結晶性を有するからである．

1-TbCatB は X 線照射により結晶構造が決定できる程の十分な回折が得られた．一方，

2-TbCatB では結晶構造が決定できる程の回折は得られなかった．結晶内の単量体の配

列がより規則正しい 1-TbCatB 結晶の方が効率的に結晶内架橋反応が進行し，より長い

フィラメント構造体が溶液中へ切り出せたと考えられる．2 つ目は，1-TbCatB 結晶内

での単量体同士の架橋化には，架橋剤を利用せずにジスルフィド結合で架橋ができたか

らである．2-TbCatB 結晶のように架橋剤を利用すると，効率的な架橋反応のためには

結晶内に架橋剤が均一に分散する必要がある．架橋剤を用いない 1-TbCatB 結晶を利用

した方が結晶内でより効率的に単量体同士が架橋され，長いフィラメント構造体が切り

出されたと考えられる． 
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図 4-5. (a-b) TEM による各結晶から切り出された構造体の観察．サンプルは，単量体

あたり 1 M で染色剤は 50%メチルアミンタングステン酸を使用した．(a) 1-TbCatB

結晶，(b) ox1-TbCatB 結晶から切り出されたフィラメント構造体．(c) 1-TbCatB 単量

体を溶液中で酸化し，構築したフィラメント構造体． (d) (a)-(c)で観察されたフィラメ

ント構造体の長さの分布．(a) N = 114，(b) N = 116，(c) N = 108．(e) フィラメント構造

体の結晶構造． 
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図 4-6. (a) ox1-TbCatB 結晶から切り出されたフィラメント構造体の AFM による観察

図．サンプル濃度は 50 nM である．(b) (a)のフィラメント構造体の長さの分布．N = 114．

(c) フィラメント構造体の高さプロファイル．高さは 3.0 nm である．(c) TbCatB 結晶

構造データ（PDB ID: 4HWY）を基にしたフィラメント構造体．高さは約 2.7 nm であ

る． 
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図4-7. 2つのフィラメント構造が束になり集積したバンドル構造の(a) AFM像および．

(b) TEM 像．AFM 像のバンドル構造体の幅は，40 nm であり，カンチレバーの曲率半

径の影響で予想されるバンドル構造体の幅 (10 nm)より大きくなったと考えられる．(c) 

TbCatB 結晶構造内に存在するバンドル構造体． 
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図 4-8. (a) 架橋剤 1,2-ethylene dithiol (ED)の構造と長さ．(b-d) TEM による各結晶から

切り出されたフィラメント構造体の観察．サンプルは，単量体あたり 1 M で染色剤は

50%メチルアミンタングステン酸を使用した．(b) ox2-TbCatB 結晶，(b) 2-TbCatB 結

晶を 50 mM ED と 1 mM H2O2により架橋した結晶からそれぞれ切り出されたフィラメ

ント構造体．(c) 2-TbCatB 単量体を溶液中において架橋剤 ED で架橋し，構築したフィ

ラメント構造体．(d) (b), (c)で観察されたフィラメント構造の長さの分布．いずれのサ

ンプルも N = 100.  
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4-3. 結論 

 TbCatB の細胞内結晶に存在する特異なフィラメント構造体を構築するため，単量体

界面に Cys を導入した変異体 R91C/T223C，K214C/Q277C を設計し，昆虫細胞内での結

晶化を達成した．C91/C223 結晶では，酸化処理をしなくても結晶内で単量体同士がジ

スルフィド結合により架橋化され，結晶を溶解するだけでフィラメント構造体が溶液中

へ切り出された．一方，C214/C277 結晶では，1,2-ethylene dithiol を架橋剤として利用す

ることにより，結晶内で単量体同士の架橋化が進行し，フィラメント構造体が切り出さ

れた．これより，細胞内蛋白質結晶を利用し，結晶内の分子界面を設計することで，結

晶を溶解するだけで一次元超分子構造体が構築できることが示された． 
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4-4. 実験項 

 

材料 

Spodoptera frugiperda由来の Sf9細胞は，10% fetal bovine serun (MP Biomedicals. 

Inc.)，2.6 mg/mL tryptose broth, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptmycin を含む

Grace 培地 (Gibco-BRL)を使用し，27°C で培養した．Sf9 cells in Sf-900
TM 

III SFM，

DH10Bac
TM細胞は，Thermo Fisher Scientific から購入した．その他の試薬は，TCI，

和光，ナカライテスク，Sigma–Aldrich，Life Technologies から購入した． 

 

 

TbCatB変異体の作製 

野生型TbCatBの配列をpFastBac
TMベクターへ導入した．pFastBac

TMベクターに導入さ

れたTbCatB変異体プラスミドは下記プライマーを利用し，野生型TbCatBをテンプレー

トとし，Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Strategene)で作製した．  

 

R91C F: 5’-GATTCACCGAGGAAGAGGCATGCGCCCCGCTTCC-3’ 

 R: 5’-GGAAGCGGGGCGCATGCCTCTTCCTCGGTGAATC-3’ 

T223C F: 5’-GCGATGACCCGTGCATCCCCGTTGTCAACTAC-3’ 

 R: 5’-GTAGTTGACAACGGGGATGCACGGGTCATCGC-3’ 

K214C F: 5’-CTTTGACACGCCCTGCTGCAATTACACGTGCGATGAC-3’ 

 R: 5’-GTCATCGCACGTGTAATTGCAGCAGGGCGTGTCAAAG-3’ 

Q277C F: 5’-CACCACGTTTCAGGATGCTATCTCGGAGGACATGCGG-3’ 

 R: 5’-CCGCATGTCCTCCGAGATAGCATCCTGAAACGTGGTG-3’ 

 

各プラスミドをバキュロウイルスシャトルベクター (bacmid)を有する DH10Bac
TM 細

胞へ導入し，アンピシリン，カナマイシン，ゲンタマイシン含有 LB 培地で 27C で培

養し，pFastBac
TMプラスミドの T7 エレメントを bacmid の mini-attTn7 部位へトランス

ポゾンにより移動させ，変異体の組換え bacmid を作製した．培養後，TbCatB 変異体の

組換え bacmid を QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen)で精製した．その後，変異体の組換

え bacmid DNAはCellfectin
 

II試薬により昆虫細胞 (Sf21)へ導入され，Grace培地で 27C

で 6時間培養した.さらに，Grace培地を 10% fetal bovine serum含有Grace培地に交換し，

27C，4 日間培養した．培養後，変異体のバキュロウイルスを含む上澄み液を回収した．

Sf9 細胞内での変異体の蛋白質発現と変異体結晶の精製は，先行研究と同様の方法で行

った 19． 
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結晶構造解析 

測定を行う前に，1-TbCatB，ox1-TbCatB を 50% (w/w)エチレングリコール含有緩衝

液に浸漬し，MicroMesh 上へ結晶を分散させた．続いて，サンプルを液体窒素により凍

結した．各結晶の X 線回折データは，1.00 Å の波長で SPring-8 の BL32XU にて 100 K

で集められた．1 つの結晶から複数の小角範囲（5°または 10°）のデータを収集し，マ

ージすることで高分解能で結晶構造を決定できた．まず，クライオループ状の結晶の位

置は低線量スキャンにより決定した．すべてのデータは ZOO システムにより自動的に

収集され，それらのデータは KAMO システムにより自動的に処理，マージされた 22．

また，XDS によりそれぞれのデータを分類し，積算した 23．野生型 TbCatB 結晶の格子

定数 (a,b ~ 124 Å，c ~ 54 Å，P42212)と良い一致を示すデータを選択し，2 つのとりうる

パラメーター(hkl および hlk)を検証し，TbCatB 結晶 (PDB ID: 4N4Z)とより一致する構

造をとるように処理した．それぞれのデータは，強度の相関関数によって階層的なクラ

スターに分けられ，KAMO による各クラスターごとのはずれ値の排除と，XSCALE に

よるマージを行った 23．各クラスターの中で CC1/2が最も高いクラスターを選択し，さ

らなる結晶構造解析を進めた．初めに，phenix.refineによる rigid body refinementを行い，

PDB の 4N4Z 構造を基に構造精密化を進めた 24．CCP4 の REFMAC5
25 を利用し，

1-TbCatB，ox1-TbCatB の構造を 2.66，2.60 Å の分解能でそれぞれ決定した．COOT
26

を基に(2Fo-Fc)および(Fo-Fc)電子密度マップを作成した. 1-TbCatB および ox1-TbCatB

は，N 末端領域 (Met1-Ala26)，ループ領域 (Lys73-Ala77)において電子密度が得られず，

構造決定できなかった．各構造モデルは，構造解析を行うそれぞれの段階でオミットマ

ップおよびRAMPAGE
27により妥当であることを確認している．X線回折データ収集，

結晶構造の精密化に関する統計値はそれぞれ表 4-1，4-2 に示した．現段階では

PDB へ登録していない． 

 

TbCatB 結晶からフィラメント構造体の構築 

6  10
6個の 1-TbCatB結晶を 100 µLの 1 mM H2O2含有milliQに 37C，3時間浸漬し，

結晶内ジスルフィド結合の形成を促進させた．また，1  10
6個の 2-TbCatB結晶を 100 µL

の 50 mM 1,2-ethylenedithiol 含有 milliQ に 37C，1 時間浸漬し, その後，終濃度が 1 mM

になるように H2O2 を添加し，37C，3 時間酸化させ，結晶内で単量体同士の架橋反応

を進行させた．酸化後の 1-TbCatB，2-TbCatB 結晶を 2 回，100 µL の milliQ で洗浄し，

100 mM 酢酸緩衝液 (pH 3.5，100 µL)に 37C，6 時間浸漬し，それぞれの結晶を溶解さ

せた．溶解後のサンプルを遠心し，上澄み液を利用し，構造の同定を進めた． 

 

透過型電子顕微鏡 (TEM)：TEM 観察は JEOL JEM-1400Plus で行った．1 μMのサンプ

ル（単量体あたり）を 50 %メチルアミンタングステン酸によりネガティブ染色し，観

察を行った． 
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原子間力顕微鏡 (AFM)： AFM測定は，Oxford Instruments Asylum ResearchのMFP 3Dで

行った．カンチレバーは，BL-AC40TS-C2 (Olympus)を使用した．50 nMのサンプルを

mica上に添加し，5 h静置した後，100 mM酢酸緩衝液 (pH 3.5)で3回洗浄し，100 mM酢

酸緩衝液 (pH 3.5)中のサンプルを観察した． 
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 本博士論文では，細胞内結晶化現象を利用し，機能性蛋白質結晶の細胞内合成と蛋白

質結晶内の分子界面へアミノ酸置換による変異を導入することにより，蛋白質結晶の溶

解性および溶解後の蛋白質構造体の制御を達成し，新たなバイオ材料を構築した．これ

らの成果を基に，将来的にはバイオ医薬品や細胞機能制御材料などの開発に蛋白質結晶

が利用されることが期待できる． 

第二章では，細胞内蛋白質結晶化現象を利用し，細胞内で多角体結晶へ酵素を内包す

ることと，結晶の分子設計による溶解性制御を行った．多角体結晶構造データから結晶

内分子界面の水素結合数を減少させる設計をし，野生型多角体結晶より低いpHで溶解

できる変異体結晶を作製した．設計した変異体結晶はpH 8.5で溶解し，内包された酵素

は活性を維持したまま溶液中へ放出することが可能となった．これより，多角体結晶の

分子界面を設計し，変異体結晶を作製することで酵素の安定保存と活性を維持したまま

結晶からの放出を達成し，酵素保存材料として有益であることが示された． 

第三章では，多角体結晶内の分子界面をジスルフィド結合で架橋化することで，結晶

内特有のかご型構造体を溶液中へ切り出すことを達成した．また，溶液中で単量体同士

を架橋化するとランダムな架橋化により凝集体が形成され，かご型構造体が構築されな

かった．さらに，多角体結晶の高い安定性を利用することで，乾燥に対して結晶内でか

ご型構造体を保持でき，乾燥後の結晶からもかご型構造体を切り出すことができた．本

章の成果により，蛋白質結晶の分子設計と溶解現象を利用し，蛋白質超分子構造体の新

たな構築手法を確立した．  

 第四章では，第三章で確立した手法をTbCatB結晶へ適用し，一次元フィラメント構

造体の構築を達成した．TbCatB結晶内の分子界面をジスルフィド結合で架橋化し，結

晶を溶解することで2種類のフィラメント構造体を構築した．また，Cysの導入部位によ

って，酸化処理をせずに自発的に結晶内ジスルフィド結合が形成され，結晶を溶解する

だけでフィラメント構造体の構築を達成した． 

以上より，細胞内蛋白質結晶化現象により特異に生じる分子内包や集積構造の形成を

利用することで，機能性蛋白質結晶の細胞内合成を達成した．また，細胞内蛋白質結晶

の分子界面に着目し，その界面に存在する蛋白質間相互作用を設計することで，結晶溶

解性や溶解後の蛋白質構造体を制御でき，新たな機能を付与することができた．本研究

の手法を数万種類におよぶ既存の蛋白質結晶に適用することで，目的の機能を有する蛋

白質結晶が，特定の外部刺激に応答して溶解し，溶液中で特異な超分子構造体を形成す

ることで機能を発現でき，機能性材料としての応用が期待される． 
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