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研究成果の概要 

 

本研究では、3D ドメインスワッピング（3D-DS）を参考に、タンパク質 2量体の新しいコンピュータデ

ザイン手法を開発した。設計の基となるタンパク質には好熱性水素細菌（HT） cyt c552 を用いた。

HT cyt c552のヘリックス-ループ-ヘリックスモチーフのループ領域にヘリカルリンカーを挿入すること

で 2量体 dCytCLLをモデリングした。深層学習プログラムを用いて主鎖構造から配列プロファイル

を予測し、タンパク質デザインソフトウェア Rosetta を用いて主鎖構造を安定化するアミノ酸配列を

設計した。得られたアミノ酸配列に対して AlphaFold2 を用いて立体構造を予測し、予測の確信度

が高く、かつ、アミノ酸配列設計時の Rosetta エネルギースコアが低いアミノ酸配列を抽出し、組換

え大腸菌を用いてタンパク質を発現した。安定な 5 種類の dCytCLL を精製し、それらの CD スペ

クトルを測定したところ、HT cyt c552と比較して 208 nm および 222 nmの負の値が大きく、設計した

リンカーに由来する α ヘリックス含有量の増加が示唆された。5 つの dCytCLL のうち

dCytCLL_E0184の X 線結晶構造解析を行ったところ、立体構造を 1.33 Åの分解能で得た。得ら

れた立体構造は、水素結合を形成する側鎖構造を含め、デザインした配列から予測された立体構

造モデルと非常によく一致した。本手法は、様々なタンパク質に適用でき、機能性タンパク質を自

在に組み合わせた新規多量体の創製への応用が期待される。また、ウマシトクロム c（cyt c）は 3D-

DS すると Met80 がヘム鉄から解離する。Met80 を Ala に変異させた M80A cyt c の共鳴ラマンス

ペクトルを測定したところ、cyt cのヘム鉄への強い His配位と酸素化型での強い Fe-O結合および

O-O結合の特性が明らかとなり、cyt cのペルオキシダーゼ活性に関連していることが示唆された。 
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