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1   はじめに 
  生体高分子である蛋白質の中には、分子同士が

さらに会合して大きな構造体を形成し機能するもの

が多く存在する（蛋白質の四次構造）。このような

大きな構造体を形成するメカニズムの一つにドメイ

ンスワッピングがある。これはドメイン構造中の一

部を他分子と交換し自発的に高次化する機構であり

多数の生体蛋白質から見いだされている（図１）。 
 ドメインスワッピングを用いて、蛋白質の高次構

造設計を目指す研究はこれまで数多く行われてきた

が、大きな構造ユニットの挿入が必要など汎用的な

方法はなかった。 
 そこで本研究では、申請者がこれまでに蛋白質の

再設計に用いて来たモデル蛋白質 OspA-sm1[1]を用

いてドメインスワッピングを誘導するミニマルな変

異導入を検討した。 
 

 
図１ ドメインスワッピング二量体形成の模式図。

二つの蛋白質の同じ構造領域を交換して二量体が形

成する。 
 
 

2   実験 
 OspA-sm1 の発現ベクターにドメインスワッピン

グを誘導する変異を導入し、大腸菌 BL21(DE3)組換

え体として発現させた。Ni-NTA カラムによる精製

を行い、分析サイズ排除クロマトグラフィーで会合

状態を評価した。二量体を形成するものに関しては

サイズ排除クロマトグラフィーで最終精製を行なっ

た。ループ欠失変異体Δ2, Δ4 およびループ欠失プ

ロリン挿入変異体Δ6Pro3, Δ6Pro6 について結晶化

に成功した。Δ2, Δ4 変異体に関しては PF-BL1A に

て、Δ6Pro3 変異体は PFAR-NE3A にて、Δ6Pro6 変

異体は PF-BL5A にて X 線回折データを収集した。 
 
3   結果および考察 
 以前の NMR を用いた研究から OspA の C 末端

ドメインはあるループ部位を介して大きく構造が開

く可能性が示唆されていた[2]。そこでこのループ領

域を２，４，６残基欠失させ、繋がれている二つの

構造間に立体障害を導入し開いた構造からドメイン

スワッピングさせる変異体を作製した。作製した変

異体はそれぞれΔ2, Δ4, Δ6 変異体と命名した。 
 しかしこれらのループ欠失変異体は単量体のまま

であった。ループが欠失しているのにもかかわらず、

どのようにして単量体で存在するかを明らかにする

ために、結晶構造解析を行った。Δ2, Δ4 の二つの

変異体について分解能 1.3 Å および 1.4 Å にて結晶

構造解析に成功した（図２）。結晶構造からループ

が短くなっていても、構造が再構成されて開いた構

造が形成していないことが分かった。 

 
図２ ループ欠失変異体の構造。OspA-sm1（緑）、

Δ2（オレンジ）, Δ4（シアン）。ループ構造が再

構成されているのが分かる。 
 
そこで、Δ6 にプロリンを挿入した変異体を構築し

た。それら変異体は二量体を形成し、特にプロリン

を３つと６つ導入した変異体（Δ6Pro3, Δ6Pro6）で

は顕著に二量体の割合が増加した（図３）。 
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図３ Δ6 にプロリンを 1~6 残基挿入した変異体の

サイズ排除クロマトグラフィーの結果。 
 
 Δ6Pro3 および Δ6Pro6 の結晶構造の決定にそれ

ぞれ、分解能 2.8 Å および 2.0 Å にて成功し、ドメ

インスワッピングによって二量体化していることが

分かった（図 4）。 
 

 
図４ Δ6Pro3 およびΔ6Pro6 の結晶構造。右に変

異導入部位の電子密度マップを示した。電子密度か

ら明確にドメインスワッピングしていることが分か

る。 
 
 以上の結果から、蛋白質構造のループ領域に欠

失とプロリン挿入という単純なデザインでドメイン

スワッピングを人工的に設計することができること

が示せた。 
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