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第1章 序論 
 

1-1 タンパク質ナノケージ 

タンパク質は複数のアミノ酸が重合してできる高分子であり、生体組織の構

造、骨格の維持や運動の制御、生体内で起こる化学反応の触媒、物質の輸送や貯

蔵など様々な機能を担う。タンパク質の中には、複数の分子が非共有結合的な相

互作用により会合することでより大きな秩序構造体を形成するものが存在し、

それらはタンパク質超分子と呼ばれる 1。このような自己組織化による原子レベ

ルで均質な構造体の形成に加えて、生分解性、生体適合性を有し、遺伝的・化学

的修飾による機能化が可能であるといった特徴から、近年タンパク質は材料構

築のためのビルディングブロックとしても注目されている 2,3。 

タンパク質が作り出す超分子構造のうち、タンパク質の殻によって外部から

隔てられた内部空間を有する粒子はタンパク質ナノケージと呼ばれる 4。その多

くは表面にケージの内外を繋ぐ孔を有し、外部と物質のやり取りを行うことが

可能である。こうしたタンパク質ナノケージの内部空間を利用して、(1) 無機ナ

ノ粒子や有機ポリマーなどのナノ材料の合成においてサイズを制御するための

合成場 5‒11、(2) 金属触媒や有機金属複合体、酵素を内包したナノリアクターと

しての利用 12‒15、(3) 薬剤や生理活性物質などの機能性分子を内包し輸送するた

めのナノキャリア 16,17、(4) 内包分子を保護する分子コンテナ 18,19などとしての

機能化が検討されてきた。また、タンパク質ナノケージは、一次元、二次元、三

次元に集積することでポリマーや膜、格子といったより大きな材料を構築する

ためのビルディングブロックとしての利用も検討されている 20–24。 

 

1-2 天然タンパク質ナノケージ 

タンパク質ナノケージの利用可能性は、主に天然に存在するタンパク質ナノ

ケージの人工的な機能化によって検討されてきた（図 1-1, 表 1-1）。 
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図 1-1. 天然タンパク質ナノケージの例。 

Ferritin (PDB: 1mfr)、CCMV (PDB: 1cwp)、MS2 (PDB: 2ms2)、Qβ (PDB: 1qbe)、P22 

(PC) (PDB: 2xyy)。 

 

中でも最もよく研究されるものの 1 つにフェリチンが挙げられる 25–27。フェ

リチンは、24個のサブユニットの自己組織化によってできる外径 12 nm、内径 8 

nmの球状粒子であり、8個の 3回対称軸と 6個の 4回対称軸部分に直径 0.3~0.5 

nmの孔が存在する。フェリチンは天然にはその 3回対称チャネルから鉄イオン

を取り込み、酸化鉄として貯蔵する鉄貯蔵タンパク質として機能する。フェリチ

ンは、幅広い pH、高温、変性剤に対して耐性のある安定な構造である。フェリ

チンから酸化鉄を除去したアポフェリチンは、異種物質の内包に利用されてき

た。このとき、フェリチン表面の孔は金属イオンや小さな有機化合物の取り込み

に利用できるが、多くの場合フェリチンに存在する孔は小さいため取り込み可

能な物質は制限される 28。フェリチンの孔は尿素やグアニジン塩酸塩の添加、加

熱、静水圧によって拡大することが示唆されており、これらを利用した取り込み

効率の改善が検討された 29–31。また、4回対称チャネル部分のループを切除する

ことで孔を拡張したフェリチンの構築も試みられた 32。大きな物質を内包する

ための別のアプローチとして、pHやイオン強度に依存した可逆的な解離・会合
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特性が利用される 24,33–37。しかし、特に極端な pHでの解離会合は完全に可逆的

ではなく、低い収率や構造の欠陥が生じることが指摘されている 37,38。 

ウイルスのキャプシドから核酸を除去したウイルス様粒子（VLP）も機能化の

テンプレートとしてよく利用される天然タンパク質ナノケージである 39,40。VLP

には直径数十～数百 nmの様々な構造のものが存在する。よく機能化に用いられ

る VLPとして、植物ウイルス cowpea chlorotic mottle virus (CCMV)やバクテリオ

ファージMS2、Qβ、P22などの VLPが挙げられる。CCMV VLPは外径 28 nm、

内径 18 nmの粒子である 41。CCMV VLPの内腔には、カチオン性に帯電した N

末端が存在しアニオン性の物質の内包を促進する。CCMV VLPは pH 6.5以上で

膨潤し、準 3回対称軸に 2 nmの孔が生じる。Douglasらは、この pHに応答した

孔の開閉を利用して、CCMV VLP内腔でのポリオキソメタレートの生成とアニ

オン性ポリマーの内包を報告した 42。また、CCMV VLPのケージ構造は pH 7.5

以上で解離し pH 5.0で再会合するため、これを利用した物質の内包も行われた
43,44。CCMV VLPの刺激応答的な構造変化はナノケージの機能化において魅力的

な性質であるが、生理的 pHで不安定な構造はその用途を制限する可能性がある
45。また、低コストで大量発現が可能なホストとしてよく用いられる大腸菌では

CCMV VLP が不溶性の封入体を形成しやすいことが知られている 46。一本鎖

RNAウイルスであるMS247と Qβ48は、天然にはその殻を形成するコートタンパ

ク質と RNAとの相互作用を介して RNAの周りでタンパク質が会合することで

ゲノムをカプセル化する。この RNAとコートタンパク質の相互作用は、VLPへ

の異種タンパク質の内包にも利用された 49–53。Qβはモノマー間でジスルフィド

結合を形成することでキャプシド構造を安定化している。MS2 はモノマーあた

り 2 つのシステインが存在し、ジスルフィド結合は形成しないが、キャプシド

の内部に埋もれて溶媒へのアクセス性が悪いため反応性は低い 54。MS2と Qβは

コートタンパク質のみを組み替えタンパク質として発現することでもRNAを含

まない VLP を形成させることができる。MS2 VLP と Qβ VLP の表面には直径

1.7 nmおよび 1.4 nmの孔が存在し、この孔を介して物質を取り込むことが可能
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である 55,56。しかし、これらの VLP は発現精製の過程などで異なる形態のもの

が形成することも報告されている 57–59。二本鎖 DNAウイルス P22の VLPは 420

分子のサブユニットからなる直径 58 nm の粒子である。P22 VLP は会合に数百

分子の足場タンパク質を必要とし、コートタンパク質と足場タンパク質の相互

作用によって会合が促進される。この相互作用を利用し、足場タンパク質に異種

タンパク質を融合することで、in vitroあるいは in vivoでの会合時に異種タンパ

ク質の内包が可能である 60。このことから、P22 VLPでは特に酵素などのタンパ

ク質の内包が検討されてきた 61,62。P22は、熱や変性剤によって不可逆的に構造

変化を起こし、足場タンパク質の放出、粒径の拡大、表面孔のサイズの増減が起

こることが知られている 63,64。 

このように様々な構造、性質を有する天然タンパク質ナノケージが機能化の

テンプレートとして利用されてきた。しかし、内部空間や表面孔の大きさ、構造

の均質性と安定性、調整の容易さなどの点で応用に適さない場合もある
32,37,45,65,66。 
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表 1-1. 天然タンパク質ナノケージの例 

分類 名称 
構造 

(量体) 

外径/内径 

(nm) 

表面孔径 

(nm) 
Ref. 

鉄貯蔵タンパク質 フェリチン 24 12 / 8 0.3~0.5 27 

      

ウイルス様粒子 CCMV 180 28 / 18 
~2 

(pH >6.5) 
41 

 MS2 180 27 / 20 ~1.7 47 

 Qβ 180 28 / 20 ~1.4 48 

 P22(PC) 420 58 / 47 ~3 67 

 P22(EX) 420 64 / 55 ~2 68 

 P22(WB) 360 64 / 55 ~10 69 

      

細菌の微小区画 エンカプスリン 60 24 / 22 0.5~0.6 70 

  180 32 / 26 ~0.6 71 

  240 42 /39 0.2~0.7 72 

      

ピルビン酸脱水素 

酵素複合体 
E2サブユニット 60 24 / 12 5 73 
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1-3 人工タンパク質ナノケージ 

より機能化に適した構造や性質を有するタンパク質ナノケージを人工的に構

築することができれば、その利用可能性の拡大につながることが期待される。そ

こで、天然タンパク質ナノケージの機能化と並行して、タンパク質ナノケージの

人工的な設計についても研究が進められてきた。2001年に Padilla、Yeatsらは天

然の多量体タンパク質の有する対称性に着目して、超分子構造体を設計するた

めの一般的な戦略を提唱し、2つの多量体タンパク質のモノマーを適切な二面角

になるように硬いリンカーによって繋いだ融合タンパク質の設計によるケージ

やフィラメント構造の構築を報告した 74。これまでに、この戦略による様々な形

状の人工タンパク質ナノケージの構築が報告されている 75,76。また、天然のウイ

ルスキャプシド構造を模倣するペプチド設計 77、コイルドコイルの相互作用を

利用した設計 78、サブユニット界面への金属配位サイトの導入 79、計算科学によ

るタンパク質サブユニット間の相互作用の人工的な設計 80–82 など、さまざまな

手法が開発されてきた。しかし、研究の主眼は均質なタンパク質ナノケージを構

築する設計手法自体にあり、その機能化が検討された例は少なく 83,84、天然タン

パク質ナノケージにおける課題の克服は行われていなかった。 

当研究室では、多面体の幾何学的な性質を利用した融合タンパク質の設計に

より、人工タンパク質ナノ粒子 TIP60（Truncated Icosahedral Protein composed of 

60-mer fusion proteins）を構築した （図 1-2）85,86。TIP60は、海洋メタゲノムか

ら単離された五量体タンパク質 LSm87 とヒト由来の反平行コイルドコイル二量

体タンパク質MyoX-coil88を融合したタンパク質（分子量: ~17.8 kDa）が 60分子

自発的に会合してできる直径 22 nm の切頂二十面体型粒子である。融合タンパ

ク質を大腸菌で発現することで、可溶性画分から均質な粒子として精製するこ

とができる。TIP60の鋳型タンパク質はいずれもアニオン性のものを用いている

ため、TIP60 はアニオン性を帯びた粒子として振る舞い、高い単分散性を示す。

TIP60の内径は約 15 nmであり、酵素などの大きな物質を取り込むにも十分な大

きさを有している。また、TIP60の表面には辺 4 nmの比較的大きな三角形状の
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孔が 20 箇所存在する。TIP60 の鋳型タンパク質にはシステインが存在しないた

め、五量体表面に存在するセリン残基をシステイン残基に置換することで TIP60

の内外表面に選択的に化学修飾部位を導入することが可能である (図 1-3)。フル

オレセインマレイミドによる修飾実験から、TIP60内外表面に導入したシステイ

ンを化学的に修飾可能であることが示された 85。この時 TIP60 の内側表面に導

入したシステインも修飾を受けたことから、TIP60が表面の孔を介して内部へ小

分子化合物を取り込めることが示唆された。TIP60の表面孔は 1辺 4 nmの三角

形状であり、その内接円の直径は約 2.3 nm と比較的大きいことから、TIP60 は

ケージ構造を解離させることなく、ポリマーやタンパク質といった比較的大き

な分子を内包可能であることが期待された。このように、容易な発現精製、高い

均質性、広い内部空間、大きな表面孔といった構造・性質を有している人工タン

パク質ナノケージ TIP60 は機能化のテンプレートとして適していると考えられ

る。 

 

 

図 1-2. 人工タンパク質ナノ粒子 TIP60の設計と構造。 
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図 1-3. (上段) LSmを横から見た図。モノマーの 1つをカートゥーンモデルで示

し、20番目と 50番目のセリン残基を球モデルで示した。(下段) TIP60システイ

ン変異体の模式図（TIP60変異体のシステイン残基の一部を図示）とフルオレセ

インマレイミドによる修飾実験の結果。85 

 

1-4 タンパク質ナノケージの表面修飾による機能化 

遺伝的・化学的修飾による機能改変は、実用化におけるタンパク質の利点の 1

つである。タンパク質ナノケージの内側表面、外側表面、界面という 3つの部位

を修飾することで、目的に応じたタンパク質ナノケージの機能改変が検討され

てきた 89。 

遺伝的修飾には変異導入によるアミノ酸の改変や、異種タンパク質の遺伝的

な融合が挙げられる。例えば、ケージの内側にカチオン性アミノ酸を導入するこ

とで核酸の内包率を向上させるというように、変異導入によってタンパク質表

面の性質を改変し内包分子との相互作用を導入することで内包効率を向上させ

ることができる 84。また、変異導入によってタンパク質ナノケージの刺激に応答
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した会合・解離特性の調整や、形成されるケージ構造の大きさの調整なども行わ

れた 90–93。他にも、タンパク質サブユニットがナノケージの内側あるいは外側に

向いた末端を有する場合、その末端に異種タンパク質を遺伝的に融合すること

で、ナノケージの内側あるいは外側に選択的にタンパク質やペプチドを提示す

ることが可能である 13,43,94,95。一方で、変異導入や遺伝的なタンパク質の融合は

ケージ構造の不安定化を引き起こすこともある 32。 

化学修飾では、タンパク質を発現した後でケージの組み立てとは独立して修

飾を行うことが可能であり、ポリマーや金属錯体、蛍光色素、糖鎖、薬剤など、

遺伝的な修飾と比較して多様な物質を修飾することができる 26,50,55,95–102。タンパ

ク質の化学修飾法としては、リジンや N 末端のアミン、システイン、グルタミ

ン酸や C 末端のカルボン酸、チロシンやトリプトファン、ヒスチジンなどを標

的とした反応が開発されているが、特にリジンや N 末端のアミンとシステイン

のチオールを標的とした修飾がよく確立された手法として広く用いられている
103。システインの修飾では、ジスルフィド結合のように可逆的な修飾を利用して

刺激に応答した化合物放出能を付与することも可能である 104,105。しかし、修飾

の標的としてよく利用されるこれらのアミノ酸はもともとタンパク質ナノケー

ジの内外に広く分布していることが多く、修飾部位や量を制御するために利用

可能なアミノ酸が限定されるという点は課題である。これを克服するため、先行

研究では非天然アミノ酸の導入なども検討された 55,106。 

本研究では、すでに TIP60 システイン変異体の化学修飾により TIP60 の内外

表面を修飾できることが明らかになっていたことから、TIP60の機能化手法とし

て化学修飾に着目した。 

 

1-5 本論文の構成 

第 1章では、本研究の背景および目的を述べた。本研究では、人工タンパク質

ナノケージ TIP60が、容易な発現精製、高い均質性、広い内部空間、大きな表面

孔などの機能化に適した構造・性質を有することに着目し、その機能化を通じて
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天然タンパク質ナノケージでは検討されていないタンパク質ナノケージの利用

可能性を提案することを目的とした。先行研究で TIP60 の内外に導入したシス

テインを化学修飾可能であったことから、特に化学修飾による機能化を検討し

た。 

第 2章では、TIP60の表面孔からの物質の取り込みを利用したタンパク質ナノ

ケージ内外のヘテロ修飾系を構築した。天然タンパク質ナノケージを用いた先

行研究から、タンパク質ナノケージ表面の孔は物質をサイズ依存的に取り込む

フィルターとして機能することが期待される 28,66,107。そこでまず、分子量の異な

るポリマーを用いた TIP60内側表面の化学修飾により、TIP60が孔から取り込み

可能な分子の大きさの評価を試みた。さらに、この結果をもとに TIP60 内外に

導入したシステインを異なる化合物で修飾しわけるヘテロ修飾系を構築し、酸

化還元応答性ナノキャリアとしての TIP60の機能化を検討した。 

第 3章では、第 2章で行った TIP60外側表面のポリマー修飾から着想を得て、

TIP60 粒子同士をポリマーで架橋することによるハイドロゲルの構築を行った。

そして、サブユニット間の非共有結合によって形成される超分子である TIP60を

ハイドロゲルの刺激応答性架橋点として利用できるのではないかと考え、これ

を検討した。ハイドロゲルの形成には多量のタンパク質を必要とすることから、

ゲル形成の検討に先立ち、まず TIP60 の大量精製系の確立を行った。その後、

TIP60 粒子同士をポリマーで架橋することによるハイドロゲルの構築を検討し

た。本ゲルでは TIP60 がポリマーネットワーク構造の架橋点となることから、

TIP60の60量体構造を解離させる刺激によってゾルゲル転移を起こすと考えた。

先行研究から TIP60は加熱により 60量体構造が解離することがわかっていたた

め、特にゲルの温度応答性を検証した。 

第 4章には本研究で得られた知見をまとめ、今後の展望を記した。 
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第2章 TIP60の内外表面修飾による酸化還元応答性ナノキャリア 

としての機能化 

 

2-1 緒言 

タンパク質ナノケージの内外表面を異なる化合物によって修飾するヘテロ修

飾は、タンパク質ナノケージの機能化において重要な手法の 1 つである。先行

研究では、内外で異なるアミノ酸をターゲットにした化学修飾法の利用や、遺伝

的な修飾との組み合わせによる内外表面のヘテロな修飾が行われてきた 55,56,95。

しかし、1種類の官能基を標的にしたシンプルな化学修飾による内外表面のヘテ

ロ修飾は検討されてこなかった。本研究では、TIP60が表面の孔から化合物を取

り込むことを利用して、TIP60内外に導入したシステインのヘテロ修飾系を構築

した。そして、本ヘテロ修飾系による TIP60 の酸化還元応答性ナノキャリアと

しての機能化を検討した(図 2-1)。まず、TIP60 が孔から取り込み可能な分子の

大きさを評価するため、TIP60 の内側にシステインを導入した変異体に対して

様々な大きさのポリマーによる化学修飾を行った。この結果から、TIP60内外両

表面にシステインを導入した二重変異体に対し、まず孔よりも大きな化合物に

よる修飾を行うことで外側のシステインを優先的に修飾し、その後、孔よりも小

さな化合物で内側のシステインを修飾することで、内外表面のヘテロ修飾が可

能であると考えた。実際に、TIP60外側表面のポリマー修飾と内側表面のジスル

フィド結合を介した小分子化合物の修飾を行い、システインを標的とした化学

修飾のみによる TIP60の酸化還元応答性ナノケージとしての機能化を検討した。 
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図 2-1. TIP60の表面孔によるサイズ選択的な分子の取り込みと、二重変異体のヘ

テロ修飾の概念図 
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2-2 外部からの物質の取り込みにおけるTIP60表面孔のフィルター効果の検証 

TIP60表面の孔から取り込み可能な分子の大きさを調べるため、TIP60の内側

にシステインを導入した変異体（S50C）について、大きさの異なる methyl 

polyethylene glycol maleimide（以降、PEGマレイミド、もしくは PEG-(分子量)と

表記）による修飾実験を行った（図 2-2）。PEGは中性の直鎖状ポリマーであり、

水中ではランダムコイル構造をとることが知られている。PEG のストークス径

は分子量から算出することができ、濾過膜の孔径を調べるために一般に用いら

れる 108,109。修飾に用いた PEGマレイミドの分子量とストークス径を表 2-1にま

とめた。 

 

 

 

図 2-2. PEGマレイミドによる TIP60システイン変異体の修飾実験 
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表 2-1. 修飾に用いた PEGマレイミドの分子量、ストークス径、修飾率と充填可

能な PEGの推定数 

表記 分子量 

ストークス径 

(nm) 

修飾率 (%) TIP60内部に
充填可能な
PEGの推定数 S50C S20C 

PEG-700 700 1.3 82 ± 2 94 ± 2 200以上 

PEG-1200 1200 1.8 65 ± 5 90 ± 0.4 200以上 

PEG-2000 2000 2.3 51 ± 3 91 ± 1 160 

PEG-5000 5000 3.8 26 ± 5 86 ± 3 30 

PEG-10000 10000 5.7 N. D. 89 ± 1 7 

PEG-20000 20000 8.3 N. D. 65 ± 2 1 

 

PEG マレイミドによる修飾は、Sodium dodecyl sulfate ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動（SDS-PAGE）によって確認した（図 2-3 A）。分子量 700~5,000の PEG

マレイミド（PEG-700, PEG-1200, PEG-2000, PEG-5000）で修飾した場合、未修飾

の S50C と比較して高分子量側にシフトしたバンドが観察され、PEG マレイミ

ドによる S50Cの修飾が示唆された。一方、分子量 10,000および 20,000の PEG

マレイミド（PEG-10000, PEG-20000）ではバンドの移動度の変化は見られなかっ

た。各 PEG マレイミドについて、バンド強度から算出した S50C の修飾率と、

PEGの分子量から算出されたストークス径 110の関係を図 2-3 Bに示す。PEGマ

レイミドの分子量の増加に伴って S50C 変異体の修飾率が低下することが明ら

かになった。一方、TIP60の外側にシステインを導入した S20C変異体について

も同様の修飾実験を行ったところ、全ての PEGマレイミドで高分子量側へのバ

ンドシフトが観察され、S20C変異体の修飾が示唆された（図 2-3 C）。S50C変異

体の修飾実験の結果とは異なり、PEG-700~PEG-10000で 90%前後のシステイン

の修飾が示唆された（図 2-3 D）。PEG-20000 を用いた場合のみわずかに修飾率

の低下が見られたが、これは TIP60表面における PEGの立体障害によると考え

られる。 
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図 2-3. PEGマレイミドによる (A, B) S50C変異体および (C, D) S20C変異体修

飾。 

(A, C) SDS-PAGEの結果。S50C or S20C: 未修飾変異体。レーン 1: PEG-700、レ

ーン 2: PEG-1200、レーン 3: PEG-2000、レーン 4: PEG-5000、レーン 5: PEG-10000、

レーン 6: PEG-20000で修飾した変異体。 (B, D) PEGマレイミドのストークス径

と修飾率の関係。各エラーバーは標準偏差を示す（n=3）。 

 

S50C変異体の修飾率は、PEG-2000（2.3 nm）では約 50%、PEG-5000（3.8 nm）

では約 30%に修飾率が低下した。孔の内接円の直径約 2.3 nmを超える、直径 3.8 

nm の PEG-5000 が TIP60 の内側のシステインを修飾できたのは、表面孔が辺 4 
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nm の三角形の形状を有することや、PEG 分子の柔軟性のためだと考えられる。

分子量の大きな PEG マレイミドによる S50C の修飾率は、表面孔の大きさによ

る分子のふるい分け以外に TIP60 の内部空間の体積にも影響を受ける可能性が

ある。そこで、球状空間に大きさの等しい球を充填するシミュレーションの先行

研究 111から、TIP60内部に充填可能な PEG分子の数の推定を行った。TIP60の

内部空間の半径およそ 7.5 nmから推定される内部空間に充填可能な PEG分子の

数を表 2-1 に示す。充填可能な PEG-10000 は 7 分子と推定され、これは修飾率

12%に相当する。しかし、SDS-PAGEでは修飾を示唆するバンドは見られなかっ

たことから、内部空間の体積による制限だけでは S50C変異体の修飾率の低下を

説明できないことが示唆された。 

PEG 修飾後の TIP60 の粒子構造は Native PAGE によって確認した(図 2-4)。

S20C 変異体では PEG 修飾後のサンプル全てでバンドが高分子量側へシフトし

た。一方、S50C変異体では PEG-700~PEG-5000で修飾した場合、バンドシフト

は見られず、これは S50C変異体では修飾した PEG分子が TIP60の内部空間に

存在するためだと考えられる（図 2-5）。PEG-10000および PEG-20000で修飾し

た場合、S50C変異体では未修飾の場合と同様の位置のバンドに加えて、わずか

に高分子量側にシフトしたバンドが見られた。このことから、S50C変異体のご

く一部が高分子量の PEGマレイミドと反応しており、これは SDS-PAGEでは検

出が困難であったと考えられる。小さなバンドシフトは、PEG-10000および PEG-

20000 による S50C 変異体の修飾では PEG 分子全体が TIP60 の内部空間に侵入

することはできず、マレイミド基のついた PEGの末端が内部に侵入することで

S50Cと反応し、PEGの反対側の末端は粒子の外側に突き出た状態になったため

に生じたと考えられる（図 2-5）。動的光散乱（DLS）の結果からも、S20Cに比

べて S50Cでは PEG修飾による粒径の変化が小さいことが示唆された（図 2-6）。 
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図 2-4. Native PAGEの結果。 (A) PEG修飾前後の S20C変異体。 (B) PEG修飾

前後の S50C変異体。 

S50C or S20C: 未修飾変異体、レーン 1: PEG-700、レーン 2: PEG-1200、レーン

3: PEG-2000、レーン 4: PEG-5000、レーン 5: PEG-10000、レーン 6: PEG-20000で

修飾した変異体。 

 

 

図 2-5. Native PAGEの結果から推測した PEG化 S50C変異体の模式図。 
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図 2-6. DLSの結果。 (A) PEG修飾前後の S20C変異体 (B) PEG修飾前後の S50C

変異体。 

黒: 未修飾 TIP60。水色: PEG-700、青: PEG-1200、緑: PEG-2000、紫: PEG-5000、

橙: PEG-10000、赤: PEG-20000で修飾した変異体。 

 

PEG-20000 で修飾した TIP60 について、TEM による観察を行った(図 2-7)。

S50C 変異体の TEM 像から、修飾反応後も TIP60 がその球状構造を維持してい

ることが確認できた。一方、S20C 変異体の TEM 像では粒子の境界が白くぼや

けた画像が得られた。この理由としては、TIP60 表面に修飾した PEG によって

モリブデン酸アンモニウムによる染色が不均一になった可能性が考えられる。 
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図 2-7. PEG-20000 で修飾した (A) S50C 変異体および (B) S20C 変異体の TEM

画像。 

 

2-3 TIP60表面孔を利用した内外表面のヘテロ修飾 

TIP60 表面の孔が内部空間にアクセス可能な分子を大きさでふるいわけるフ

ィルターとして機能することを利用して、TIP60の内外表面に導入したシステイ

ンを大きさの異なる分子で修飾しわけることができるのではないかと考えた。

具体的な手順を図 2-8に示す。TIP60の内外両面にシステインを導入した二重変

異体（S20C, S50C）に対して、まず分子量 10,000および 20,000の PEGマレイミ

ドのような表面孔よりも大きな分子を修飾する。これらの大きな分子は TIP60の

内部に侵入できないため、外側のシステイン（S20C）と優先的に反応すると考

えられる。続いて、TIP60の表面孔よりも小さな分子と反応させることで、未修

飾の内側システイン（S50C）を修飾することができると考えた。内側を修飾す

る分子として、5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)（DTNB）を用いた 112,113。DTNB

は TNB 二分子がジスルフィド結合で結合した化合物であり、遊離のチオールと

チオール-ジスルフィド交換によって反応し、一分子の TNB を放出する（図 2-

9）。もう一方の TNB分子はタンパク質と結合し（Cys-TNB）、これは還元剤の添

加によって放出されると考えられる。DTNB、Cys-TNBは 323 nmに、TNBは 412 

nmに最大吸収波長を持つことから、反応は吸光度測定によって確認した。 
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図 2-8. TIP60二重変異体（S20C, S50C）の内外表面修飾の模式図。 

 

 

図 2-9. TIP60システイン変異体と DTNBの反応のスキーム。TIP60変異体の 1つ

のシステイン残基を図示した。 
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分子量 10,000 および 20,000 の PEG マレイミドによる二重変異体の修飾は

SDS-PAGEによって確認した（図 2-10）。修飾率は PEG-10000では 87 ± 2%、PEG-

20000では 71 ± 1%であり、S20C単独変異体の修飾率と同様であった。TIP60一

分子について考えると、PEG-10000では 52/60個の外側システインが、PEG-20000

では 43/60個の外側システインが修飾されたと考えられる。 

 

 

図 2-10. SDS-PAGEによる TIP60二重変異体の PEG修飾の確認。 

DM: 未修飾二重変異体。レーン 1: PEG-10000、レーン 2: PEG-20000による修飾

後。 

 

続いて、PEG化二重変異体を DTNBと反応させた（図 2-11）。反応により生成

した TNBは 412 nmの吸光度から算出し、分子量 10,000の PEGで修飾した二重

変異体では TIP60一分子あたり 37個のシステインが、分子量 20,000の PEGで

修飾した二重変異体では 34 個のシステインが DTNB によって修飾されたと考

えられる。これらは、PEG 修飾後に未修飾のまま残っている外側システインの

数（PEG-10000修飾後: 8個, PEG-20000修飾後: 17個）よりも多く、内側のシス

テインが DTNBによって修飾されたことが示唆された。余剰の DTNBと生成し

た TNBを限外濾過によって取り除いた後も、サンプルは 323 nmに吸収を有し、

これは Cys-TNBの状態で TNBが TIP60の内部空間に存在することを示唆する。
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Cys-TNBの結合を切断するため還元剤である tris(2-carboxyethyl)phosphine（TCEP）

を添加すると、323 nmの吸収は減少し、412 nmの吸収が増大したことから TNB

の生成が示唆された。限外濾過後のサンプルでは 412 nmの吸収が見られないこ

とから、TNB は TIP60 の内側から外側へと放出され、限外濾過により除去され

たと考えられる。 

 

 

図 2-11. PEG化二重変異体のDTNB修飾。(A) PEG-10000修飾二重変異体の結果。 

(B) PEG-20000修飾二重変異体の結果。 

黒:DTNB修飾前。青:DTNB修飾後。橙:TCEP添加後。灰: 限外濾過による TNB

除去後。 

 

コントロールとして、S20C 単独変異体と S50C 単独変異体についても DTNB

による修飾を行った(図 2-12)。いずれの変異体も同様の修飾率（S20C: 74 ± 1%, 

S50C: 77 ± 1%）を示し、PEG 化二重変異体よりもわずかに修飾率は高かった

（PEG-10000 修飾二重変異体: 62 ± 1%, PEG-20000 修飾二重変異体: 56 ± 2%, 

DTNB が内側のシステインのみと反応したと仮定して算出）。DTNB 修飾後の

TIP60の形状は Native PAGEで確認した(図 2-13)。さらに、PEG化 S20C変異体

についても DTNB修飾を行ったところ、TIP60一分子あたり 7個（PEG-10000修

飾 S20C: 11 ± 0.5%）もしくは 8個（PEG-20000修飾 S20C: 13 ± 2%）のシステイ
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ンの修飾が示唆された (図 2-14)。PEG-20000 の場合、S20C 変異体の PEG 修飾

後に残っていると考えられる全てのシステインが DTNB と反応するわけではな

かったが、これは PEGの立体障害によると考えられる。以上より、PEG化二重

変異体の DTNB 修飾で生じた Cys-TNB 結合の多くは DTNB が内側のシステイ

ンと反応して生成したと考えられる。 

 

図 2-12 (A) S20C変異体および(B) S50C変異体の DTNB修飾。 

黒:DTNB修飾前。青:DTNB修飾後。橙:TCEP添加後。 

 

図 2-13. Native PAGEの結果。(左側) 未修飾の S20Cおよび S50C変異体。(右側) 

DTNB修飾後の S20Cおよび S50C変異体。 

修飾後には S50Cに対して S20Cは移動度が上昇した。修飾後の S20Cの移動度

の変化は外側にアニオン性の TNB が修飾されたことに起因する可能性がある。 
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図 2-14. PEG化 S20C変異体の DTNB修飾。 (A) PEG-10000修飾 S20Cの修飾結

果。 (B) PEG-20000修飾 S20Cの修飾結果。 

黒: DTNB修飾前。青: DTNB修飾後。 

 

次に、還元剤である TCEPの添加による TIP60からの TNB放出速度を比較し

た。すると、TIP60の外側システイン（S20C）を修飾した場合よりも、内側シス

テイン（S50C）を修飾した場合の方が TNBの放出に時間がかかることがわかっ

た(図 2-15)。内側システインに修飾した TNBは約 40分で放出されるのに対し、

外側システインに修飾したTNBは約10分で放出された。擬一次速度定数はS20C

変異体では 0.39 ± 0.03 min-1、S50C変異体では 0.11 ± 0.004 min-1であった。これ

は、内側システインへの TCEP のアクセスが遅いためである可能性が考えられ

る。PEG-10000と PEG-20000で表面を修飾した二重変異体からの TNB放出の時

間依存性は、S50C 変異体からの TNB 放出の時間依存性に近く、擬一次速度定

数はそれぞれ 0.10 ± 0.003 min-1（PEG-10000修飾二重変異体）と 0.10 ± 0.002 min

-1（PEG-20000修飾二重変異体）であった。この結果は、二重変異体の修飾にお

いて TNB が内側のシステインを修飾していることをサポートし、TIP60 表面に

修飾した PEG分子は TNBの放出速度に影響しないことを示唆する。 
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図 2-15. TCEPと DTNB修飾 TIP60変異体の反応の時間依存性。 

 

TCEP の代わりにチオールを含まない強い還元剤である水素化ホウ素ナトリ

ウムを用いた場合にも、同様に内側システインからの遅い TNB放出が観察され

た (図 2-16)。TCEPは TIP60表面の孔よりも小さいため、TCEPと内側のシステ

インの反応が遅いのは分子の大きさ以外の理由によると考えられる。TIP60のク

ライオ電子顕微鏡による構造解析の結果、表面孔の周辺にカチオン性の領域が

存在することがわかった 86。このカチオン性領域と、アニオン性の還元剤の間で

相互作用が生じ、TIP60内側への TCEPのアクセスが阻害されている可能性が考

えられた。実際に、TCEPと似た構造を持つクエン酸イオンを添加した条件下で

の TCEPによる TNB放出実験の結果、内側に TNBを修飾した TIP60からの TNB

放出速度が上昇し、内側に修飾した TNBの遅い放出速度は TCEPと TIP60の孔

の周りでの静電的な相互作用によることが示唆された 86。 
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図 2-16. 水素化ホウ素ナトリウムと (A) DTNB修飾 S20C変異体、 (B) DTNB修

飾 S50Cの反応。 

青: 反応前。橙: 反応後。 

 

2-4 結言 

本章では、均質な構造を有するタンパク質ナノ粒子 TIP60 を用いて、その表

面に存在する三角形状の孔が TIP60 の内部空間に侵入可能な分子を大きさによ

ってふるいわけるフィルターとして機能することを明らかにした。この性質を

利用して、TIP60の内外表面に導入したシステイン変異体を大きさの異なる分子

で修飾しわけられることを示した。TIP60内部にジスルフィド結合によって修飾

した化合物は還元剤の添加によって放出することが可能であった。TIP60の外側

にジスルフィド結合で分子を修飾した場合と比較して、内側に分子を修飾した

場合の還元剤添加による化合物の放出速度は遅く、これは還元剤と TIP60 表面

孔周辺のカチオン性残基との間の静電相互作用による可能性が示唆された。以

上の結果は、TIP60の刺激応答性ナノキャリアとしての利用可能性を示している。 
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2-5 実験方法 
 

使用した試薬 

タンパク質マーカー(10倍濃縮, SDS-PAGE用, MW6,500~200,000), CBBステイン 

ワン (Ready to use), イミダゾール, エチレンジアミン四酢酸, トリスヒドロキ
シメチルアミノメタン, ジチオスレイトール, イソプロピル β-D-チオガラクト
ピラノシド, クロラムフェニコール, 水素化ホウ素ナトリウム (以上、ナカライ
テスク), NativeMarke Unstained Protein Standard, NativePAGE 4-16% Bis-Tris Protein 

Gels, NativePAGE Running buffer (20×), NativePAGE Sample buffer (4×) (以上、
Invitrogen), 0.5 mol/L TCEP溶液 中性, 2-メルカプトエタノール (以上、富士フィ
ルム和光純薬), Methyl-PEG12-Maleimide, Methyl-PEG24-Maleimide (以上、東京化成
工業), PEG マレイミド (分子量 2,000, 5,000, 10,000, 20,000) (以上、Biochempeg 

Scientific), N, N-ジメチルホルムアミド (脱水) (以上、関東化学株式会社)を用い
た。 

 

二重変異体の構築 

二重変異体は、すでに先行研究 85で構築済みであった S50C変異体に対し、S20C

変異を導入するプライマーを用いた部位特異的変異導入によって行った。 

表 2-2. 使用したプライマー 

S20C プライマー 5’-AATATTTGTGAATCTCAAGGCCTGATTACGATT-3’ 

5’-AGATTCACAAATATTCCCGATAATATCTTCGCC-3’ 

 

タンパク質の発現 

pACYC-Duet1 ベクターにクローニングした TIP60 とその変異体を Escherichia 
coli BL21(DE3)で発現した。クロラムフェニコールを添加した LB培地で 37 °C、
200 rpmで 16時間前培養した。本培養液（クロラムフェニコール含有 LB培地）
に 1/100量の前培養液を添加し、37 °C 200 rpmで浸透培養した。2時間後に IPTG

を終濃度 0.1 mMで添加し、さらに 6時間培養した。遠心分離により回収した菌
体は使用するまで-80 °Cで保存した。 

 

Ni-NTAカラムクロマトグラフィーによるタンパク質の精製 

20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)に懸濁した菌体を超音波によって破砕し、
10000×g、4 °Cで 10分間遠心分離した。可溶性画分を、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)

で平衡化した Ni-NTAカラムにアプライした。20 mM Tris-HCl, 20 mM Imidazole 

(pH 8.0)で洗浄した後、20 mM Tris-HCl, 500 mM Imidazole (pH8.0)でタンパク質を
溶出し、冷蔵庫で保存した。 
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システイン変異体の場合、菌体破砕とカラムの平衡化のバッファーには 20 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT(pH 8.0)を使用した。Ni-NTAカラムに可溶性
画分をアプライ後、まず 20 mM Tris-HCl, 20 mM Imidazole, 10 mM DTT (pH8.0)で
洗浄した後、20 mM Tris-HCl, 20 mM Imidazole (pH 8.0)で洗浄しDTTを除去した。
20 mM Tris-HCl, 500 mM Imidazole (pH 8.0)で溶出したタンパク質溶液に 1 mM 

TCEPを添加し冷蔵庫で保存した。 

 

タンパク質濃度の測定 

TIP60のモル吸光係数 8480 M-1 cm-1を使用し、280 nmの吸光度からタンパク質
の濃度を決定した。タンパク質の濃度は特に断りがない限り 60量体のタンパク
質濃度を表す。 

 

UV-Vis吸収測定 

紫外可視分光光度計(UV-1900, Shimadzu Corporation)と石英セル (ASLAB)を用い、
光路長 1 cmで測定を行った。 

 

DLS測定 

Zetasizer Nano ZSと ZEN0040 (Malvern Instruments Inc.)を使用し測定を行った。 

 

SDS-PAGE 

サンプルをサンプルバッファーと混合（2% SDS, 終濃度）し、15%のポリアクリ
ルアミドゲルで分離した (20~30 mA, 定電流)。CBBで染色したゲルは FAS-V gel 

imaging system (Nippon Genetics Co., Ltd.)で撮影した。バンド強度は Image Jを用
いて解析した 114。 

 

Native PAGE 

サンプルをサンプルバッファーと混合し、NativePAGE Bis-Tris ゲル(4-16%, 

Invitrogen)で分離した (150 V, 2時間)。CBBで染色したゲルは FAS-V gel imaging 

system (Nippon Genetics Co., Ltd.)で撮影した。 

 

TEM観察 

エクセルサポートフィルム (Nisshin EM Co., Ltd.)にマウントしたサンプルを 2%

モリブデン酸アンモニウムで染色し、TEM-120 (FEI Tecnai)で観察した。 

 

PEGマレイミドによる TIP60システイン変異体の修飾 

TIP60システイン変異体は 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH7.4)のバッファーで
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透析した。PEGマレイミドは DMFに溶解した。0.2 µMのタンパク質と 1 mMの
PEG マレイミドを 30 °C で 5 分間反応させた。二重変異体の PEG 修飾では、1 

µMのタンパク質を 1 mMの PEGマレイミド (分子量 10000あるいは 20000)と
反応させた。5%の 2MEを添加して反応を停止し、余剰な PEGマレイミドを限
外濾過によって除去した。 

 

S20C、S50C、PEG化二重変異体の DTNB修飾 

S20C、S50Cおよび PEG化二重変異体を 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)の
バッファーで透析した。0.6 µMのタンパク質を 360 µMの DTNBと 30 °Cで 20

分間反応させた。反応後のサンプルは Amicon Ultra-15 (MWCO 10 kDa, Merck)を
使用して限外濾過し、余剰の DTNBと生成した TNBを除去した。紫外可視分光
光度計 (UV-1900, Shimadzu Corporation)を用いてサンプルの吸光度を測定した。
TNB放出では、サンプルに終濃度 1 mMで TCEPを添加した後の 412 nmの吸光
度の時間変化を測定した。生成した TNBは限外濾過によって除去した。 

 

ホウ素化水素ナトリウムによる DTNB修飾 S20Cおよび S50Cの還元 

S20Cおよび S50C変異体を 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)のバッファーで
透析した。0.6 µMのタンパク質を 360 µMの DTNBと 30 °Cで 20分間反応させ
た。反応後のサンプルは Amicon Ultra-15 (MWCO 10 kDa, Merck)を使用して限外
濾過し、余剰の DTNB と生成した TNB を除去した。紫外可視分光光度計(UV-

1900, Shimadzu Corporation)を用いてサンプルの吸光度を測定した後、10 mM 

NaBH4 (0.1 M NaOHに溶解)と反応させた。中性の水溶液中では NaBH4は加水分
解し水素ガスを発生する。水素ガスによる気泡の発生によって反応中の吸光度
の測定は困難であったため、20分後の吸光度を反応の終点として測定した。 
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第3章 TIP60を超分子架橋剤とした刺激応答性ハイドロゲルの構築 

 

3-1 緒言 

ハイドロゲルは水を豊富に含むソフトマテリアルであり、食品や医療、化粧

品、農業などといった様々な分野で利用されている 115–119。特に熱や光、pHなど

の外部刺激に応答して構造や性質が変化するゲルは刺激応答性ゲルと呼ばれ、

刺激に応答した物質の放出やセンサーなどの用途で利用される 120–126。第 3章で

は、TIP60 の 60 量体構造が刺激によって解離するという超分子の性質を利用し

て、TIP60 を構成要素とした刺激応答性ハイドロゲルの構築を検討した（図 3-

1）。第 2章で行った TIP60外側表面の PEGマレイミドによる修飾実験から着想

を得て、TIP60 の外側表面を両端にマレイミド基のついたビスマレイミド PEG

で修飾することで、TIP60粒子がポリマーで架橋されたネットワーク構造を構築

でき、TIP60 をゲル化できるのではないかと考えた。本ゲルでは超分子である

TIP60 がネットワーク構造の架橋点となることから、TIP60 の 60 量体構造を破

壊する刺激によってゾルゲル転移するという刺激応答性を示すことが期待され

た。天然タンパク質ナノケージであるフェリチンやウイルス様粒子を用いた先

行研究では、これらをゲルに組み込むことで刺激に応答した化合物内包・放出能

の付与やゲルの機械特性の調整が可能であることが報告されていた 127–132。しか

し、これまでタンパク質ナノケージの超分子構造の刺激応答性がゲル構造に与

える影響について検討した例はない。先行研究より TIP60 は加熱により解離す

ることがわかっていたため、本研究ではゲルの温度応答性を検証し、TIP60がゾ

ルゲル転移を引き起こす超分子架橋点として機能する可能性を検討した。 
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図 3-1. ハイドロゲルの刺激応答性架橋点としての TIP60の利用の概念図。 

 

3-2 TIP60の大量精製系の構築 

アフィニティクロマトグラフィーのような時間とコストのかかる精製プロセ

スと低い収量は、ゲルのようなマクロな材料の構成要素としてのタンパク質の

利用を妨げる課題の 1 つである 133,134。そこで、TIP60 を構成要素としたゲルの

構築の検討に先立ち、ゲル化に十分な TIP60 を獲得するための簡便な精製系の

構築を検討した。TIP60はアニオン性の粒子であり、アミノ酸配列から計算され

る等電点はおよそ 5.5である。そこで、pH 8.0の TIP60溶液に pH 4.5の酢酸バ

ッファーを加えて溶液の pHを約 5.5に調整したところ、溶液が白濁し TIP60が

凝集したことが示唆された（図 3-2 A 写真 2）。溶液を遠心分離して凝集体を回

収し、pH 8.0のバッファーを加えると、目視では沈殿が確認できなくなり、TIP60

が中性バッファーに再度溶解したことが示唆された（図 3-2 A 写真 3）。沈殿前

後の TIP60の構造は Native PAGEと DLSで確認し、TIP60の粒子構造が維持さ

れていることが示唆された（図 3-2 B, C）。 
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図 3-2. (A) TIP60の pH依存的な沈殿の様子。1: 中性バッファー中 2: 酸性バッ

ファー中 3: 中性バッファー再溶解後。(B) Native PAGE の結果。レーン番号は

パネル Aのサンプル番号を表す。(C) DLSの結果。黒点線: 中性バッファー中、

橙線: 酸性バッファー中、青線: 中性バッファー再溶解後の TIP60。 
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pH 5.5における沈殿形成と再溶解を 3回繰り返したところ、90%近くの TIP60

を再可溶化することができた。Native PAGE とサイズ排除クロマトグラフィー

（SEC）の結果、その形状に大きな変化は見られなかった（図 3-3）。 

 

 

図 3-3. TIP60沈殿-最可溶化サイクルの繰り返し結果。(A) SDS-PAGEの結果。S: 

上清、P: 沈殿。ゲル上部の数字は、沈殿サイクルの繰り返し回数。(B) Native PAGE

の結果。レーン 1: カラム精製 TIP60。レーン 2~4: 1~3回目の沈殿を再溶解した

サンプル。(C) SECの結果。青: カラム精製 TIP60、黄, 橙, 赤: 1~3回目の沈殿

を再溶解したサンプル。 

 

溶液の pHと TIP60の沈殿割合の関係を調べたところ、pH 6.5以下の溶液では

90%以上の TIP60が沈殿し、TIP60の 50%が沈殿する pHは 6.60±0.01と計算さ

れた（図 3-4）。TIP60の鋳型タンパク質である LSmと MyoX-coilの等電点はそ

れぞれ 5.7と 4.6である。そのため、マイルドな酸性 pHでの TIP60の沈殿は LSm

の正味電荷の減少によって起こると考えられる。LSm を単独で発現精製したサ

ンプルについて pH に依存した沈殿形成を検証したところ、わずかではあるが

pH6.5と 7.0で沈殿が認められた。沈殿が認められた pHは His tagを含めて計算

された LSm の等電点~6.4 と近い値であった (図 3-5)。この結果から、TIP60 で
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は 1粒子あたり 12個の LSmにおける多価の相互作用がマイルドな酸性 pHでの

沈殿形成を促進したと考えられる。 

 

 

図 3-4. (A) SDS-PAGEの結果。各レーンの数字は溶液の pHを表す。(B) 上清お

よび沈殿中の TIP60の割合と溶液の pHの関係。Sup.: 上清。Ppt.: 沈殿。各エラ

ーバーは標準偏差を示す（n=3）。 
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図 3-5. LSmの pHに依存した沈殿形成実験での SDS-PAGE結果。各レーンの数

字は溶液の pHを表す。 

 

pHに依存した TIP60の沈殿を利用して、TIP60を発現した大腸菌の可溶性画

分から TIP60 を精製できるのではないかと考えた。そこで、大腸菌の可溶性画

分からの pHに依存した TIP60の沈殿挙動を調べたところ、Ni-NTAカラムクロ

マトグラフィーで精製した TIP60溶液の結果とは異なり、pH5.5~6.5で沈殿する

TIP60の割合は約 50%にとどまった(図 3-6 A, B)。これは、可溶性画分中の不純

物によって TIP60 の沈殿が妨げられたためだと考えられる。可溶性画分から回

収した TIP60 の沈殿を中性バッファーで再溶解した溶液について、吸光度測定

を行ったところ、260 nm付近に最大吸収波長を有するスペクトルが見られ、核

酸が存在することが示唆された (図 3-6 C)。アガロースゲル電気泳動の結果から

も、pH 5.0から 6.5で TIP60は核酸とともに沈澱することが示唆された (図 3-6 

D)。TIP60 の鋳型タンパク質の 1 つである五量体タンパク質 LSm は RNA 結合

タンパク質のファミリーとして知られている 87。したがって、核酸との相互作用

が TIP60の可溶性画分からの沈澱を阻害する主な要因であると考えた。 
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図 3-6. 可溶性画分からの TIP60の沈澱。(A) SDS-PAGEの結果。(B) pHと上清

および沈澱中の TIP60 の割合の関係。各エラーバーは標準偏差を示す（n=3）。

(C) 吸光度測定の結果。橙線: 可溶性画分から沈澱を再溶解した溶液。黒線:カラ

ム精製した TIP60溶液。(D) アガロースゲル電気泳動の結果。 
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そこで、核酸とタンパク質間の相互作用を弱めるため 1 M KCl の存在下で可

溶性画分からの TIP60の沈澱実験を行った(図 3-7)。その結果、pH 5.0から 6.5の

範囲で、80~90%の TIP60が沈殿し、ほとんどの夾雑タンパク質は上清に残った。

50%の TIP60が沈澱する pHは 6.97 ± 0.16と計算された。アガロースゲル電気泳

動の結果、pH6.0から 7.0での沈殿物には核酸がほとんど存在しないことが示唆

された。以上の結果から、1 M KClの存在下 pH 6.0~6.5が可溶性画分から TIP60

を沈澱させるのに適した条件であることが示唆された。 

 

図 3-7. 1 M KCl存在下での可溶性画分からの pHに依存した TIP60の沈澱。(A) 

SDS-PAGE の結果。(B) pH と上清および沈澱中の TIP60 の割合の関係。各エラ

ーバーは標準偏差を示す（n=3）。 (C) アガロースゲル電気泳動の結果。 
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また、核酸の除去におけるヌクレアーゼの効果も検討した(図 3-8)。ヌクレア

ーゼの添加によって pH 6.0における可溶性画分からの TIP60の沈殿は 80%以上

に増加した。この結果は、TIP60と相互作用した核酸が TIP60の沈殿形成を阻害

していたという仮説を支持する。しかし、KCl添加時とは異なり、ヌクレアーゼ

処理によって得られた TIP60 の沈殿には多くの核酸と夾雑タンパク質が含まれ

ていた。この結果は、KClの添加が核酸だけでなく夾雑タンパク質の除去にも効

果があることを示していた。 

 

 

図 3-8.ヌクレアーゼ処理した可溶性画分からの pH 6.0での TIP60の沈殿実験の

結果。左は SDS-PAGE、右はアガロースゲル電気泳動の結果である。(A) KCl非

存在下。(B) KCl存在下。 
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以上の結果をもとに、溶液の pH制御による可溶性画分からの TIP60の精製法

を検討した。精製の手順を図 3-9に示す。 

 

 

図 3-9. pH制御による TIP60の精製スキーム。 

 

100 mlの培養液から回収した菌体を 20 mM Tris-HCl (pH 8) に懸濁し、超音波

破砕後に遠心分離することで可溶性画分を得た（Sample 0）。可溶性画分に KCl

を 1 Mになるよう添加した後、20 mM 酢酸バッファー(1 M KCl含有, pH 4.5)と

混合し、溶液の pH が約 6.3 になるようにした。氷上で 30 分間静置した後、遠

心分離によって沈殿を回収し、pH 8.0のバッファーに懸濁した（Sample 2）。SDS-

PAGEの結果、TIP60の大部分は沈澱の再懸濁液（Sample 2）中に含まれ、夾雑

タンパク質は多くが上清中（Sample 1）に残っていた（図 3-10 A）。再懸濁液

（Sample 2）の吸光度測定の結果、280 nm 付近に吸収極大をもつスペクトルが
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得られ、核酸が除去されていることが示唆された（図 3-10 B）。短波長領域（350-

500 nm）において高いベースラインが見られたが、これは溶解していない粒子か

らの散乱に由来すると考えられる。そこで、さらに遠心分離を行い、溶解してい

ない粒子を除去した。遠心分離後、TIP60の大部分は上清（Sample 3）に含まれ、

未溶解のタンパク質は沈殿として除去された（Sample 4）。上清は、Ni-NTAカラ

ムクロマトグラフィーで精製した TIP60 溶液と同様の吸収スペクトルを示した

（図 3-11 A）。沈澱法で精製した TIP60の収率は 75.1 ± 2.8%であり、Ni-NTAカ

ラムクロマトグラフィーによる精製での収率 42.7 ± 5.5%よりも向上した（図 3-

11 B）。また、精製した TIP60の純度は沈澱法では 81.2 ± 1.3%であり、Ni-NTAカ

ラムクロマトグラフィー精製での純度 81.0 ± 2.6%と同様の値であった（図 3-11 

C）。 

 

 

図 3-10. 沈澱法による精製の結果。(A) SDS-PAGEの結果。各レーンの番号は図

3-9のサンプル番号を表す。(B) 吸光度測定の結果。Sample 2~4は図 3-9のサン

プル番号を表す。 
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図 3-11. (A) 沈澱法により精製した TIP60 溶液(青線)と Ni-NTA カラムクロマト

グラフィーにより精製した TIP60溶液(黒点線)の吸収スペクトルの比較。(B) Ni-

NTAカラムクロマトグラフィーによる精製の SDS-PAGEの結果。SF: 可溶性画

分。FT: フロースルー。W1~3: 洗浄画分。E1~3: 溶出画分。(C) 沈澱法(左)およ

びカラムクロマトグラフィー(右)で精製した TIP60 溶液の SDS-PAGE による純

度の確認。 

 

沈澱法によって精製した TIP60の構造は、Native PAGE、SEC、TEMによって

確認された（図 3-12）。また、沈澱法により精製した TIP60と Ni-NTAカラムク

ロマトグラフィーで精製した TIP60 の耐熱性を Trp 蛍光測定によって確認した

ところ、融解温度は~62 °Cといずれの精製法でも同様の値であった（図 3-13）。 
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図 3-12. (A) 沈殿法により精製した TIP60の Native PAGEの結果。(B) SECの結

果。(C) 沈澱法により精製した TIP60の TEM像。 

 

図 3-13. Trp蛍光測定の結果。左: 20 °Cにおける発光スペクトル。右: 336 nmの

発光強度の変化の温度依存性。 
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500 mLの培養液から回収した野生型（WT）および S20C変異体についても pH

沈殿法による精製を検討した。その結果、100 mL培養液から回収した菌体から

の精製と同様の結果を示し、沈殿法をより大きなスケールに適用できることが

わかった（図 3-14）。 

 

 

図 3-14. 500 mL培養液から回収した菌体からの沈殿法による精製結果。(A) WT

の精製における SDS-PAGEの結果。(B) S20C変異体の精製における SDS-PAGE

の結果。(C) 精製した TIP60の吸収スペクトル。青: WT。橙: S20C。黒点線: 100 

mL培養液から回収した菌体から沈殿法で精製したWT。 
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3-3 TIP60を用いたハイドロゲル形成 

TIP60の外側にシステインを導入した変異体 S20Cを両端にマレイミド基を有

するビスマレイミド PEG（BM-PEG, 分子量 10,000）で修飾することにより、

TIP60の 60量体構造が分岐点となったゲルの構築を検討した（図 3-15）。 

 

 

図 3-15. TIP60ゲルの設計と 50 µM TIP60を含む TIP60ゲルの写真。 

 

実際に、10~50 µMの TIP60を BM-PEGで修飾したところ、20 µM以上の TIP60

を用いた場合にバイアルを反転させてもサンプルが底から流れ落ちなくなり、

ゲル化が示唆された(図 3-16)。 

 

 

図 3-16. BM-PEG修飾後の TIP60 (濃度: 10~50 µM)の様子。 
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ゲル中で TIP60 がネットワーク構造の架橋点となっていることを確認するた

め、SDS による TIP60 の変性がゲルに与える影響を検討した。TIP60 ゲル（50 

µM TIP60）を 2% SDS溶液とインキュベートしたところゲルが溶解し、TIP60の

60量体構造がゲル構造の維持に必要であることが示唆された（図 3-17A）。TIP60

ゲルの溶解液を SDS-PAGE で分析した結果、49 ± 2%の TIP60 モノマーが BM-

PEGで架橋され、21 ± 3%の TIP60モノマーが BM-PEGの一方のマレイミドと反

応し、30 ± 3%の TIP60モノマーが未修飾の状態であることが示唆された（図 3-

17B）。 

 

 

図 3-17. (A) SDSによる TIP60ゲル（50 µM TIP60）の溶解。(B) TIP60ゲル溶解

液の SDS-PAGEの結果。レーン 1: 未修飾 S20C変異体。レーン 2: ゲル溶解液。 

 

50 µM TIP60を含むゲルについて、回転式レオメーターを用いてレオロジー特

性を評価した。25 °Cで 0.01-8%のひずみでひずみ掃引試験を行い、ゲルの線形

粘弾性領域を調べた（図 3-18 A）。周波数掃引試験では、25 °Cでの実験周波数

範囲（0.1-10 Hz）において、貯蔵弾性率（G’）が損失弾性率（G”）よりも約 1桁

大きいことが示され、ゲル状態であることが示唆された（図 3-18 B）135。 
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図 3-18. 50 µM TIP60を含むゲルのレオロジー特性。(A) ひずみ掃引試験の結果。

(B) 周波数掃引試験の結果。 

 

3-4 TIP60ゲルの熱応答性ゾルゲル転移の検証 

以前の研究結果から、TIP60 の 60 量体構造は加熱によっても壊れることが明

らかになっている 85。そこで、TIP60ゲルの構造に対する加熱の影響を検証した。

30~80 °Cに設定した湯浴で 5分間加熱した後の TIP60ゲルの様子を観察したと

ころ、70 °Cおよび 80 °Cで加熱したゲルは加熱後にバイアルを反転させるとサ

ンプルがバイアルの底から流れ落ち、ゾル化したことが確認された（図 3-19 A）。

一方で、30~60 °C で加熱したゲルでは目視でゲルの状態に大きな変化は見られ
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なかった。TIP60の変性温度は~61 °Cであることから 85、加熱によるゲルからゾ

ルへの転移は TIP60の変性に関連していると考えられる。60 °Cの湯浴で 2時間

加熱したところ、溶媒の染み出しによる収縮は見られたが、ゾル化は観察されな

かった（図 3-19 B）。 

 

 

図 3-19. (A) 30~80 °Cの湯浴で 5分間加熱した後の TIP60ゲルの様子。(B) 60 °C

で 2時間加熱した後の TIP60ゲルの様子。 

 

興味深いことに、80 °C 5分間の加熱によりゾル化したサンプルは、室温で冷

却すると再び素早くゲル化した（図 3-20）。この可逆的なゾルゲル転移は、80 °C 

5 分間加熱の条件では少なくとも 10 回繰り返すことができた（図 3-21 A）。ま

た、80 °Cでの加熱時間を 30分、60分に延長しても、室温での冷却による可逆

的なゲル化が観察された（図 3-21 B）。 
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図 3-20. TIP60ゲルの加熱冷却による可逆的なゾルゲル転移の様子。 

 

 

図 3-21. (A) 80 °Cで 5分加熱を繰り返した後の再ゲル化の様子。(B) 80 °Cで 30

分および 60分加熱後の再ゲル化の様子。 

 

ゲルの加熱冷却による G’と G”の変化を図 3-22 に示す。ゲルの乾燥が測定結

果に与える影響を最小限にするため、測定は 50 °C から開始し、5 °C/min の速

度で 70 °Cまで昇温した。50 °Cでのデータは、G’が G”よりも大きいことから、

試料がゲル状態にあることを示唆した。G’の値は温度の上昇とともに減少し、

63.2 °Cから64.2 °Cの間でG’=G”となるクロスオーバー点が見られたことから、
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この温度以上でゲルがゾルに変化したことが示唆された。冷却すると、58.9 °C

から 57.9 °Cの間に再び G’=G”となるクロスオーバー点が観察され、ゾルからゲ

ルへの可逆的な転移が示唆された。クロスオーバー点（G’=G”）の温度は、TIP60

の変性温度とよく一致していた。 

 

 

図 3-22. 貯蔵弾性率および損失弾性率（G’および G”）の温度依存性。(A) 加熱

過程（50 °C～70 °C）。(B) 冷却過程（70 °C～25 °C）。 
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加熱による TIP60 ゲルのゾルゲル転移と TIP60 の構造変化の関係を調べるた

め、小角 X 線散乱（SAXS）による解析を行った。希薄な TIP60 溶液は、図 3-

23A のように周期的な散乱強度の極大を有する、均質な球状粒子に特徴的な散

乱パターンを示すことが先行研究でわかっている 85。TIP60ゲルは、TIP60溶液

と同様の位置に周期的な極大を有する散乱パターンを示し、ゲル中で TIP60 が

粒子構造を維持していることが示唆された (図 3-23 A)。低角側ではゲルサンプ

ルは希薄な TIP60 溶液とは異なる散乱パターンを示したが、これはゲル化に必

要な高濃度のタンパク質存在下での粒子間干渉によると考えられる。粒子間干

渉の影響により、ギニエプロットによる慣性半径 Rgの推定は困難であった。二

点間距離分布関数（P(r)）を図 3-23Bに示す。右側にシフトしたピークを有する

P(r)の分布は、TIP60 の中空構造を反映していると考えられる。P(r)から推定さ

れた実空間 Rgはゲルでは 8.92 nm, 希薄な TIP60溶液では 8.90 nmであった。ま

た、ゲルサンプルの最大長（Dmax）は 22 nmであり、溶液中の TIP60の測定結果

から得られた値と同等であった。したがって、ゲルサンプルからの散乱パターン

は主に TIP60 に由来するものであり、PEG 分子の寄与はほとんどないと考えら

れる。 

 

図 3-23. (A) ゲル（赤）および希薄な TIP60溶液（青）の SAXSの散乱パターン。

希薄な TIP60溶液の SAXSの散乱強度は無限濃度に外挿した。(B) ゲル（赤）お

よび希薄な TIP60溶液（青）の二点間距離分布関数（P(r)）。 
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加熱、冷却処理を行った後の TIP60 ゲルサンプルからも、周期的な極大を有

する散乱パターンが観察された (図 3-24 A)。加熱前と比較してパターンはわず

かに平坦化したが、これはおそらく粒子構造の均一性が低下したためだと考え

られる。この結果は、TIP60の粒子構造が熱によるゾルゲル転移後も残っている

ことを示唆していた。加熱冷却中のタンパク質の変性についてさらに調べるた

め、20 °Cから 80 °Cまで昇温（5 °C/min）し、80 °Cで 5分間インキュベート、

80 °Cから 20 °Cまで冷却（5 °C/min）する過程での SAXSの散乱パターンを測

定した(図 3-24 B)。ゲルからの散乱パターンは、20 °Cから 70 °Cの昇温過程で

は低角側のピーク強度が減少する以外にほとんど変化は見られなかった。70 °C

以上になると徐々に周期的な極大が消失し、TIP60の粒子構造が加熱により崩壊

していることが示唆された。散乱パターンの変化が起こった温度は TIP60 のゲ

ルからゾルへの転移が目視で観察された温度と一致していた。80 °Cで 5分間イ

ンキュベートした後のクラツキープロットは、q = ~0.3 nm-1に単一のピークを持

つベル型のパターンを示し、TIP60の構造とは異なる球状構造の存在を示唆した。

冷却過程ではサンプルが 70 °C 以下になると周期的な極大を有する散乱パター

ンが回復し始め、散乱パターンの変化は 50 °Cでほとんど完了した。70 °C～80 °

Cへの加熱過程と 70 °C～50 °Cへの冷却過程の詳細なデータは図 3-25に示す。

以上のデータは、ゲルの加熱により粒子構造が失われても冷却過程で再会合し

粒子構造を再形成できる TIP60 が存在することを示唆していた。繰り返しの加

熱冷却処理による散乱パターンの変化は、1回目が最も顕著であり、6回および

12 回の加熱冷却処理後も周期的な極大を有する散乱パターンが見られた (図 3-

26 A)。30 分および 60 分間加熱処理をした後冷却したサンプルでも、周期的な

極大を有する散乱パターンが観察された(図 3-26 B)。 
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図 3-24. TIP60ゲル（50 µM）の SAXS測定結果。(A) 加熱冷却前後の散乱パター

ン。(B) 加熱過程（左）および冷却過程（右）でのクラツキープロット。 
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図 3-25. TIP60 ゲルの加熱冷却過程でのクラツキープロットの詳細。(A) 70 °

C~80 °Cインキュベート過程。(B) 80~50 °C冷却過程。 
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図 3-26. (A) 繰り返し加熱後のゲルの SAXS測定結果。(B) 長時間加熱後のゲル

の SAXS測定結果。 

 

比較のため、システインを持たず、PEG 修飾もしていない高濃度の TIP60 溶

液（50 µM）についても SAXS測定を行った (図 3-27, 3-28)。高濃度 TIP60溶液

では、加熱冷却処理の後で、周期的な極大を有する散乱パターンの回復はほとん

ど見られなかった。加熱過程でのクラツキープロットの変化はゲルと同様であ

った。80 °Cで 5分間インキュベートした後、クラツキープロットは q ≈ 0.24 nm-1

にシャープなピークを有するベル型パターンを示し、その散乱強度はゲルサン

プルで見られたものよりも高かった。また、80 °C、5分間インキュベートの後に

見られたピークの形状は冷却後もほとんど変化しなかった。加熱冷却処理後の

TIP60 溶液を Native PAGE で分析したところ、60 量体構造を示唆するバンドは

減少し、低分子量側にスメアなバンドが見られた (図 3-29)。これは、加熱冷却

処理後に可溶性の凝集体が存在することを示唆しており、クラツキープロット

で見られた不可逆なベル型パターンはこの凝集体に起因する可能性があると考

えられた。 
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図 3-27. TIP60溶液（50 µM）の加熱冷却処理による変化。(A) 加熱冷却処理前後

での SAXSの散乱パターン。 (B) 加熱過程（左）と冷却過程（右）でのクラツ

キープロット。 
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図 3-28. TIP60 溶液（50 µM）の加熱冷却過程でのクラツキープロットの詳細。
(A) 70 °C~80 °Cインキュベート過程。(B) 80~50 °C冷却過程。 
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図 3-29. 加熱冷却処理前後の TIP60溶液（50 µM）の Native PAGEの結果。レー

ン 1: 加熱冷却処理前。レーン 2: 加熱冷却処理後。 

 

加熱冷却処理後の TIP60 の可逆的な構造変化がゲル化の影響であるかを確か

めるため、表面 PEG化 TIP60溶液についても実験を行った(図 3-30)。50 µM TIP60

（S20C）の PEGマレイミド (分子量 10,000)による修飾率は 59±2%であった。

SAXS 測定の結果、表面 PEG 化 S20C 溶液中でも TIP60 の可逆的な構造変化が

示唆された。このことから、タンパク質の PEG化が凝集体の形成を防ぎ 136–138、

球状構造の回復率の向上をもたらしたことが示唆された。トリプトファン蛍光

測定の結果、表面 PEG化 TIP60の耐熱性は TIP60（WT）と同様であった（Tm = 

~65 °C） (図 3-31)。 
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図 3-30. 表面 PEG化 TIP60（S20C）の加熱冷却処理による変化。(A) SDS-PAGE

の結果。レーン 1: 未修飾 S20C。レーン 2: PEGマレイミド (分子量 10,000)で修

飾した S20C 。(B) 加熱冷却処理前後での SAXSの散乱パターン。(C) 加熱過程

（左）と冷却過程（右）でのクラツキープロット。 
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図 3-31. トリプトファン蛍光測定の結果。(A) 昇温過程での TIP60（WT）溶液の

発光スペクトルの変化。(B) 昇温過程での表面 PEG 化 TIP60（S20C）溶液の発

光スペクトルの変化。(C) 左: 335 nmの相対散乱強度の温度依存的な変化。20 °C

での散乱強度を 1とした。右: 相対散乱強度の変化量と温度の関係。 
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加熱前のゲルの散乱パターンでは、低角側 q = 0.05–0.35 nm-1 にピークが存在

し、粒子間干渉の影響を示唆していた (図 3-23 A)。TIP60粒子の空間相関につい

ての示唆を実験的構造因子 Seff(q) から得ることができる 139,140。定性的には、

Seff(q)の q*におけるピークは、平均最近接距離 d »2p/q*で粒子が整列した平面か

らのブラッグ反射に由来すると解釈できる。ゲルと TIP60溶液（50 µM）の見か

けの実験的構造因子 Seff(q)は、それぞれの散乱強度を、濃度を無限希釈に外挿し

た TIP6溶液の散乱強度で割ることで得られた(図 3-32 A)。ゲルサンプルにおけ

る平均最近接距離 d は q*»0.22 nm-1（ピークトップ）から~29 nmと推定された。

TIP60 の直径が~22 nm であることから、タンパク質表面間の距離は~7 nm と推

定される。これは、PEG の分子量から推定される直径(~9.2 nm)と近い値であっ

た 141。Seff(q)中のシャープなピークは表面 PEG化 S20C変異体でも見られ、平均

最近接距離 d は q*»0.18 nm-1（ピークトップ）から~35 nmと推定された(図 3-32 

A)。タンパク質表面間の距離は~13 nmと推定され、ゲルサンプルのおよそ 2倍

であった。これは、表面 PEG化 S20C変異体では TIP60間に 2分子の PEGが存

在することを反映していると考えられる。TIP60 表面に PEG が存在することで

分子間での反発が強まったことが、凝集抑制に繋がった可能性がある。加熱後の

サンプルでは、ゲルと表面 PEG化 S20C変異体では実験的構造因子 Seff(q)も回復

する傾向にあった(図 3-32 B-D)。 
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図 3-32. 加熱冷却前後のサンプルの実験的構造因子 Seff(q)。 (A) 加熱前のサンプ

ル。(B) 加熱後のサンプル。(C) 繰り返し加熱冷却後のゲルサンプル。(D) 長時

間加熱後のゲルサンプル。(C),(D)中の TIP60WTのデータは(B)中のものと同じで

ある。 

 

熱によるゾルゲル転移実験中に、1回目のゾルゲル転移の前後によるゲルの見

た目の変化を観察した(図 3-33)。加熱前のゲルは不均質なモザイク状の見た目で

あったが、これはチオールとマレイミドの反応が速く、系が均質に混合される前

にゲル化が進行するためだと考えられる。熱によるゾルゲル転移を経たゲルで

は、モザイク状の見た目が減少し、見た目の均質性が上昇したことから、ゾルゲ

ル転移の過程でゲルネットワーク構造が再構成されている可能性が示唆された。 
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図 3-33. 熱によるゾルゲル転移前後でのゲルの見た目の変化。 

 

3-5 TIP60ゲルを用いた酸化還元に応答した化合物放出の検討 

第 2章での実験結果より、TIP60の内側に導入したシステインを酸化還元に応

答した化合物の内包・放出に利用できることがわかっている。そこで、TIP60ゲ

ルの構築に、TIP60の内外両方にシステインを導入した二重変異体(S20C, S50C)

を用いることで、TIP60ゲルを刺激応答的な化合物の内包と放出に利用できる可

能性を検討した。二重変異体を BM-PEGと反応させて形成したゲルは、S20C変

異体をゲル化した際と同様の修飾率を示した (図 3-34 A)。二重変異体ゲルは

80 °C で 20 秒間（ゾルゲル転移が起こる最短の加熱時間）加熱してゾルゲル転

移させた。SAXS測定の結果、二重変異体ゲルでも 80 °Cで 20秒間の加熱と冷

却の後にゲル中で TIP60 が粒子構造を維持していることが示唆された (図 3-34 

B)。酸化還元に応答した二重変異体ゲルからの化合物放出実験のスキームを図

3-35に示す。ゲルを 30 °Cで 10時間、DTNB溶液中でインキュベートし、二重

変異体ゲル中の未修飾のシステインを修飾した。インキュベート後、ゲルは黄色

くなり、チオール-ジスルフィド交換反応による TNBの生成が示唆された (図 3-

36 A)。ゲル中に残っている未反応の DTNB と、生成した TNB を除去するため

ゲルをバッファーで洗浄すると、ゲルの色も消失した。コントロールとして、

S20C ゲルでも同様の実験を行った (図 3-36 B)。修飾反応により生成した TNB
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の量から、内側に導入したシステインの DTNBによる修飾率はおよそ 60%と推

定された。続いて、TCEPの添加によるゲルからの化合物放出を検証した。TCEP

の添加後、ゲルは徐々に黄色く呈色し、TNBの生成が示唆された。ゲルから 80%

の TNBが放出される時間は、二重変異体ゲルではおよそ 3.9時間であったのに

対し、S20Cゲルでは 2時間であった (図 3-36 C, D)。二重変異体ゲルでの長い放

出時間は、第 2 章で見られたように TCEP の TIP60 内側へのアクセスが遅いこ

とと関係している可能性がある。二重変異体ゲルの DTNB修飾実験は、TIP60の

内部空間がゲル化後も化合物修飾に利用できることを示し、ゲルのネットワー

ク構造や TIP60 の構造に影響を与えずに、刺激応答的に化合物を放出させられ

ることを示唆した。 

 

 

図 3-34. (A) DMゲルの SDS-PAGEの結果。(B) 未処理および 80 °C 20秒間で加

熱後冷却した DMゲルの SAXS測定結果。 
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図 3-35. TIP60ゲルの DTNB修飾のスキーム。 

 



 65 

 

図 3-36. (A) DMゲルの DTNB修飾の様子。(B) S20Cゲルの DTNB修飾の様子。

写真の番号は図 3-35中の番号に対応。(C) DMゲルからの TNB放出の時間依存

性。(D) S20Cゲルからの TNB放出の時間依存性。各エラーバーは標準偏差を示

す（n=3）。 
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3-6 結言 

本章では、超分子である TIP60 がゲルの刺激応答性架橋剤として利用できる

ことを示した。熱によるタンパク質の構造変化は多くの場合不可逆的であり、特

に球状タンパク質を素材としたハイドロゲルで熱によるゾルゲル転移を検討し

た例はほとんどない。それに対して、TIP60 を PEG ネットワークの架橋点とし

て構築したゲルは熱によるゾルゲル転移を示し、SAXS 測定の結果から転移は

TIP60 の粒子構造の崩壊と再構築に起因することが示唆された。さらに、TIP60

ゲルは刺激に応答した化合物の内包・放出にも利用できることを示した。本結果

は、よりマクロな材料構築のための刺激応答性素材としての TIP60 の利用可能

性を示すものである。 
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3-7 実験方法 
 

使用した試薬 

PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, 3-2での実験のみで使用。), 

Gene Ladder Wide 1 (ニッポンジーン), 酢酸 (富士フィルム和光純薬), Pierce 

Universal Nuclease for Cell Lysis (Thermo Scientific), 酢酸ナトリウム, 塩化カリウ
ム (以上、ナカライテスク), ビスマレイミド PEG (分子量 10,000, Biochempeg 

Scientific)を使用した。その他の試薬は 2-5と同様のものを使用した。 

 

タンパク質発現と Ni-NTAカラムクロマトグラフィーによるタンパク質の精製 

TIP60とその変異体については、2-5と同様の方法で行った。 

pETDuet-1 ベクターにクローニングした LSm は、アンピシリンを含む LB 培地
を用い、Escherichia coli BL21(DE3)で発現した。精製は 2-5と同様に行った。 

 

UV-Vis吸収測定、DLS測定、SDS-PAGE、Native PAGE、TEM観察 

2-5と同様の方法で行った。 

 

Ni-NTAカラムで精製した TIP60の酸性溶液中での沈殿形成 

精製した TIP60は 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)で透析し、1 µMに調製し
た。溶液の pHがおよそ 5.5になるようにタンパク質溶液を 20 mM 酢酸バッフ
ァー (pH 4.5)と混合し、4 °Cで 1晩静置した。10000×gで 10分間遠心分離して
沈殿を回収し、20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)に再溶解した。 

繰り返しの沈殿形成実験でも、基本的には上述の方法で実験を行った。pHをお
よそ 5.5になるように混合した溶液は、氷上で 5分間静置した後遠心分離した。 
 

pHに応答した Ni-NTAカラム精製 TIP60および LSmの沈殿挙動 

精製した TIP60と LSmは、20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)で透析し、それ
ぞれ 1 µMと 10 µMに調製した。溶液の pHが 5.0~7.5になるようにタンパク質
溶液を 20 mM 酢酸バッファー (pH 4.5)と混合した。氷上で 5分間インキュベー
トした後、10,000×g、4 °Cで 10分間遠心して上清と沈殿を分離した。沈殿は 20 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)に再溶解した。サンプルを SDS-PAGEし、各
pH のサンプルで上清と沈殿中の TIP60 のバンド強度の合計を 100%として、上
清と沈殿中に含まれる TIP60の割合を算出した。 

 

可溶性画分からの pHに応答した TIP60の沈殿挙動 

20 mM Tris-HCl (pH 8.0)に懸濁した菌体を超音波で破砕後、遠心分離して可溶性
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画分を得た。溶液の pH が 5.0~7.5 になるように可溶性画分を 20 mM 酢酸バッ
ファー (pH 4.5)と混合した。必要に応じて、可溶性画分と酢酸バッファーに KCl

を終濃度 1 M になるように添加した。氷上で 5 分間インキュベートした後、
10,000×g、4 °Cで 10分間遠心して上清と沈殿を分離した。 

 

ヌクレアーゼ処理では、Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis (Thermo Scientific)

を終濃度 50 units/mLになるように可溶性画分に添加した。30 °Cで 1時間イン
キュベートした後、溶液の pHが 6.0になるように 20 mM 酢酸バッファー (pH 

4.5)と混合した。必要に応じて、可溶性画分と酢酸バッファーに KClを終濃度 1 

M になるように添加した。氷上で 5 分間インキュベートした後、10000×g、4 °
Cで 10分間遠心して上清と沈殿を分離した。 

 

pHに応答した沈殿挙動を利用した TIP60の精製 

LB培地 100 mLから回収した大腸菌を 20 mM Tris-HCl 5 mL (pH 8.0)に懸濁した。
超音波破砕後、10000×g、4 °C で 10 分間遠心分離して不溶性画分を除去した。
可溶性画分に終濃度 1 Mになるように KClを添加した。溶液の pHがだいたい
6.3 になるように、可溶性画分を冷えた 20 mM 酢酸バッファー (pH 4.5)と混合
し、氷上で 30分間静置した。10,000×g、4 °Cで 10分間遠心分離して回収した
沈殿を 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)に懸濁した。溶解せずに残った粒子
を除去するため、15000×g、4 °Cで 10分間遠心し上清を回収した。回収した精
製溶液は 4 °Cで保存した。 

 

500 mLの培養液から菌体を回収した場合、菌体を 5倍量のバッファーに懸濁し
た。また、システイン変異体を精製する場合は、20 mM Tris-HCl, 10 mM DTT (pH 

8.0)に菌体を懸濁した。 

 

サイズ排除カラムクロマトグラフィー 

Cosmosil 5Diol-1000-II column (ナカライテスク )を装着した LC-2030C Plus 

(Shimadzu Corporation)を用いて分析を行った。0.5 µMの TIP60のサンプルを 20 

mM HEPES緩衝液（pH 7.0）に透析した。サンプルは 20 mM HEPES緩衝液（pH 

7.0）中、30 °C、流速 1.0 mL/minで分析し、280 nmで検出した。 

 

トリプトファン蛍光測定 

DUETTA (Horiba Scientific)を用いて測定を行った。0.05 µMのタンパク質溶液を
20 °Cから 80 °Cまで加熱し、1 °Cごとに発光スペクトル（励起波長: 295 nm）
の測定を行った。 
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ハイドロゲルの調製 

Amicon Ultra-15 (MWCO 100 kDa, Merck)を用いて、S20C、二重変異体を 20 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 7.4)で洗浄した後、100 µMまで濃縮した。ビスマレイ
ミド PEGのストック溶液は 15 mMになるように DMFに溶解して調製した。ス
トック溶液を 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 7.4)で希釈し、3 mM ビスマレイ
ミド PEG溶液を調製した。100 µMのタンパク質溶液と 3 mMのビスマレイミド
溶液を等量混合し、20分間室温で静置してゲル化した。 

 

動的粘弾性測定 

測定は回転式レオメーター (ARES-G2, TA Instruments)を用いて行った。直径 25 

mmの上部平行プレートと下部ペルチェプレートを使用した。100 µMタンパク
質溶液と 3 mM BM-PEG溶液を 10 °Cで 160 s-1のせん断速度で混合し、500 µL

のハイドロゲルをプレート間に配置した。ゲル調製後、ペルチェプレートの温度
を 25 °C まで上昇させた。線形粘弾性領域を確認するため、固定周波数 1Hz、
25 °Cで、0.01%から 8%までひずみ掃引測定を行った。周波数掃引測定は、0.1Hz

から 10Hzまで行った。振動温度ランプ測定では、固定周波数 1Hzで、50 °Cか
ら 70 °Cまで 5 °C/minの速度で加熱し、70 °Cから 25 °Cまで同じ速度で冷却
する際の動的粘弾性の変化を測定した。 

 

ハイドロゲルの SDS処理 

バイアル中に調製したゲルを、20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 5% 2ME (pH 7.4)中
で 1晩室温でインキュベートした。その後、ゲルは 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 

5% 2ME, 2% SDS (pH 7.4)中で室温でインキュベートした。 

 

ハイドロゲルの熱処理 

バイアル中に調製したゲルは 30, 40, 50, 60, 70, 80 °Cに設定した湯浴 (TR-1α, AS 

ONE)で 5分間インキュベートした。インキュベート後のゲルの状態はバイアル
を反転させて目視で観察した。 

 

PEG化 S20C変異体の調製 

ハイドロゲルの調製と同様に S20C変異体を 100 µMまで濃縮した。Methyl-PEG-

maleimide (分子量 10000)を DMFに溶解し 15 mMのストック溶液を調製した。
ストック溶液を 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 7.4)で希釈し、3 mM PEGマレ
イミド溶液を調製した。100 µMのタンパク質溶液と 3 mMの PEGマレイミド溶
液を等量混合し反応させた。 
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SAXS測定のためのサンプル調製 

50 µMの TIP60および PEG化 S20C溶液 (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10% DMF 

(pH 7.4))をキャピラリー(Quartz capillaries 2.5 mm in diameter, WJM-Glas/Müller 

GmbH))にアプライして測定を行った。ハイドロゲルはキャピラリー中で 100 µM 

タンパク質溶液と 3 mM ビスマレイミド PEG 溶液を混合することで調製した。
複数回加熱あるいは長時間加熱したゲルサンプルは、キャピラリー中で調製し
たゲルを 80 °Cに設定した湯浴で加熱することで調製した。 

 

SAXS測定 

フォトンファクトリー BL-10C ビームライン (KEK、つくば、日本)で、放射光 

(λ = 0.1 nm)を用いて行った。二次元散乱パターンは PILATUS3 2M 検出器
（Dectris）で収集した。カメラ長は 2 mとした。1枚あたりの露光時間 5秒、間
隔 0.01秒で、各サンプルから 30枚の二次元散乱パターンを収集した。 

加熱冷却処理中の SAXS分析では、加熱冷却ステージ（HCS302, INSTEC）、精密
温度コントローラー（mK2000, INSTEC）、液体窒素冷却システム（LN2, INSTEC）
を使用して試料温度を制御した。試料温度は 20 °Cから 80 °Cまで 5 °C/minの
速度で上昇させ、80 °C で 5 分間インキュベートした後、試料温度を 5 °C/min

の速度で 80 °C から 20 °C に下げた。この温度変化の間、試料からの二次元散
乱パターンを露光時間 5秒、間隔 0.01秒のサイクルで収集した。 

散乱データはソフトウェア SAnglarを用いて解析した。ビームセンターとカメラ
長はベヘン酸銀を用いて校正した。二次元散乱パターンの円周平均を行い、散乱
ベクトル q = (4π/λ)sin(θ/2) の大きさの関数として一次元散乱強度 I(q)を得た。加
熱・冷却処理中の SAXS 解析では、約 400 枚の二次元散乱パターンを取得し、
連続する 3個の二次元散乱パターンの平均値として I(q)を算出した。各 I(q)の測
定温度は、3 枚の二次元散乱パターンが得られた間の平均温度とした。強度は、
水を標準として絶対強度に正規化した。さらなる解析は ATSAS 3.2.1を用いて行
った。ペア距離分布関数は、GNOM を用いた間接フーリエ変換法を用いて計算
した。実験的構造因子 Seff(q)は、ATSASの PRIMUSを用いて計算した。 

 

ハイドロゲルの DTNB修飾 

200 µLのハイドロゲルをバイアルに調製した。ゲルは、80 °Cで 20秒間加熱し
た後、室温まで冷却して再ゲル化した。ゲルを 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 

8)を含むバッファー中で一晩インキュベートした。DTNB を 20mM Tris-HCl と
1mM EDTA（pH 8）を含むバッファーに溶解した。800 µLの DTNB溶液を終濃
度が 2.5 mM になるようにゲルに加えた。30 °C で 10 時間インキュベートした
後、溶液を除去した。除去した溶液に含まれる DTNBと TNBの量は、紫外可視
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分光光度計（UV-1900, Shimadzu Corporation）を用いて測定した。20mM Tris-HCl, 

1mM EDTA（pH 8）を含む 800μLのバッファーでゲルを洗浄し、ゲル中の遊離
DTNBと TNBを除去した。洗浄では、一定時間ごとにバイアル中のバッファー
を回収し、新しいバッファーと交換することを繰り返した。紫外可視分光光度計
を用いて、回収したバッファー中に含まれる DTNB と TNB の量をモニターし
た。DTNBと TNBの吸収がほとんど観察されなくなるまで、このプロセスを繰
り返した。DTNB によるゲル中の TIP60 の修飾率は、各バッファー中に含まれ
る TNBの総量から計算した。 

800μL 20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM TCEP（pH8）のバッファー中でゲルを
インキュベートし、ゲルに修飾した TNBを放出させた。一定時間ごとに、バイ
アル中のバッファーを回収し、TCEPを含む新しいバッファーに交換した。回収
したバッファー中の TNB量は紫外可視分光光度計でモニターした。バッファー
中の TNBの吸収がほとんど観察されなくなるまで、このプロセスを繰り返した。
各時点でゲルから放出された TNBの量は、その時点までに回収したバッファー
中の TNB量の合計として計算した。各時点での放出率は、DMゲルでは 10時間
後、S20Cゲルでは 5時間後に放出された TNBの総量を 100%と仮定して計算し
た。 

 

S20Cゲルおよび DMゲルの DTNB修飾率の算出 

S20Cゲルの場合、SDS-PAGEの結果からおよそ 30%の Cys残基が未修飾のまま
残っていることが示唆された。DTNBによる S20Cゲルの修飾率は 33.9±4.7%と
計算され、DTNB がゲル化後に修飾されずに残った外側の Cys 残基と反応した
ことを示唆した。S20C 変異体では、TIP60 一分子あたり、外側表面に 60 個の
Cys残基が存在する。算出した DTNBの修飾率から、TIP60一分子あたり約 20/60

の Cys残基が DTNBによって修飾されたと考えられる。 

二重変異体では、TIP60一分子あたり 120の Cys残基が存在する (外側表面 60 + 

内側表面 60)。DMゲル中のビスマレイミド PEGによる TIP60の修飾率は S20C

ゲルと同様であったことから、DM ゲルでもおよそ 30%の外側 Cys 残基が未修
飾のまま残っていると考えられる。DTNB による DM ゲルの修飾率は、外側表
面と内側表面の Cys 残基の総量を 100%としたとき、46.7±1.8%と計算された。
つまり、一分子あたり約 56/120の Cys残基が DTNBによって修飾されたことに
なる。外側表面の未修飾Cys残基 (~20/60)が優先的に修飾されたと仮定すると、
内側表面の約 36/60 の Cys 残基が DTNB によって修飾されたと推定される。し
たがって、DTNBによる内部の Cys残基の修飾率は約 60%と推定された。 
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第4章 結論 
 

本研究では、人工タンパク質ナノケージ TIP60 が機能化に適した構造、性質

を有することに着目し、それを活かした化学修飾による刺激応答性材料の構築

を検討した。 

第 2 章では、外部との物質のやり取りに重要な役割を担うタンパク質ナノケ

ージ表面の孔に着目し、孔の大きさと取り込み可能な分子の大きさの関係の評

価を行った。分子量の異なる PEGマレイミドによる TIP60システイン変異体の

修飾実験は、内側に導入したシステインを修飾できなくなる PEGマレイミドの

大きさと TIP60 の構造から推定される孔の大きさがよく一致することを示し、

TIP60 の内部に侵入可能な分子を大きさでふるいわけるサイズ選択的なフィル

ターとしての孔の性質を明らかにした。孔のフィルター効果は、タンパク質ナノ

ケージに触媒や酵素を内包したナノリアクターにおける基質のサイズ依存的な

酵素反応や、内包した核酸やタンパク質を分解酵素から保護するナノコンテナ

としての利用の文脈などで示唆されていた 19,28,32,66,84。しかし、その体系的な評

価はほとんど行われていなかった。本研究で用いた TIP60 は大きな表面孔を有

するため、電荷的に中性なポリマーである PEGを用いて、修飾分子の大きさだ

けを変えた体系的な評価が可能であり、共有結合によるケージ内側への化学修

飾というより直接的な観察手法で内部への分子の侵入可能性を評価することが

できた。また、還元剤の添加によって観察された内外での TNB生成速度の違い

は、孔周りの正電荷領域とアニオン性の還元剤との静電的な相互作用に起因し

ていたことが示唆された 86。このことから、溶液のイオン強度の調整や、変異導

入による孔周りの電荷の調整が分子の取り込み速度の制御に繋がる可能性があ

る。カチオン性あるいはアニオン性のポリマーを用いたさらなる検証によって、

孔を介した分子の取り込みにおける電荷の影響を明らかにしていくことができ

るだろう。また、本研究では、従来の孔のフィルター効果の利用法とは異なる、

同一アミノ酸を標的としたナノケージ内外表面のヘテロ修飾を提案した。本研
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究では TIP60の内外ヘテロ修飾のモデルとして PEGと DTNBを用いた。内側の

修飾に用いた DTNB のジスルフィド交換反応は、チオールを有する別の分子の

修飾にも利用することができる 105。例えば、ステルス性の向上や免疫原性の低

下などの効果が知られている PEG 化と組み合わせて、TIP60 の内側を修飾する

分子を薬剤や光増感剤、造影剤などの機能性分子に変更することで、ドラッグデ

リバリーやイメージングの用途での機能化を検討可能であると期待される。ま

た、PEG は 2 つ以上の分子を架橋する際にその距離や相互作用を調節するため

のスペーサーとしても利用される 142。このことから、適切なスペーサーを利用

することで、TIP60表面に小さな機能性分子を修飾することも可能ではないかと

期待される。このように、目的に応じて修飾分子を変更することで TIP60 の機

能をさらに拡張することができるだろう。 

第 3 章では、超分子構造であるタンパク質ナノケージの刺激応答的な解離に

着目し、温度可逆的にゾルゲル転移を示すハイドロゲルを構築した。ゲル形成の

準備段階として行った大量精製系の構築では、TIP60の負の表面電荷を利用して、

溶液の pH を変化させるだけで大腸菌で発現した TIP60 を精製可能であること

を示した。本手法において、TIP60は比較的穏やかな酸性条件下で回収可能であ

り、精製のための新たなタグの導入や PEGなどの高分子量の添加物を必要とし

ない。この簡便な精製手法は、本研究における TIP60のゲル化の検討に限らず、

今後の TIP60を用いた材料開発を促進すると期待する。本手法で精製した TIP60

の外側にシステインを導入した変異体をビスマレイミド PEGで架橋することで、

TIP60を架橋点としたゲルを構築できた。変性剤とのインキュベート後にゲルが

分解したことから、TIP60の多量体構造がゲル構造を維持する架橋点として重要

であることが示唆された。TIP60の多量体構造を解離させる刺激として温度の影

響を検証したところ、TIP60ゲルが加熱冷却により可逆的なゾルゲル転移を示す

ことが明らかになった。SAXSによる構造解析の結果は、温度変化による可逆的

なゾルゲル転移は TIP60 の多量体構造の解離と再会合に伴って起こることを示

した。野生型 TIP60や表面 PEG化 TIP60の解析結果から、加熱冷却による TIP60
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の可逆的な構造変化は PEG化によってもたらされたことが示唆された。先行研

究で報告されているように PEGによる変性タンパク質の凝集の抑制や、変性状

態の構造の変化などが生じている可能性があると考えられる 136–138,143 が、PEG

化が TIP60 の多量体構造の熱可逆性を向上させるメカニズムの詳細については

さらなる解析が必要である。また、第 2 章で行った酸化還元応答性ナノキャリ

アとしての機能化と組み合わせることで、ゲルからの刺激に応答した化合物放

出を行えることも示した。フェリチンや VLPを組み込むことによるゲルの化合

物放出能の調節を行った先行研究では、化合物放出のためにゲルからのタンパ

ク質ナノケージの溶出やタンパク質ケージ構造の破壊が必要であった。本研究

で構築した TIP60 ゲルではゲル中のタンパク質ナノケージの構造を破壊するこ

となく化合物を放出できるため、繰り返しの利用可能性に優れていると期待さ

れる。TIP60のゲル化により、先行研究でも示されていた化合物内包放出の制御

だけでなく、タンパク質ナノケージの超分子構造をゲルネットワーク構造に刺

激応答性を付与するための架橋点としても利用できることを示した。 

以上のように、本研究では化学修飾によって TIP60 を刺激応答性ナノキャリ

アとハイドロゲルといったスケールの異なる材料へ機能化できることを示した。

TIP60の高い均質性や広い内部空間、大きな表面孔といった構造的な特徴に加え

て、内外表面に化学修飾可能なシステインを選択的に導入可能であるという性

質を利用することで、従来のタンパク質ナノケージを用いた研究では検討され

ていなかった、孔のフィルター効果を利用した内外表面のヘテロ修飾や超分子

構造の刺激応答性ゲル架橋点としての利用可能性といったタンパク質ナノケー

ジの新たな機能化手法や利用可能性を示した。本研究で得られたこれらの知見

が、TIP60を含むタンパク質ナノケージの機能化における基盤技術となることを

願っている。 
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