
1. はじめに

多様な細胞内タンパク質の機能解明に対するアプローチ

として，染色体上で特定タンパク質遺伝子をノックアウト

（機能を失わせる）する，いわゆるノックアウト生物（細菌，

酵母，マウス等）を利用する方法1)や，近年盛んなRNA干

渉法を利用した，m-RNAレベルからの特定タンパク質の生

産抑制2,3)などが，分子生物学，細胞生物学の立場から広く

知られている。一方で，化学の立場から特定タンパク質の

機能活性を任意の外部刺激により調節する手法の開発も検

討されてきており，近年ケミカルジェネティクス4,5)という

タームが広く認知されてきている。これは，例えばまず特

定のタンパク質に結合する有機小分子をライブラリーの中

からセレクションし，更にその中から，タンパク質の機能

活性を変化（Knock-Off，あるいはKnock-On）させるも

のを見つけ出す。そして，この小分子をターゲットとなる

タンパク質を発現する細胞等の外部から振りかけ，細胞レ

ベルのフェノタイプ，あるいは応答の変化を観察，検討を

行うというものである。一方で，最近我々は化学的立場か

らの新たな研究手法として，特定の外部刺激に応答し大き

227

Netsu Sokutei 35（5）227-236

設計タンパク質をモジュールドメインとして利用した

外部刺激応答タンパク質の創製

水野稔久，織田昌幸，田中俊樹

（受取日：2008年7月23日，受理日：2008年9月8日）

Construction of the Artificial Proteins Whose Functions Can Be 

Altered with the Specific External Inputs by 

Using the Engineered Protein Modules

Toshihisa Mizuno, Masayuki Oda, and Toshiki Tanaka

(Received July 23, 2008; Accepted September 8, 2008)

The artificial proteins, whose functions can be altered with the specific external inputs

(pH, metal ions, ligands, etc.), would have large applications, for ligand-specific sensor-

proteins, site-selective protein-drugs, tools to examine natural protein functions, and so on.

Here we supply one of the methodologies to design such artificial proteins, especially from the

protein engineering background. We designed the de novo coiled-coil proteins whose tertiary

structures are altered from random coil to bundled structure by the specific external input. By

insertion of the coiled-coil proteins into target natural proteins, we succeeded to construct the

peptide-ligand-dependent RNA hydrolysis enzyme and metal-ion-dependent green fluorescent

protein.

Keywords: De novo design; Coiled-coil; Circular permutation; Metal ion; 

Green fluorescent protein (GFP)

Netsu Sokutei 35（（5））2008

解　説

© 2008 The Japan Society of Calorimetry and Thermal Analysis.



く構造転移を起こす人工タンパク質モジュールを設計し，

利用する手法を見出した。

2. モジュールドメインとしての

コイルドコイルタンパク質の設計

α -ヘリカルコイルドコイル（以下コイルドコイルとのみ

表記）構造は，天然タンパク質にも広く見られる構造モジ

ュールの一つであり，両親媒性のα -ヘリックスが2本から

5本寄り集まった超らせん構造を取る。元々はトロポミオ

シン等の繊維状タンパク質6,7)の中から見いだされてきたが，

GCN4等の転写因子タンパク質，8,9) SNAREなどの膜融合

タンパク質， Cartilage Oligomeric Matrix Protein

（COMP）のような膜外マトリックスタンパク質10-12)等にも

見つけられるようになり，現在では生体内で発現される全

タンパク質の5 %には，この構造ドメインが含まれると言

われている。コイルドコイル構造は，3.6残基ごとに1ヘリ

ックスをとるα -ヘリックスと若干異なり，3.5残基ごとに1

ヘリックスを形成するため，7残基／2周回を繰り返し単位

と考えることができる。従ってコイルトコイルを形成する

アミノ酸配列には特徴的な7残基ごとの繰り返しがみられ，

それぞれの位置は，a, b, c, d, e, f, gの7文字で表記され

る。特にa-位，d-位は,疎水性のアミノ酸（Ile, Leu, Val等）

で占められる割合が多く，これらは複数のα -ヘリックスが

寄り集まり超らせん構造を形成する際の疎水コア部分を形

成し，側鎖同士はタイトにパッキングをしている。なお構

造未知のアミノ酸配列からコイルドコイル部位を推定する

為のプログラムも存在する（C O I L S： h t t p : / / w w w .

ch.embnet.org/software/COILS_form.html）。13) 一方で，

アミノ酸残基の配置（一次構造）から，三次構造における

各残基の空間配置が予測可能であるために，コイルドコイ

ルタンパク質は人工タンパク質設計のターゲットとして広

く取り組まれてきた歴史を持つ。14) 例えば，T. Alberらに

より報告された非常によく知られている例として，酵母転

写因子GCN4の2本鎖コイルドコイルドメインをベースに

設計された 4本鎖コイルドコイル構造を選択的にとる

GCN4-pLI，3本鎖コイルドコイル構造を選択的にとる

GCN4-pIIさらに天然と異なる配列であるが選択的に2本鎖

コイルドコイル構造をとるGCN4-pILがある（Fig.1）。15)

いずれも，疎水場（a-，d-位）を占めるアミノ酸を，Ile，

Leu残基の異なる組み合わせに変異することにより，寄り

集まる際のペプチド鎖の会合数に選択性を持たせることに

成功した例である。また最近では，a-，d-位だけでなく，た

とえば疎水場と親水場の界面にあたるe-，g-位にも疎水性

のアミノ酸残基を導入することにより，5本あるいは7本の

ヘリックスが寄り集まったコイルドコイル構造の設計に関

しても報告されつつある。16,17)

我々はこれまでに，コイルドコイル構造を形成するデノ

ボ設計タンパク質，主には3本鎖コイルドコイルに関して，

詳細な設計に取り組んできている。Fig.2にはその一例とし

て，IZペプチドのベースとなる設計配列を示す。18) ペプチ

ド同士が寄り集まり形成される疎水コアを占めるa，d-位は，

いずれもIleが占めており，一方で，疎水場－親水場界面に

あたるe，g-位では，隣接ヘリックス間で静電相互作用を形

成できるようにGlu，Lys残基を配している。1H-NMRに

よる疎水コアIle残基の構造特異性，あるいは主鎖アミドプ

ロトンのH-D交換反応速度の評価等からネイティブ様な構

造を取っていることも明らかとなり，28残基からなるペプ

チド会合体でありながら，95℃においてもその会合構造が

破壊されない，非常に安定な設計タンパク質の構築に成功

した。またこの配列は，可溶性の高さ，配列の単純さなど

から，様々な機能を持つ人工タンパク質設計のプラットフ

ォームとして優れている。

2.1 金属イオン応答コイルドコイルタンパク質の設計

天然においては，様々な金属配位性タンパク質が知られ

ている。酸化還元反応や加水分解反応に関与する金属酵素

類，19,20) 細胞内での金属イオン検知部位としての金属イオ

ン応答転写因子タンパク質群，21-23) Znフィンガータンパク
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Fig.1 Crystal structures of GCN4-pIL (left), GCN4-

pII (center), and GCN4-pLI (right).

Fig.2 The amino acid sequence of IZ peptide and its

trimeric structure.



質 24,25)など，金属イオンは，その特異な配位構造を基に

様々なタンパク質機能に関与している。これらの中で特に

我々は，金属イオンの配位に伴うタンパク質の構造安定化

への寄与に着目し，金属イオンの配位に伴いタンパク質の

安定性が大きく変化するタンパク質，さらには劇的に高次

構造が変化する設計タンパク質の構築を目指した。

以前我々は，金属イオンに配位するIZペプチド変異体に

関して報告した。26-28) IZペプチドの疎水場に存在するIle残

基を一つあるいは二つをHis残基に変異することにより，

金属イオン非存在下においては，各々のペプチドがバラバ

ラに存在するが，Cu2＋, Ni2＋, Zn2＋などの金属イオンとの

結合により，自己3量体化，すなわちホモ3本鎖コイルドコ

イル構造を形成するものであった。これはコイルドコイル

構造形成に重要な疎水場パッキングが，IleからHisに変化

することにより崩され，自己3量体化が阻害されていたも

のが，金属の架橋配位により新たな安定化エネルギーを獲

得し，改めて自己3量体化を起こせるようになると考えら

れる。そこでこのコンセプトを活かし，金属イオンの配位

に伴い大きく構造変化する一つのペプチド鎖からなる3本

鎖コイルドコイルタンパク質の設計を目指した（Fig.3）。29)

隣接するヘリックス間で近接する位置に存在するa, d-位

の6，あるいは12個のIle残基を，金属配位性のHis残基に

置き換えた。6個置き換えたものをIZ-H，12個置き換えた

ものをIZ-HHと名付けた。IZ-Hに関しては一つの金属イオ

ンとの結合を，IZ-HHに関しては二つの金属イオンとの結

合を想定した。円偏光二色性（CD）スペクトル測定により，

実際に金属イオンとの結合に伴う構造変化の評価を行った。

その結果，IZ-Hに関しては，金属イオンを添加する前より

すでにコイルドコイル構造の形成が見られたが，IZ-HHに

関しては金属イオン非存在下においてはほとんどランダム

な構造であった。これはペプチド配列をリンカーでつなぐ

ことにより相互作用が強められた為に，IZ-Hのように6個

のHis残基の導入による不安定化のみでは不十分であった

が，IZ-HHのように12個のHis残基の導入により十分な構

造不安定化が得られたと考えられる。さらに，IZ-HHでは，

Ni2＋, Cu2＋, Zn2＋等の金属イオンの添加によりコイルドコ

イル構造形成の回復も見られた（Fig.4）。それぞれのペプ

チドと各種金属イオン間の結合定数を等温滴定熱量測定に

より評価をしたところ（Microcal社，MCS-ITCを使用），

IZ-HHに関しては，特にCu2＋に対して高いアフィニティー

が見られ，その解離定数の値は60 nMに達した（Table 1）。

また，Ni2＋, Zn2＋に対しても130 nM, 570 nMと，いずれ

も1 µM以下の高いアフィニティーであった（Fig.5）。∆H

は結合の強さとほぼ相関しており，金属イオンの配位結合

やコイルドコイル構造形成に伴う熱量変化を反映している

ものと考えられる。化学量論比に関しても，いずれもほぼ

2という値が得られ，デザインした2ヶ所の結合サイトへの

結合が示唆された。一方でIZ-Hに関しては，化学量論比が

いずれもほぼ1と得られ，こちらも設計した1ヶ所の結合サ

イトへの結合が示唆され，それらの結合親和性は，いずれ
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Fig.3 Metal-binding IZ peptide mutants, IZ-H, and IZ-

HH.

Fig.4 Structural transition of IZ-HH by the metal

binding.

Table 1 Analyses of the thermodynamic parameters of

IZ-H and IZ-HH in binding with various metal

ions by the ITC measurements.

Metal ion Ratio ∆H (J mol－1) ∆S (J mol－1 K－1) Kd (nM)

IZ-H

Ni2＋ 0.9 －49900 －15.9 17.6

Cu2＋ 0.8 －62900 －92.2 800

IZ-HH

Ni2＋ 1.7 －35200 15.5 130

Cu2＋ 1.9 －59900 －58.9 60.0

Zn2＋ 1.7 －13800 71.2 570



も1 µM以下であった。以上より，金属イオンとの結合に伴

い，ランダム構造から3本鎖コイルドコイル構造へと，非

常に大きな立体構造の変化が起こる人工タンパク質IZ-HH

の創製に成功した。

2.2 へテロコイルドコイルペプチドの設計

コイルドコイル構造の形成において，最も重要な相互作

用因子は，疎水場におけるアミノ酸残基間相互作用である。

もっとも典型的な例が，T. Alberらにより報告されている

酵母転写因子GCN4の2本鎖コイルドコイルドメインをベ

ースに設計された，2本鎖，3本鎖，4本鎖の構造をとるコ

イルドコイルタンパク質であるが，これらは，疎水場を占

めるアミノ酸側鎖の大きさの違いが，疎水場パッキングを

起こす際の疎水コアサイズに対応し，選択性を生み出して

いる。そこで，この疎水場におけるパッキングに着目した

ペプチド間のヘテロな相互作用を生み出すことを試みた。IZ

ペプチドが3量体構造を形成する際に本来三つのIle残基に

より占められる疎水場空間を，側鎖の小さいAla残基二つと，

それよりも大きなインドール環を側鎖に持つTrp残基一つに

より置き換えた組み合わせの検討を行った。その結果，非

常に選択性高くAAB型のヘテロ3量体を形成できることが

分かった。またその後の検討により，Phe-Ala-Alaの組み合

わせにすることにより，より安定なAAB型ヘテロ3量体の

デザインが可能であることも示された（Fig.6）。30-32) また，

これらのペプチドは単独ではランダム構造をとりバラバラ

に存在するが，A型，B型が2:1で存在するときのみ選択的

にコイルドコイル構造を形成する。すなわち，ペプチド間

の選択的な相互作用により，大きな構造転移を生み出すこ

とにも成功したといえる。

3. 設計コイルドコイルモジュールと

天然タンパク質との融合によるスイッチ機能の付与

前項までに，金属イオンあるいはペプチド間の相互作用

をもとに，大きな構造変化を起こすコイルドコイルモジュ

ールの設計に関して述べたが，次にこれらを利用した天然

タンパク質への機能スイッチ付与に関して述べたい。昨今，

RNAi，ケミカルジェネティクス等の手法による特定タンパ

ク質機能の失活（OnからOff）を通したタンパク質機能解

析が，特に細胞生物学において有効な手法として利用され

ている。しかしながら，例えば特定タンパク質のin vivoに

おける機能解析への応用を考えてみると，機能をOffから

Onへ変化させる有効な手法があれば，本来そちらに利点が

多いことは想像に難くない。これに対する細胞生物学にお

ける手段は，強制発現位しかないことから，新たな，かつ

出来れば一般性を持った特定タンパク質の機能をOffから

Onへ変化させる手法の開発が望まれる。

その為の方法論として，我々は下記の手法を提案してい

る。① サーキュラーパーミューテーション（円順列変異）

をターゲットとなるタンパク質に施すことにより立体構造

を不安定化し，機能をいったん失活させる。ここでサーキ

ュラーパーミューテーションとは，もともとのタンパク質

のN-末端，C-末端を適当な長さのアミノ酸数～数十残基で

結び，代わりにもともと繋がっていたペプチド結合の任意

の位置を切開する変異体の作成手法の事をいう。② サーキ

ュラーパーミューテーションをかけることにより，新たに

生成したN-末端，C-末端に種々の外部因子依存的にコイル

ドコイル構造を形成するコイルドコイルモジュールをそれ

ぞれ導入する。これにより，③ 外部因子との相互作用に伴
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Fig.5 A typical ITC profile of the interaction between

IZ-HH and NiCl2. (a) A 660 µM NiCl2 solution

injected 24 times in 5-µl increments into 15

µM IZ-HH. Data were obtained at 30℃.
Fig.6 The AAB-type heterotrimeric coiled coil structure

of IZ peptide mutants.

Fig.7 IZ peptide mutants forming the ABC-type

heterotrimeric coiled coil structure.

(a) (b)



う，コイルドコイルモジュールのランダムコイルからコイ

ルドコイル構造への構造転移に伴い，サーキュラーパーミ

ューテーションにより引き離されていたアミノ酸残基同士

が近接化される。それによりターゲットタンパク質のリフ

ォールディングと構造安定化が促され，機能回復を誘起す

るというものである。この方法により，天然タンパク質に

対して，本来持たなかった外部因子応答性を付与すること

が可能になると考えた。

3.1 核酸加水分解酵素活性のペプチドリガンド依存性の付

与33)

そこではじめに，ターゲットタンパク質に核酸加水分解

酵素として知られるRNaseT1を選び，上記の方法論の検証

を行った。なおここでは，前項で述べたABB型へテロコイ

ルドコイルの配列を参考に設計したABC型のヘテロコイル

ドコイルタンパク質を利用した（Fig.7）。RNaseT1は104

残基からなる加水分解酵素であり，その酵素活性には，

His40とHis92が大きく関与することが知られている。34) ま

た，Cys2とCys10，Cys6とCys103の間に二つのS-S結合

を持っていることも知られているが，Cys2とCys10の間の

S-S結合に関しては，両残基をSerに変異しても活性にほと

んど影響がないことも知られている。35)

そこで，Cys2とCys10を共にSerに変異したRNaseT1

変異体をオリジナルのタンパク質として，このタンパク質

に対してサーキュラーパーミューテーションを施した。サ

ーキュラーパーミューテーションをかける為に切開する位

置には，β 5とβ 6の間のβ ターンの部分（Glu82とAsn83

の間）を選択し，もともとのN-末端，C-末端は4残基のリ
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Fig.8 Construction of the RNaseT1 mutants fused with IZ(4)A and IZ(4)B.

Fig.9 CD spectral changes of IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B in addition with IZ(4)C: [IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B] ＝

5 µM, [IZ(4)C] ＝ 0～7.5 µM, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 25℃.
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ンカー（Gly-Pro-Ala-Gly）で繋いだ（Fig.8）。CDスペク

トル測定より，この変異体（m-RNaseT1）の二次構造評価

を行った結果，このような変異を施すことにより，立体構

造の大きな不安定化が観測された。一方でこの新たに生成

したN-末端，C-末端に，ABC型のヘテロコイルドコイル

タンパク質のうちのA-型，B-型ペプチド（IZ(4)AとIZ(4)B）

を導入した変異体（IZ(4)A-m-RNaseT1 -IZ(4)B）を作

製し，この二次構造の評価を行ったところ，若干の安定化

が見られたが，依然構造不安定化が観測された。一方で，

この変異体に対してABC型のヘテロコイルドコイルタンパ

ク質のうちのC-型ペプチド（IZ(4)C）を添加したところ，

1:1で飽和が見られる結合挙動が，CDスペクトル測定を用

いた滴定実験より明らかとなった（Fig.9）。

そこで実際に，この変異体のIZ(4)C添加前後での酵素活

性の比較を行った。基質にはGpCを用い，ホスホジエステ

ル結合の加水分解の伴う淡色効果（A250の値の上昇）を利

用した。その結果，IZ(4)C添加前にはほとんど見られなか

った加水分解活性が，IZ(4)Cの添加により，明らかな上昇

が観測された（Fig.10）。具体的に，Lineweaver-Burk plot

を用いた解析から算出した，kcat，Kmなどのパラメーター

をTable 2に示した。残念ながら，IZ(4)Cの添加により回

復するkcat/Kmの値は，天然のRNaseT121)に比べて2 %程度

ではあったが，機能活性の調節という意味では，非常に有

為な知見が得られた。

3.2 金属イオン応答性緑色蛍光タンパク質変異体の構築29)

前項では，ABC型コイルドコイルペプチド間の選択的な

相互作用を利用した酵素機能のスイッチに関する検討を述

べた。一方ここでは，金属イオンに応答し構造が大きく変

化するコイルドコイルモジュールを蛍光タンパク質と組み

合わせて利用することにより，金属イオンセンサーとなる

蛍光タンパク質変異体の構築の検討結果を述べる。これは

すなわち，金属イオンの存在によりターゲットとなるタン

パク質機能をOnにする手法の開発例とも言える。

緑色蛍光タンパク質は238残基からなるタンパク質であ

り，11本のβ -ストランドと，1本のα -ヘリックスからな

る。細胞内において発現，翻訳された後にβ -バレル構造が

形成され，それとともにSer65，Tyr66，Gly67の連続した

3残基が自発的な酸化縮合反応を起こし蛍光発色団が形成

され，蛍光発光特性を持つ。38-41) 従ってこの蛍光タンパク

質のフォールディングを金属イオンによって調節すること

が，蛍光センサーの構築に繋がると考えた。設計の方法は，

前章記載のように，① サーキュラーパーミューテーション

を緑色蛍光タンパク質の配列に施すことにより立体構造を

不安定化し，機能をいったん失活させる。② 新たに生成し

た，N-末端，C－末端に金属イオン依存的にコイルドコイ

ル構造を形成するコイルドコイルモジュールを導入する。

③ 金属イオンとコイルドコイルドメインの結合，構造転移

に伴い，本来繋がっていたアミノ酸残基同士が近接化され，

それにより緑色蛍光タンパク質部位のフォールディングが

促され，蛍光発光が誘起される（Fig.11）。そのためには，

まずサーキュラーパーミューテーションにより，蛍光発光

機能を失うが，新たにN-末端，C-末端となる部位にコイル
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Table 2 kcat and Km values for various RNase T1 mutants at 25℃.

kcat (s－1) Km (M) kcat /Km (M－1 s－1)

wild type RNaseT1* 210 6.8 × 10－5 3.1 × 107

RNaseT1 mutant (C2S, C10N)* 258 1.5 × 10－4 1.7 × 106

m-RNaseT1 n.d. n.d. n.d.

IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B n.d. n.d. n.d.

IZ(4)A-m-RNaseT1-IZ(4)B＋IZ(4)C 4.0** 9.4 × 10－6** 4.3 × 105**

* These data were cited from ref 36, 37. The enzymatic reaction is performed at 30℃.

t / s

A
25

0

Fig.10 Recovery of RNase T1 enzymatic activity by the

interaction with IZ(4)C: [IZ(4)A-m-RNaseT1-

IZ(4)B] ＝ 250 nM, [IZ(4)C] ＝ 25 µM, [GpC] ＝

50 µM, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 30℃.



ドコイルモジュールを導入することにより，蛍光発光機能

を回復できる切開位置を見つけ出す必要がある。なおここ

では，クロンテック社のGFPuvをベースの蛍光タンパク質

配列として用いた。

そこでFig.12に示すように，β -シート間を繋ぐリンカー

部位にあたるAsp75-Gly76，Asp82-Phe83，Glu132-Asp133，

Asp190-Gly191，Asp197-Asn198，Pro211-Asn212，そ

れぞれの間で切開したサーキュラーパーミュータントの検

討を行った。もともとの蛍光タンパク質のN-末端，C-末端

は，柔軟なリンカーであるGly-Gly-Ser-Gly-Glyで繋いだ。

一方で予め3量体構造をとるコイルドコイルモジュールと

しては，ABC型のコイルドコイルモジュールを利用し，A-

型とB-型をリンカーでつないだものとC-型を，それぞれサ

ーキュラーパーミューテーションにより新たに生じたN-末

端，C-末端に導入した（Fig.12, ncpGFP n－－1-IZ-cc1 (n ＝

76, 83, 133, 191, 198, 212)）。

その結果，Fig.11に示すいずれの位置で切開したサーキ

ュラーパーミュータントに関しても，蛍光発光機能の消失

が見られた。一方で，Asp190-Gly191の間で切開したサー

キュラーパーミュータントのみ，ABC型のコイルドコイル

モジュールを導入することにより蛍光回復が観測された。

そこでこの変異体を 1 9 1 c p G F P 1 9 0と名付けた。次に，
191cpGFP190のN-末端，C-末端それぞれに導入するコイル

ドコイルモジュールとの間のリンカーの長さに関して最適

化を行った。Fig.13に示すように，4残基，6残基のリンカ

ーを4通り組み合わせた変異体（191cpGFP190-IZ- cc1～～

cc4）を作製し比較したところ，N-末端側4残基，C-末端側

が6残基の長さのリンカーを用いた変異体（191cpGFP190-

IZ-cc4）に関して，もっとも高い蛍光発光強度（天然型の

蛍光タンパク質の蛍光強度の約6割程度）が観測された

（Table 3）。また，191cpGFP190-IZ- cc1～～cc4での蛍光ス

ペクトルを比較した結果，いずれも同様のスペクトル形状

を取っていたことから，この蛍光強度の違いは蛍光発色団

の形成に至ったタンパク質の割合の違いによると推測され

た。なお，これ以降用いる金属イオン応答コイルドコイル
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Fig.11 Trigger of the folding of Green Fluorescent

Protein (GFP) by metal ions.

Fig.12 Structure of GFP. Open and striped rectangles

indicate the 11 β -strands and the 1 α -helix,

respectively. The circle indicates the position

of the Ser65-Tyr66-Gly67 triad, which forms the

fluorescent chromophore. The positions cleaved

for the circular permutation are indicated by

arrowheads.

Fig.13 Structure of ncpGFP n－－1 (n ＝ 76, 83, 133, 191, 212) mutants fused with ABC-type coiled-coil peptides.



モジュールとの間のリンカーの長さに関しても，その組み

合わせを利用することとした。

次に，金属イオン応答コイルドコイルモジュールと
191cpGFP190の融合タンパク質の検討を行った。前項で述べ

たIZ-HHの二つめのリンカー部位に，191cpGFP190の遺伝

子を導入したDNA配列を含むプラスミドベクターを調製し，

これを大腸菌に形質転換した。この大腸菌に発現誘導をか

ける際，培地に各種金属イオン（Zn2＋, Cu2＋, Ni2＋）を添

加し，大腸菌内での191cpGFP190-IZ-HHの蛍光発色の比較

を行った。IZ-HH単独では，Zn2＋, Cu2＋, Ni2＋すべての

金属イオンに対する配位と，それに伴うヘリックスバンド

ル構造の形成が見られたことから全ての金属イオンによる

蛍光発色が予想されたが，興味深いことに，Cu2＋に関して

のみ非常に高い蛍光発色が観測された（Fig.14）。Zn2＋は，

Cu2＋と比較して弱いながらも蛍光発色が見られたが，解離

定数としてはCu2＋により近い値を持つ筈のNi2＋に関して

は，全く蛍光発色が見られなかった。次にCu2＋に関して，

培地への添加濃度と蛍光強度の比較を行った。その結果，

添加濃度の上昇に伴い，明らかな蛍光強度の上昇が見られ

たが，一方で500 µMの添加においても，その値の飽和は

見られなかった。この蛍光発色応答の各イオンの違いに関

する理由の一つとしては，今回検討を行った金属イオン間

での，膜透過性やイオン濃度調節機構の厳密さ等が考えら

れる。一般にCu2＋イオンも含めた遷移金属イオンは，フリ

ーの状態で存在するものは，1細胞辺り一つあるかどうか

であると言われている。42) 一方で，一過的に細胞外での濃

度上昇の起こった際の細胞膜透過性の比較を行った場合，

今回検討を行ったイオンの中で，Cu2＋は比較的膜透過性が

高いと言われている。43) 今回の結果は，以前に言われてい

た現象をある程度反映したものではないかと思われる。す

なわち，金属イオンに応答する構造モジュールを組み合わ

せることにより，タンパク質ベースの新たなセンサー分子

の開発を可能にし，さらに生命現象解明におけるツールの

提供も成されたと言えよう。

4. まとめ

以上より，外部刺激に応答しランダム構造からヘリカル

バンドル構造へと大きな構造変化を起こすデノボ設計モジ

ュールドメインを利用し，サーキュラーパーミューテーシ

ョンと組み合わせることにより，天然タンパク質に対して

種々の外部刺激応答性を付与することに成功した。コイル

ドコイルモジュールを導入する位置に関して，一つのター

ゲットタンパク質に対してある程度ランダムに検討をして

いく作業はあるものの，比較的一般性を持った設計手法を

提供できたのではないかと我々は考えている。一方で今回

検証した手法には，まだいくつかの問題点が存在する。そ

の一つが，サーキュラーパーミューテーションの要請とし

て，ターゲットとする天然タンパク質のN-末端，C-末端が

近い位置にある場合でないと適用できないということがあ

る。しかしながら，これは更なるモジュールドメインの設

計により解決できると期待される。すなわち，大きな構造

転移を起こすモジュールドメインを外来リンカーとして，

直接天然タンパク質構造の中に導入する手法である。同手

法は，既に我々のグループでも検証しはじめており，すで

にいくつかの初期データを得ている。また別の問題点とし

て，外部刺激応答性を持つモジュールを，一種の異物とし

て天然タンパク質の骨格内に導入するため，機能をOnにし

た場合に，天然タンパク質の元々持つ機能活性までその機

能を回復させることが難しいという点がある。特定基質に

対するセンサータンパク質として利用する場合であれば，

必ずしもそこまで回復できなくても良いのであろうが，外

部刺激により機能調節可能な新規タンパク質を設計すると
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Fig.14 Fluorescence emissions of suspended E. coli

cells, harboring the 191cpGFP190-IZ-HH gene.

The protein expressions were induced by the

addition of IPTG (1 µM) in the LB medium (3

ml) without metal ion (left), with 500 µM Ni2＋

(middle), and with 500 µM Cu2＋ (right).

Table 3 Comparison of the linker length with the

fluorescence intensities.

GFP variants Fluorescence intensity

GFPuv 100
191cpGFP190 ＜ 2
191cpGFP190-cc1 4
191cpGFP190-cc2 23
191cpGFP190-cc3 7
191cpGFP190-cc4 55



いう立場からは，さらなる検討が必要な部分ではあろう。

しかしながら，昨今のタンパク質工学における，“効率の良

い新規機能を持つタンパク質デザイン（いわゆるデノボ設

計）手法”として一般に認識されてきているのは，ラショ

ナルな設計とコンビナトリアルなランダム変異手法の組み

合わせである。すなわち，根幹のところの基盤構造はラシ

ョナルに設計し，細部となる微妙な立体構造調節，機能活

性向上では，ランダムな手法を適応するのである。今回紹

介した二つの系は，いずれも最後のランダム変異による最

適化までは検討を行っていないが，さらなる検討により機

能活性回復の問題もある程度は解消できると期待される。
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要　　旨

種々の外部刺激（イオンや有機分子等のリガンド）に応

答し機能活性の変化する人工タンパク質を自在に設計でき

れば，特定リガンドに対するセンサータンパク質の構築や，

部位特異的に働くタンパク質医薬の創製，あるいは機能未

知な天然タンパク質機能の解明に対するツールの提供等，

その工学的応用は計り知れない。ここでは，特にタンパク

質工学的な立場からこの問題を解決する方法論の一つとし

て，比較的手の加え易い設計タンパク質モジュールと，タ

ーゲットとなる天然タンパク質との組み合わせを考えた。

すなわち，天然にも広く見られる構造ドメインの一つであ

るα -ヘリカルコイルドコイルをベースに，種々の外部刺激

に応答し，ランダム構造からバンドル構造へと大きく構造

変化を起こす外部刺激応答モジュールを新たに設計し，こ

れを天然タンパク質中に遺伝子工学的に組み込む事により，

その機能活性に大きな摂動を起こす事を期待した。実際に，

加水分解酵素，蛍光タンパク質等にこのモジュールを適応

する事により，特定ペプチド，イオン等による機能調節に

成功している。
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