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１．はじめに
　本研究では，我々が以前構築した人工タンパク質ナノケ
ージ TIP60 をもとに更なる再設計を行い，金属イオンに
応答して可逆的に会合・解離する系を構築した [1]。TIP60
は 5 量 体 タ ン パ ク 質 LSm と 2 量 体 タ ン パ ク 質 MyoX 
coiled-coil を融合した融合タンパク質であり，これを大腸
菌で発現させると自発的に会合し 60 量体タンパク質ケー
ジとして得られる（Fig. 1）[2]。この 60 量体構造は極めて
安定であり，他の多くのタンパク質ケージと同様に熱変性
などを伴わずに解離させることは難しい。そこで，TIP60
の可逆的な会合・解離を実現するため，1) まず変異導入
により自発的な会合を妨げ，2) 続いて金属イオンの配位
により解離したサブユニットを架橋することで再び会合
させる，というアプローチを試みた。金属イオンの配位は
共有結合性の強い結合を提供する一方で，金属キレータ
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Abstract
　タンパク質ケージは，複数のサブユニットタンパク質が自発的に会合して形成されるナノ粒子である。その特徴的な中
空球状構造から，内部空間に様々な異種分子を内包することができ，薬物輸送などへの応用が期待されている。しかし，
多くのタンパク質ケージは自発的かつ不可逆に会合するため，その後の内部空間へのアクセスが限られてしまう。タンパ
ク質ケージの会合と解離を外部刺激によって可逆的に制御することができれば，異種分子の内包と放出に有用であると考
えられる。そこで本研究では，人工タンパク質ナノケージ TIP60 を用い，その会合と解離を金属イオン依存的に制御する
系を開発した。

の添加により容易に解離させることもできることから，タ
ンパク質の可逆的な会合制御に極めて有用である。本稿で
は，TIP60 の会合解離を実現した上記のデザインおよび，
PF の施設を活用した構造解析の結果について述べる。

２．TIP60 の会合・解離制御に向けたデザイン
2-1. 自発的に会合しない変異体の構築
　まず，解離した状態で精製される TIP60 変異体を獲得
することを目的として，検討を行った。以前に決定した
original TIP60 のクライオ電子顕微鏡（Cryo-EM）構造（PDB 
ID: 7EQ9）[3] について，特に TIP60 の会合に重要と思わ
れるサブユニット間領域を中心に探索を行い，K67 残基を
変異導入の標的として定めた。この残基は，サブユニット
間で水素結合を形成していることから，60 量体の安定性
に重要な寄与をしていると考えたためである（Fig. 2）。実

Figure 1　Schematic representation of the design of TIP60.

際, K67E 変 異 体 を 作 製
したところ，解離した状
態 で 単 離 さ れ る こ と が
Native polyacrylamide gel 
electrophoresis（PAGE） に
より確認された。
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Figure 4 SAXS analysis of the metal-induced assembly. (a) X-ray scattering curves and (b) pair-distance distributions of the original TIP60 (black), 
K67E with Ba ions (mTIP60-Ba; red), and K67E with EDTA (blue). (c) Dummy atom model constructed with DAMMIF/DAMMIN for 
the K67E mutant with EDTA (gray sphere). The cartoon model is the part of the cryo-EM structure of the original TIP60 (PDB ID:7EQ9). 
Reprinted with permission from Ref. [1]. Copyright 2023 American Chemical Society.

配位が会合に関与していることが示唆された。以上の結果
から，Ca や Sr，Ba の存在下で形成される会合体について，
金属イオン依存的に形成される TIP60 として，mTIP60

（metal-induced TIP60）と命名した。mTIP60 の金属添加に
よる会合効率は極めて高く，60 量体構造の収率は Ba イオ
ンの場合で最も高い 94% となった。

３．mTIP60 の立体構造解析
3-1.  X 線小角散乱（SAXS） 
　PF の Bio-SAXS ビ ー ム ラ イ ン（BL-10C） に お い て
SAXS による立体構造解析を実施した。まず，Ba イオン
添加により形成された mTIP60-Ba について分析したとこ
ろ，original TIP60 と類似した散乱曲線が得られ，同様の
球状粒子を形成していることが示唆された（Fig. 4a）。ギ
ニエ解析から求めた粒子の回転半径 Rg は 9.4 nm，二点間
距離分布関数 P(r) から求めた最大長 Dmax（球状粒子の場
合直径に対応）は 21.8 nm であった。P(r) は長距離側にシ
フトした分布を示し，粒子が中空であることが示された

（Fig. 4b）。興味深いことに，このシフトは original TIP60
よりも大きく，より高い中空度が示唆された。これは，発
現と同時に自発的に会合する original TIP60 が発現ホスト
由来の夾雑分子を一部内包するのに対し，解離した状態

2-2.  金属誘導アセンブリ
　K67E 変異体の予測モデル構造から，K67E 残基近傍の
5 量体界面領域には K67E や D64 残基の側鎖および隣接す
るサブユニットの主鎖に由来する複数の酸素原子が密集し
て位置していることがわかった（Fig. 3a）。これらは一般
に Ca などのアルカリ土類金属イオンとよく相互作用し，
カルモジュリンなどの天然の Ca 結合タンパク質において
配位子として頻繁に見受けられる。これに基づき我々は，
この領域にアルカリ土類金属が結合することで，隣接する
サブユニットが配位結合により架橋され，金属イオン依
存的に 60 量体への再会合が誘導されるのではないかと考
えた。そこで実際に，精製した K67E 変異体に対して種々
のアルカリ土類金属を添加し Native PAGE で分析したとこ
ろ，CaCl2 または SrCl2，BaCl2 を添加した場合で，その濃
度依存的に 60 量体に対応するバンドが回復することが明
らかとなった（Fig. 3b）。また，この構造体は金属イオン
キレータである EDTA を添加することにより速やかに解
離したことから，会合の金属イオン依存性が示された。興
味深いことに，その他の遷移金属イオンはもちろんのこと，
同族の Mg イオンでも会合は誘導されず，金属の選択的な

Figure 2	 Three-dimensional structure of the LSm pentamer (PDB ID: 
3BY7). One of the subunits was highlighted in cyan. The 
close-up view of the interface region around the K67 residue 
was depicted in the right panel. The dotted lines show possible 
hydrogen bonds with the number of distance (Å). Reprinted 
with permission from Ref. [1]. Copyright 2023 American 
Chemical Society.

Figure 3	 Metal-induced assembly of the K67E mutant. (a) The 
predicted structure of the K67E mutant. The adjacent subunits 
were shown in green and cyan. (b) Native PAGE analysis of 
the original TIP60 and the K67E mutant w/o alkaline earth 
metal ions: Mg, Ca, Sr and Ba. Reprinted with permission 
from Ref. [1]. Copyright 2023 American Chemical Society.
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る D65ʼ，V68ʼ，I69ʼ 残基の主鎖カルボニルはそれぞれ Ba
イオンの配位子として機能していると推測される。実際，
D64A 変異体を作製したところ，金属イオンに対する応答
が失われた。以上の結果から，当初の設計通り，金属イオ
ンが 5 量体の界面に対してサブユニット間を架橋するよう
に結合することで，60 量体構造への会合を誘導している
ことが明らかとなった。

４．まとめ
　本研究では，人工タンパク質ナノケージ TIP60 について
サブユニット間相互作用に着目した再設計を行い，アル
カリ土類金属により会合・解離を制御する系の構築に成
功した。KEK PF における種々の構造解析の結果から，金
属添加前後の構造が 2 量体および 60 量体であることが示
された。また，金属イオンによる会合誘導の仕組みを明ら
かにすることができた。タンパク質ケージの会合解離を外
部刺激により制御可能な本系は，異種分子の効率的な内包
と任意のタイミングでの放出に有用である。実際，既に
mTIP60 を用いて核酸や異種タンパク質の内包を実証して
おり，今後 TIP60 のナノキャリアとしての応用が大いに期
待される [4]。
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で精製され in vitro で会合させる mTIP60 ではそのような
可能性が無いことに起因していると推測される。
　次に，EDTA 添加時の構造についても同様に分析したと
ころ，その粒子径は大幅に減少しており（Rg: 3.7 nm, Dmax: 
12.0 nm），金属非存在下での解離を確認した。P(r) は，
Rod 状の分子で特徴的にみられる短距離側に偏った分布を
示した（Fig. 4b）。P(r) をもとに DAMMIF/DAMMIN プロ
グラムにより作製した dummy atom model は，MyoX ドメ
インを介した 2 量体の構造とよく一致した（Fig. 4c）。こ
のことは，ビームタイム中に PF で実施したサイズ排除ク
ロマトグラフィー / 多角度光散乱法（SEC-MALS）による
分子量定量の結果からも支持された。

3-2． Cryo-EM，単粒子解析
　KEK-SBRC の cryo-EM（Talos Arctica G2） を 用 い，
mTIP60-Ba の立体構造解析を行った。最終的に，61,251 粒
子から 3.96 Å（gold standard FSC@0.143; I symmetry）の分
解能で構造を決定した（PDB ID: 7XM1, Fig. 5a）。その結
果，全体の構造は original TIP60 とほぼ同様であった（原
子位置の平均二乗偏差 RMSD ＝ 0.78Å）。一方で，K67E
残基周辺の 5 量体界面領域において，余剰の EM マップが
確認された（Fig. 5b）。これは，original TIP60 の cryo-EM
マップとの顕著な違いであり，結合した Ba イオンに対応
するものと考えられる。周囲に位置する K67E，D64 残基
の側鎖カルボン酸および，隣接するサブユニットに由来す

Figure 5 Cryo-EM structure of mTIP60-Ba. (a) The EM map and the 
refined model structure of mTIP60-Ba. One of the subunits 
was highlighted in cyan. Red sphere refers coordinated Ba 
ions. Close-up view of one of the pentameric domain was 
depicted in the right panel. (b) Close-up view of the cryo-
EM structure and the EM map of mTIP60-Ba around the 
K67E residue (left panel). Corresponding region of the 
original TIP60 was shown in the right panel. Reprinted with 
permission from Ref. [1]. Copyright 2023 American Chemical 
Society.
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