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１．はじめに

　超分子重合は，モノマーの弱い可逆的な相互作用（非
共有結合）によるもので，モノマーを簡単に高分子化す
ることができ，重合体は分解したり再構築したりするこ
とも容易である．超分子重合の研究分野 [1] は，その速度
論的側面への理解が深まるとともに，さまざまな多価相
互作用をモノマーの接続に利用することにより，過去 20
年間で著しい進歩を遂げた [2]．この進歩により，超分子
重合の概念的拡張が可能になり，環境適合性，刺激応答性，
自己修復性，または適応性を持つさまざま革新的な機能
性材料の開発が行われた [2c]．従来の共有結合重合に対
し，超分子重合は従来とは異なるモノマーを使用できる
という利点がある [3]．2009 年に，我々はアデノシン三
リン酸（ATP）応答性生体内分子機械であるシャペロニン
GroEL の超分子重合を報告した [3b]．
　GroEL は，7 つの同一のタンパク質サブユニットからな
る 7 量体のリングを 2 つ備えた 2 層の中空円筒構造になっ
ている．この中空円筒は，高さ 14.6nm，外径 13.7nm，
分子量約 800kDa である [4]．GroEL の生化学的機能は，
変性タンパク質を自身の空孔に取り込み，そのリフォー
ルディングを促進することである．この過程で，ATP の
作用による GroEL の機械的構造変化が重要な役割を果た
すことが知られている [5]．
　GroEL の超分子重合に関して，我々は 2009 年に，頂
上ドメインにメロシアニン（MC）ユニットを持つ GroEL

（MCGroELMC）がモノマーとして機能し，MCGroELMC 間の多
価 MC/Mg2+ 相互作用を介して熱的に安定なナノチューブ

ポリマーを作ることを報告した [3b]．炎症性（腫瘍）部
位では ATP が過剰発現により高濃度になる．このナノ
チューブポリマーは，ATP にさらされると短鎖オリゴマー
に解離するため，腫瘍特異的薬物担体として機能する [6]
[7]．近年，我々は頂上ドメインに DNA 鎖を持つ GroEL
の合成にも成功し，さらにその二元交互超分子共重合を
DNA 鎖の相補性を利用して実現した [8]．生体内分子機械

図 1　（a）AGroELA と BGroELB の混合物から，ATP 加水分解による「リ
ング交換」により DNA 付き Janus GroEL「AGroELB」を合成する概略図．

（b）AGroELB が，AGroELB の DNA 鎖 A および B にそれぞれ部分的に
相補的で，反対側末端の 6 塩基で自己二量体化する DNA コモノマー
A** および B* と精密三元超分子共重合する概略図．共重合体は，二
重周期性配列構造であると期待される．A，B，A**，および B* の化
学構造は表 1 に示す．［American Chemical Society の許諾を得て文
献 [18] より転載］
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表 1　本研究で採用した相補的 DNA 配列．［American Chemical Society の許諾を得て文献 [18] より転載］

を含むこのような配列特異的な超分子共重合体は，ナノ
バイオテクノロジーの進歩に貢献する可能性が高い [9]．
　このような研究の背景には，東京大学微細構造解析プ
ラットフォームの装置利用，技術支援が必要不可欠であっ
た．東京大学微細構造解析プラットフォームは，2009 年
[3b] から相田研究室の様々な GroEL 関連プロジェクト [6]
[7][8] に関わり，装置特性を理解した技術支援スタッフが
特に透過型電子顕微鏡（TEM）計測において，個別かつ
柔軟な解決策を見出してきた．本稿では，東京大学微細
構造解析プラットフォームが音頭を取り，支援担当者の
協力を得ることで，東京大学化学生命工学専攻の相田研究
室への解析支援・共同研究を推進して得られた最近の成
果について紹介する．

２．GroEL を使用した三元超分子共重合

　本研究では，GroEL というプラットフォームを使用し
た精密な三元超分子共重合に取り組んだ．規則的な周期
配列を持つ三元超分子共重合体の合成は，競合条件下で
直交方向に結合する複数の分子間相互作用を適切に選択
する必要があること [10] と，共重合体配列をどのように
可視化し同定するかという問題にまだ普遍的な対処法が
ない [11] ため，依然として大きな課題 [12] となっている．
我々は，両端の頂上ドメインにそれぞれ異なる DNA 鎖 A
と B を持つ Janus GroEL（AGroELB）に注目した．Janus
タンパク質ナノ粒子は，その独自の二重表面機能性がさ
まざまな用途に有用であることから，大きな注目を集め
ている [13]．24 年以上前，Horwich ら [14a] と我々の一

人 [14b] は，2 つの異なる GroEL 間の Mg2+/ATP を介す
るリング交換による Janus GroEL の形成を報告した [14]．
つまり，機能化された AGroELA と BGroELB の混合物がこ
の反応にさらされると，起源の異なる 2 つのリングを持
つ Janus AGroELB が生成されるはずである（図 1a）．その
独特の形状とナノバイオテクノロジーへの応用価値にも
かかわらず，反応混合物から十分な量の Janus AGroELB を
分離することは本質的に困難であり，未解決の問題であっ
た．試行錯誤の末，我々は，DNA ナノテクノロジーがこ
の問題の解決に有効ではないかと推論した．図 2 に示す
手順に従い，我々は Janus AGroELB の単離に成功し，さら
に AGroELB と 2 つの DNA コモノマー A** および B* の混
合物との三元超分子共重合を試みた（図 1b）．A** と B* は，
それぞれ AGroELB の DNA 鎖 A および B に部分的に相補的
であり，かつ反対側で自己二量体化するようにプログラ
ムされている．後述するように，我々はまた，高度な配
列制御を備えた精密な三元超分子共重合に成功し，二重
周期配列を持つ層状集合体を生成した（図 4）．

２．１　Janus GroEL（AGroELB）の合成と分離

　AGroELB の合成では，まず GroEL のシステイン付き変
異体である CA-K311C/L314C（cysGroELcys）を使用して，
2 つの GroEL-DNA コンジュゲート AGroELA と BGroELB を
合成した（表 1）[8]．反応混合物を SDS ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）にかけたところ，DNA
鎖 A および B との結合収率は両方ともほぼ 80% であっ
た．次に，AGroELA と BGroELB の間のリング交換を介し
て，DNA 付き Janus GroEL である AGroELB の生成を試み
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図 2　DNA 付き Janus GroEL AGroELB を分離する概略図，および個々
のステップの SEC トレース：（a）AGroELA と BGroELB の混合物に
ATP を添加してリング交換を起こし，Janus AGroELB を生成させた．

（b）反応混合物を AGroELB の DNA 鎖 A に相補的な 100 塩基の DNA
鎖 A' とインキュベーションし，3 つの異なるハイブリダイゼーショ
ン産物 A'/AGroELA/A'，A'/AGroELB，および BGroELB を生成した．（c–d）
A'/AGroELA/A' と A'/AGroELB を含む画分を収集し，15 塩基の DNA 鎖 A''
と 60 塩基の DNA 鎖 B' の混合物で処理することで，A'/AGroELA/A' と
A'/AGroELB から A' を除去し，得られた AGroELB の B に B' をハイブリ
ダイズさせた．最後に，AGroELB/B' を含む画分を収集し，15 塩基の
DNA 鎖 B'' で処理することで AGroELB/B' から B' を除去した．［American 
Chemical Society の許諾を得て文献 [18] より転載］

た．具体的には，AGroELA と BGroELB の混合物（それぞれ
1.5μM，50mM Tris-HCl，100mM KCl，20mM MgCl2，
pH 7.6）を 5mM ATP（総量＝ 52μL）で処理し，その後
37℃でインキュベートした．10 分後，3 種類の流体力学
的体積が互いに類似している GroEL は，サイズ排除クロ
マトグラフィー（SEC）において，単一の溶出ピークを示
した（図 2a）．続いて，DNA 鎖 A のみに相補的になるよ
うに設計された 30 当量の 100 塩基 DNA 鎖 A'（表 1）を，
Tris バッファー中の AGroELA，AGroELB，および BGroELB（図
2a）の混合物に添加した．25℃で 1 時間インキュベート
した後，反応混合物の SEC プロファイルは，A'/AGroELA/A'，
A'/AGroELB，および BGroELB に帰属できる 3 つの特徴的な
溶出ピークを示した（図 2b）．A'/AGroELA/A' と A'/AGroELB

の混合物を含む画分を収集し，25℃で A'' [2.8nmol] と B' 
[1.2nmol]（表 1）で処理した．A''（表 1）は A'/AGroELA/A' 

および A'/AGroELB からの Toehold DNA 交換により A' を
除去する役割を果たす．B'（表 1）は，B に相補的な 60
塩基の DNA 鎖である．1 時間インキュベートした後，反
応 混 合 物 は SEC で AGroELB/B' と AGroELA に 帰 属 で き る
2 つの溶出ピークを示した（図 2c）．ここで，図 2b の 
A'/AGroELB と図 2c の AGroELB/B' のピーク溶出量の違いは，
DNA 鎖 B' が DNA 鎖 A' よりも 40 塩基短いことを反映し
ている．次に，AGroELB/B' を含む画分を収集し，25℃で
DNA 鎖 B''（表 1）[1.4nmol] で処理した．B'' は，B' と安
定した二重鎖を形成し，AGroELB/B' から B' を除去するよ
うに設計されている（図 2d）．1 時間後，反応混合物は
Janus AGroELB の形成により単一の溶出ピークを示した．
AGroELB は 2.5％の総収率で単離された（図 2d）．

２．２　三元超分子共重合

　その Janus 構造 [13] を利用することにより，我々は
AGroELB と 2 つの異なる DNA コモノマーとの精密三元超
分子共重合に成功した．共重合では，AGroELB の Tris-HCl
緩衝液（0.1μM，50mM Tris-HCl，100mM KCl，100mM 
MgCl2，pH 7.6，図 3b）に DNA コモノマー A*（19 塩基）
および B*（19 塩基）の混合物を添加した．A* と B* は，
それぞれ AGroELB の DNA 鎖 A および B に部分的に相補的
であるが，残りの末端領域で自己二量体化するようにプ
ログラムされている（表 1）．続いて，混合物を 45℃から
20℃まで 0.03℃ / 分の速度で徐々に冷却し，TEM で観察
した．驚くことに，我々が観察したのは，以前の研究 [8]
で報告された単鎖共重合体（図 1b）ではなく，周期的な
層状集合体（図 3e）であった．しかしながら，図 3e で
観察された縦方向の周期性は，層状集合体が，目的の周
期配列 -(B*/BGroELA/A*/A*/AGroELB/B*)- を持つ共重合体鎖が横
方向に結合したものであることを示唆する（図 3a）．A*
または B* のいずれかを AGroELB に加えても短鎖オリゴ
マー（おそらく二量体）のみが形成されたという追加実
験の結果（図 3c および図 3d）は，それを裏付ける．高

倍率の TEM 像（図 3e）から判断すると，明るい層の平
均幅は 15.0 ± 0.6nm であり，GroEL の両端の頂上ドメ
イン間の距離（14.6nm）に近い．暗い層も均一で，平均
幅は 4.8 ± 0.4nm である．ところが，AGroELA と A* の二
元超分子共重合でも，図 3e と同様の周期性を持つ層状集
合体を与えた（図 5）．したがって，この段階では，高度
な配列制御を持った精密三元超分子共重合が実際に行わ
れたかどうかは明らかではなかった．
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２．３　高度な配列制御

　以上を踏まえ，我々は AGroELB と DNA コモノマー A**
および B* との三元超分子共重合を試みた（図 4a）．新た
に採用されたA**は，A*と同じ役割を果たすよう設計した．
ただし，A** は中央で部分的な二重構造を形成する 2 つの
DNA 鎖から構成され，A* よりも顕著に長い（表 1）．した
がって，AGroELB，A**，および B* 間の三元超分子共重合
が理想的に高精度で進行し，同様に層状集合体を与える
場合，GroEL 間を繋ぐ -A / A** / A** / A- は -B/ B* / B* / B-
よりも顕著に長いため，目的の共重合体配列 -( B*/BGroELA/

A**/A**/AGroELB/B*)- から期待される二重周期構造 [15] が観察
されるはずである．図 3 と同様の条件下で得られた反応
混合物の低倍率 TEM 観察を行ったところ，数マイクロメー
トルの繊維状束の形成を示した（図 4b）．反応混合物の高

図 3　（a）AGroELB と DNA コモノマー A* および B*（表 1）の混合
物を三元超分子共重合し，周期的な層状集合体を生成する概略図．
GroEL ユ ニ ッ ト は DNA リ ン カ ー -A/A*/A*/A- お よ び -B/B*/B*/B-  
によって接続されている．（b–e）酢酸ウラニルで染色された（b）
AGroELB の み，（c）AGroELB と A* の 混 合 物，（d）AGroELB と B* の
混合物，および（e）共重合混合物の TEM 像．共重合では，AGroELB

（0.1μM），A*（10μM）， お よ び B*（10μM） の 混 合 物 を Tris バ ッ
フ ァ ー（50mM Tris-HCl，100mM KCl，100mM MgCl2，pH 7.6） 中
で 0.03℃ / 分の速度で 45℃から 20℃まで徐々に冷却した．［American 
Chemical Society の許諾を得て文献 [18] より転載］

図 4　（a）AGroELB と DNA コモノマー A** および B*（表 1）の混合
物を三元超分子共重合し，二重周期性層状集合体を生成する概略図．
GroEL ユニットは長さが顕著に異なる DNA リンカー -A/A **/A **/A- 
および -B/B*/B*/B- によって接続されている．（b–d）酢酸ウラニル
で染色された（b）低倍率および（c）高倍率の共重合混合物の TEM 像，
および（d）層状集合体の平均 TEM 強度プロファイル．共重合では，
AGroELB（0.1μM），A**（10μM），および B*（10μM）の混合物を
Tris バッファー（50mM Tris-HCl，100mM KCl，100mM MgCl2，pH 
7.6）中で 0.03℃ / 分の速度で 45℃から 20℃まで徐々に冷却した．

［American Chemical Society の許諾を得て文献 [18] より転載］

倍率での TEM 観察を行ったところ，AGroELB と DNA にそ
れぞれ由来する明るい層と暗い層が交互に積層する特徴
を持った層状集合体を示した（図 4c）．明るい層の平均幅
は 15.4 ± 0.7nm であり，これは GroEL の 2 つの頂上ド
メイン間の距離（14.6nm）に近い（図 4c および図 4d）．
重要なことは，暗い層は 8.2 ± 0.7nm と 4.9 ± 0.7nm の
2 つの異なる幅で交互に積層していることである．ここで，
2 つの暗い層の幅の比率（1.7）は，2 種類の DNA リンカー
-A/A**/A**/A- および -B/B*/B */B- の塩基数の比率（1.6）
に近い．これらの観察結果は，三元超分子共重合の生成物
が，高度に配列制御された二重周期性の層状集合体である
ことを明確に示している．ここで Janus AGroELB の非対称
性が重要な役割を果たしている．
　図 3e と図 4c の両方の TEM 像は 7.6nm の横方向の周
期性を示したことも注目に値する．これは，GroEL の円
筒直径の半分に近く，GroEL ユニットが面内六角形パッ
キングを取ることを示唆している．また，もう 1 つ言及
すべきことは，単鎖共重合体ではなく，層状集合体が形
成された理由である．二元超分子共重合に関する以前の
報告 [8] では，2 つの短い相補的 DNA 鎖（10 ～ 15 塩基）
が GroEL の頂上ドメインに直接結合していた．ところ
が，本研究の三元超分子共重合体は，2 種類の DNA リン
カー（図 3 の -A/A*/A*/A- と -B/B*/B*/B-，または図 4 の 
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図 5　（a）AGroELA と DNA コ モ ノ マ ー A* の 共 重 合 混 合 物 -(A*/

AGroELA/A*)-n を酢酸ウラニルで染色した TEM 像．（b）染色せず溶
液のまま凍らせて観察したクライオ TEM 像．共重合では，AGroELA

（0.05μM）および A*（a では 5μM，b では 50μM）の混合物を Tris バッ
ファー（50mM Tris-HCl，100mM KCl，50mM MgCl2，pH 7.6）中で
0.03℃ / 分の速度で 45℃から 20℃まで徐々に冷却した．［American 
Chemical Society の許諾を得て文献 [18] より転載］

-A/A**/A**/A- と -B/B*/B*/B-；表 1）で構成される．これ
らは，以前の報告 [8] よりも明らかに長いことから，コン
フォメーションの自由度が高くなっていると推測できる．
したがって，DNA 鎖の非共有結合による AGroELB の横方
向の結合は，その縦方向の接続と同時に発生する可能性
があり，隣接された共重合体鎖が束ねられて層状集合体
が得られたと考えられる．

２．４　TEM による構造解析

　本研究では TEM による構造の可視化・同定が必要不
可欠であった．使用した装置を図 6 に示す．TEM で観察
する場合，タンパク質は軽元素しか含まれていないため，
コントラストがつきにくく，また電子線によって損傷し
やすい．そこで重元素による染色剤を使用して，コント
ラストを高め，電子線によるダメージを防ぐことで容易
に観察することができる（図 3b–e，図 4b–c，図 5a）．し
かしながら，電子顕微鏡の中は高真空であり，試料を乾

図 6　本研究で使用された透過型電子顕微鏡及び試料作製装置．左から，有機材料ハイコントラスト透過型電子顕微鏡
（JEM-1400），クライオ透過型分析電子顕微鏡（JEM-2100F），自動浸漬凍結装置（Leica EM GP）およびクライオトランスファー

ホルダー（Gatan Model 914）．

燥させて観察するため，乾燥により試料が凝集や変形し
たり，染色剤と反応したりすることで，観察した構造が
本来とは異なっている可能性がある．そこで本研究では，
クライオ TEM でも観察を行った（図 5b）．自動浸漬凍結
装置（Leica EM GP）により溶液試料を染色せずにそのま
ま凍らせて，TEM で観察した結果，乾燥・染色した場合
と同様の結果を得ることができ，その構造の確定に至っ
た．

３．おわりに

　本研究では，GroEL 独自の「リング交換」反応 [14] と
DNA ハイブリダイゼーション技術 [16] を利用することで，
両端の頂上ドメインにそれぞれ異なる DNA 鎖 A と B をも
つ AGroELB を合成，単離し，更に DNA を介した精密三元
超分子共重合を行った．高度な配列制御により，我々は
この研究で得られた二重周期タンパク質 /DNA 層状集合
体の特性評価に成功した [15]．このような秩序だった構
造が三元超分子共重合により正確に構築されたことは，3
成分が厳密に組み立てプログラムに従う必要があるため，
注目に値する．GroEL がゲストを内包し ATP に応答して
放出する生体内分子機械であることも考慮すれば，Janus 
GroEL はナノバイオテクノロジーのツールとしてその大
きな有用性を見出すと考えられる [6][7][17]．本研究の詳
細については，文献 [18] も参照されたい．
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