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1．はじめに
　天然に存在する蛋白質の多くは多量体を形成し，高次の
構造をとることで機能している [1]。このことから，蛋白
質多量体のデザインは興味深い課題といえる。近年，蛋白
質多量体の多様なデザイン手法が編み出されており，蛋白
質ナノ繊維やナノケージなどの蛋白質ナノマテリアルの
作製が精力的に行われている [2-3]。
　本稿では，蛋白質多量体の作製を指向したデザインの一
例として，単量体として存在する蛋白質のドメインスワッ
ピングを実現するデザインを紹介する。
　ドメインスワッピングとは，蛋白質が多量体化する機構
の一種である。概略図を Fig. 1に示した。本機構では，蛋
白質分子が分子間で構造領域を交換し多量体化する。この
機構において重要な役割を果たすのがヒンジループであ
る。ヒンジループを起点として開いた構造の単量体が形成
し，疎水性の界面が溶媒に対して露出することで分子間に
相互作用が生じ，多量体化する。本機構によって形成する
多量体の形状は様々で，二量体や環状，直鎖状の多量体が
生じる。
　1994年にジフテリア毒素の二量体においてこの現象が
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結果，C末端ドメイン中のループ上のアミノ酸 6残基の欠失によるループの短縮および短縮部位に対する数個のプロリン 
（Pro）の挿入により OspAの二量体化を達成した。本研究成果は，ミニマルなデザインにより，単量体として存在する蛋
白質をドメインスワッピングさせられることを示している。

確認されてから今日に至るまで，天然においてドメインス
ワッピングしている蛋白質が数多く報告されている [4-5]。
最近では，細菌べん毛の分子モーターの構成要素の一部や
二本鎖 RNAウイルスの一種であるバクテリオファージ φ6
のキャプシドがドメインスワッピングにより構築されてい
ることが明らかになっており [6-7]，蛋白質が機能を発揮
する上でドメインスワッピングによる多量体化が重要であ
ることが伺える。
　では，単量体として存在する蛋白質をドメインスワッピ
ングさせるデザインは可能なのか？答えはイエスである。
ヒンジループへの変異導入によるドメインスワッピング
多量体のデザインがいくつか報告されている [5,8]。デザ
インの内容としては，ヒンジループの短縮・伸長およびそ
の組成の変化や，ループ部位への蛋白質の挿入などがある
[5,8-9]。
　しかし，これらのデザインは，天然において既にドメイ
ンスワッピングすることが確認されている蛋白質の単量体
を用いたものがほとんどで，単量体のみで存在する蛋白質
のドメインスワッピングに成功した例は数例のみに留まっ
ている。さらに，ヒンジループの長さや組成がドメインス
ワッピングの可否にどのように関わっているか明らかにな
っていないにも関わらず，ヒンジループのデザインの詳細
な検討はほとんど行われておらず，一般的なデザイン指針
は確立されていない。
　これらの背景から，本研究では，単量体として存在する
蛋白質をモデルとして変異導入によるより詳細なヒンジル
ープのデザインを行い，ドメインスワッピング多量体の理
論的な作製に向けたデザインの確立を目指した。
　Figure 1　Basic mechanism of domain swapping.
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２．モデル蛋白質 Outer surface protein A (OspA)
　上記の目的達成のためには，「溶液中で単量体として存
在」し，「変異導入の対象となるヒンジループを持つ」こ
とに加えて，「結晶化する可能性が高い」モデル蛋白質の
選定が必要である。モデル蛋白質の結晶化の可否を重視す
る理由は，Ｘ線結晶構造解析を用いてデザインした蛋白質
の構造を詳細に解析し，デザイン通りの構造を持っている
かを評価するためである。本研究では，これらの条件を満
たすモデル蛋白質として Outer surface protein A（OspA）の
変異体である OspA-sm1（smは surface mutantの略）を選
んだ。
　OspAはライム病の原因となるボレリア菌の細胞外表面
にて発現するリポ蛋白質である。この蛋白質の N末端側
の数残基は脂質結合部であり，脂質分子と結合することで
菌の細胞膜に結合する。この N末端部分を欠失させた変
異型 OspAは，水溶液中で高い溶解性を持ち，単量体とし
て存在する [10]。また，この変異型 OspAは，NMRを用
いた主鎖のダイナミクス解析の結果，C末端の球状ドメイ
ンがヒンジモーションをとることが示唆されており，同ド
メイン中にヒンジループが存在することが明らかになって
いる [11]。OspA-sm1はこの変異型 OspAに対して表面エ
ントロピー減少法を適用し，結晶化しやすくした変異体
である [12]。表面エントロピー減少法とは，蛋白質表面に
存在する，コンフォメーション自由度が高い残基（Gluや
Lysなど）をコンフォメーション自由度が低い残基（Ala
など）に変異させ，対象となる蛋白質の結晶化を促す方法
である [13]。コンフォメーション自由度が高い残基は，結
晶化に伴うコンフォメーションの固定化によってエントロ
ピー障壁が生じるため，結晶化が妨げられる。これらの残
基を，コンフォメーション自由度が低い残基に置換する
ことでエントロピー障壁が解消され，結晶化が促される。
変異型 OspAは単独での結晶化が不可能であるのに対し，
OspA-sm1は容易に結晶化することが分かっている。
　これらの理由から OspA-sm1をデザインのモデルとし，
実験を行った。以後，本稿では，この OspA-sm1を OspA
と表記し説明を進めていく。

３．ヒンジループの短縮によるドメインスワッピングの誘導
　OspAの C末端の球状ドメイン中のループ上の 205番目
の Aspから 210番目の Thrまでの 6残基をデザインの対象
にした。この 6残基を選んだ理由は，ヒンジ領域の予測ツ
ールである Hinge-predictor[14]を用いた計算結果から，こ
の領域がヒンジループとなる可能性が示唆されたためであ
る。この結果は，NMRを用いた前述の研究で示されたヒ
ンジループの箇所と一致した。
　OspAのドメインスワッピングに向けた最初のデザイン
戦略として，上記の残基の欠失によるヒンジループの短縮
を行った。ループの短縮によってドメインスワッピングが
誘導されるのは，ループの短縮に伴って生じる立体的な制
約によりループ構造を取れなくなった結果，開いた構造の
単量体が形成し，ドメインスワッピングするためである。

このデザインは過去にいくつかの成功例が報告されてお
り，ヒンジループ上のおおむね 2から 6残基の欠失による
ループの短縮により，ドメインスワッピングの誘導が可能
であることが示されている [5,8]。OspAの場合は，ヒンジ
ループの短縮により，ループで連結された 2つの構造領域
に立体障害が生じ，開いた構造の単量体が形成することで
ドメインスワッピングすると考えた。そこで，OspAのヒ
ンジループを構成する 205番目の Aspから 210番目の Thr
までの 6残基を，おのおの 2，4，6残基欠失させた 3つの
変異体（左から Hin∆2, 4, 6）を作製した。本デザインの詳
細を Fig. 2に示す。なお，ここでは，欠失させる残基の種類
は考慮せず，あくまで残基数に注目してデザインを行った。
　これらの変異体は大腸菌を用いて発現し，Ni-NTAカラ
ムを用いて精製した後，サイズ排除クロマトグラフィーで
分子量の評価を行った。結果を Fig. 3に示す。ヒンジルー

Figure 2 Deletion and proline mutations. The deleted residues are 
shown with black stars.

Figure 3 Size exclusion chromatography (SEC) chromatograms of 
deletion mutants. The elution curves show that all mutants are 
predominantly monomer.
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プを最も短縮した Hin∆6においてはわずかに二量体の形
成が確認されたものの，全ての変異体において単量体が優
勢に存在していた。
　ヒンジループの短縮にも関わらず単量体が優勢なのは何
故か？この理由を調査すべく，これらの変異体のＸ線結晶
構造解析を試みた。実験は PF BL-1Aで行った。Hin∆2, 4
の結晶構造をおのおの分解能 1.3と 1.4 Åで解析すること
に成功した。空間群はどちらも P21であった。各々の構造
を Fig. 4に示す。得られた構造から，どちらの変異体もル
ープが短縮し，再構築されていることが分かった。各々の
短縮後のループの主鎖間や側鎖間，および主鎖と側鎖間に
数本の水素結合の形成が見られた。この水素結合の形成に
よりループが安定化し，開いた構造の単量体が形成されな
かったため，単量体が優勢化したと思われる。以上の結果
から，ヒンジループの短縮のみでは OspAのドメインスワ
ッピングを誘導出来ないと判断した。なお，Hin∆6につい
ては，結晶化には成功したものの解析に適した良質な単結
晶が得られなかったため，結晶構造解析には至らなかった
が，Hin∆2，4と同様にループが短縮し，再構築されたた
めに単量体が優勢化したと考えた。

４．短縮したヒンジループ部分へのプロリン（Pro）の挿入
　ヒンジループの短縮のみではループが再構築され，単量
体が優勢に形成してしまう。この結果を受け，次のデザイ
ン戦略として，ヒンジループが最も短縮されており，わず
かに二量体の形成が見られた Hin∆6の短縮部位に対する
プロリン（Pro）の挿入を行った。Proを挿入した理由は，
ループ構造を壊すためである。Pro以外のアミノ酸は主鎖
のとりうる構造自由度の制限が小さいため，自由な構造を
とりやすく，ループ構造をとりやすいのに対して，Proは，
自身が持つ環構造のために主鎖のとりうる構造自由度の制
限が大きくなるため，自由な構造をとり辛く，ループ構造
をとり辛い。よって，Proの挿入によりループ構造をとれ
なくすることで，開いた構造の単量体が形成し，ドメイン
スワッピングするのではないかと考えた。
　過去の研究から，ヒンジループ中のプロリンの存在とド
メインスワッピングには密接な関係があることが示唆され
ている。天然においてドメインスワッピングにより多量体
を形成する蛋白質のヒンジループ中に Proがよく見られる
ことが明らかになっている [15]。また，単量体とドメイン
スワッピング二量体の混合物として存在する蛋白質のヒン
ジループ中の Proを別の残基に置換したり，その周辺の残

基を欠失させたりすることで，単量体と二量体の平衡状態
を制御出来ることが分かっている [16]。いずれの例におい
ても，Proがループに対して与える歪みがドメインスワッ
ピングを促すとされている。Proによりループが歪むこと
で，閉じた構造の単量体が不安定化する。その歪みを解消
するためにループが伸びた構造を取ろうとすることで開い
た構造の単量体が形成しドメインスワッピングする。
　以上の知見を参考にし，Hin∆6のヒンジループの短縮部
位に 1から 4個および 6個の Proを挿入した変異体を作製
した（左から Hin∆6Pro1, 2, 3, 4, 6）。本デザインの詳細を
Fig. 2に示した。これらの変異体は，ループを短縮した変
異体と同様に発現，精製し，サイズ排除クロマトグラフィ
ーで分子量の評価を行った。結果を Fig. 5に示す。全ての
変異体において二量体の形成が確認された。これらの二量
体は，単量体に戻る傾向は見られなかった。また，挿入す
る Proの個数によって生じる二量体の量が変化する事が明
らかとなった。Hin∆6Pro1, 2, 4は単量体が優勢であったの
に対し，Hin∆6Pro3においては単量体と二量体がおおよそ
1:1の割合で存在しており，さらに，Hin∆6Pro6は二量体
が優勢であった。
　得られた二量体がドメインスワッピングしているかどう
かを確かめるために，二量体が多く生じた Hin∆6Pro3と
Hin∆6Pro6の二量体のＸ線結晶構造解析を試みた。実験は
PF AR-NE3Aおよび BL-5Aで行った。どちらの二量体も
結晶化に成功し，Hin∆6Pro3を分解能 2.8 Å，Hin∆6Pro6を

Figure 5 Size exclusion chromatography (SEC) chromatograms of 
proline insertion mutants. The elution curves indicate the 
ratio of dimer and monomer differ widely with the number of 
inserted Pro. 

Figure 4　The crystal structures of Hin∆2 and Hin∆4. The shortened loops are restructured in both mutants. 
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分解能 2.0 Åで構造解析することに成功した。空間群はど
ちらも P3121であった。各々の二量体の構造を Fig. 6に示
す。どちらも非対称単位に開いた構造の OspAが 1分子存
在しており，ここに示した二量体は結晶学的に関連付けら
れた二量体である。これらの構造から，得られた二量体
はドメインスワッピングしていることが分かった。Proを
挿入した箇所の電子密度マップがはっきりと見えており，
一方の OspA分子の C末端側の構造領域が，もう一方の
OspA分子の残りの構造領域と相互作用し，二量体化して
いることが分かる。
　Hin∆6Pro6の Proを挿入した箇所の構造にも注目して頂
きたい。二量体が優勢であった Hin∆6Pro6の Proを挿入し
た箇所がポリプロリン IIヘリックス（PPII）を形成してい
たのである。PPIIとは，トランス型の Proが形成する 3残
基で 1巻きの剛直なヘリックス構造である [17]。このヘリ
ックス構造の形成により Proを挿入した箇所が堅く伸びた
ことで二量体が安定化し，優勢化したことが示唆された。

５．まとめと今後の展望
　C末端ドメイン中のループ上のアミノ酸 6残基の欠失に
よるループの短縮および短縮部位に対する数個の Proの挿
入により OspAの二量体化を達成した。これは，ヒンジル
ープのミニマルなデザインにより，単量体として存在する
蛋白質をドメインスワッピングさせられることを示唆して
いる。また，二量体が優勢化した Hin∆6Pro6の Proを挿入
した箇所がポリプロリン IIヘリックス構造をとっていた
ことから，ヒンジループのポリプロリン IIヘリックスへ
の再設計がドメインスワッピング多量体のデザインに有用
だと考えられる。
　今後は，ヒンジループのデザインによるより高次の多量
体の作製や，ヒンジループへ数個の Proを挿入するデザイ
ンおよびそれに伴うループのポリプロリン IIヘリックス
化が，OspA以外の蛋白質のドメインスワッピング多量体
化にも有効であるかを検討していきたい。
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