
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2013～2009

タンパク質天然変性状態の情報基盤の確立と展開

Development and application of a database of intrinsic protein disorder

４０２９０８９５研究者番号：

太田　元規（Ota, Motonori）

名古屋大学・情報科学研究科・教授

研究期間：

２１１１３００７

平成 年 月 日現在２６   ５ ２１

円    94,200,000 、（間接経費） 円    28,260,000

研究成果の概要（和文）：生理的条件下であっても孤立状態では立体構造を保持しないタンパク質があり，それらは天
然変性タンパク質と呼ばれている．天然変性タンパク質は９０年代に着目されだしたため情報は豊富とは言えないが，
転写活性やシグナル伝達など重要な高次機能に関連している．そこで，これらについて，質・量ともに充実したデータ
ベースを作成することで研究基盤の確立を図った．UniProtとPDBのデータを出発点とし，アノテーションの仕組みやツ
ールを整えながら，人の手を介したデータ収集を実施し，IDEALデータベースを構築，公開した．天然変性領域に含ま
れる機能部位をProtean segmentとして積極的に登録した．

研究成果の概要（英文）：Intrinsically disordered proteins (IDPs) are those that do not adopt their unique 
tertiary structures under physiological condition, if isolated from their binding partners. The structural
 and functional information for IDPs are not adequate enough, because they have been paid attention recent
ly. They play significant roles in the translational activation or signal transduction. Construction of qu
alified database is mandatory to the deep understanding of IDPs. We have developed IDEAL database using th
e information of UniProt and PDB as the starting point. We arranged manual-annotation procedures and devis
ed several data-handling tools. From the November 2011, IDEAL is open to the public. Especially, it presen
ts functional regions in disordered regions that exhibit disorder-order transition upon binding of interac
tion partners, as protean segments.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： データベース　バイオインフォマティクス　構造・機能予測　変性とフォールディング

生物科学・構造生物化学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 天然変性タンパク質は生理的条件下に
あっても立体構造を形成しないタンパク質
であり，立体構造をともなわない部位：天然
変性領域を含んでいる．天然変性領域はタン
パク質の全長にわたるもの，全長とは言わな
いまでも長大なもの，部分的なものと多岐に
わたる．天然変性タンパク質の特徴は，天然
変性領域を利用して他のタンパク質等と相
互作用し機能を発揮するところにある．この
ような現象は，９０年代後半に発見され，そ
れ以降研究が盛んとなった．天然変性タンパ
ク質の存在は以前から認識されてきたが，機
能等が不明だったため，論文等で報告があっ
ても，組織的な情報の整理は行われていな
かった．天然変性タンパク質は，シグナル伝
達や転写制御といった重要な細胞現象に関
与しており，その機能を理解することは高等
生物の高次機能解析に非常に重要である．そ
こで，天然変性タンパク質の情報を収集し，
データベース化することが求められていた．
先行研究として DisProt というデータベース
が構築，公開されているが，基本的には人が
閲覧するためのデータベースであり，かつ，
網羅的な情報収集を意図したためか，広汎で
はあるがありとあらゆる雑多なものが集約
されているという印象であった．我々は，そ
れがいかなるものであれ，ある立場から標準
化されたデータベースが，科学研究のインフ
ラストラクチャとして必須であると考えた．
また，データが発表されるのをただ待ってい
るだけでなく，積極的に実験環境を整備し，
データを提出していく仕組みを整備するこ
とも重要と考えた． 
 
２．研究の目的 
 データの質，量，ともに充実した天然変性
タンパク質のデータベースを構築，公開し，
天然変性タンパク質研究の基盤を提供する．
質という意味では人の手を入れ，あるていど
標準化されたデータを提供する．量という意
味では，実験による天然変性領域同定の仕組
みを研究，開拓し，積極的に実験結果を取り
入れていく．天然変性領域にはタンパク質と
の相互作用部位が存在し，この相互作用はシ
グナル伝達や転写制御におけるスイッチの
ような役割を果たすことが多い．また，この
部位の特徴として，同一部位であっても，形
も機能も異なる多くのタンパク質と相互作
用することがあげられる．このような現象は
プロミスキャスな相互作用として知られて
いるが，相互作用様式等，研究が進んでいな
い．こういった相互作用する機能部位を中心
に据え，データを収集する．立体構造の情報
は PDBに統合され，整理した形で提供され容
易に入手できるが，天然変性タンパク質につ
いてはこのようなデータベース化が実現さ
れておらず，研究の大きな妨げとなっている．
本研究で開発するデータベースは，天然変性
領域の相互作用部位やパートナー情報を注

釈付けすることで，分子レベルで，天然変性
タンパク質の機能様式を解明するための，イ
ンフラストラクチャを整備することにある． 
 また，データベース構築のみに留まらず，
天然変性タンパク質の特徴を解明するため
に，データベース研究，シミュレーション研
究，実験研究を推進する． 
 
３．研究の方法 
 データベース作成においては，天然変性タ
ンパク質に関する様々な情報を収集する必
要がある．Uniprotは，アミノ酸配列をベース
に様々な既存のデータベースへのリンクが
整備されており，情報収集の出発点として適
している．また，本データベースでは積極的
に天然変性領域の相互作用部位を収集する
ことにしたが，精度の高い相互作用部位とし
て複合体として立体構造が決定された領域
を参照することが出来る．天然変性領域の情
報は X 線結晶解析の構造が決定されない領
域（ミッシング領域）として入手可能である．
このような理由から，Uniprotのエントリで立
体構造が決定され PDB に登録されたものを
出発点とした．PDBから取得困難な天然変性
領域の情報は，文献情報を収集，読解するこ
とで補う．天然変性タンパク質は，真核生物，
特に核内タンパク質に多いため，ヒトの核内
タンパク質で上記基準を満たすものからア
ノテーションを開始した．アノテーションを
行うにあたり，専用の既知情報を概観できる
ツールやその結果を示す掲示板等を作成し，
情報整理の効率化をはかった．天然変性領域
上の機能部位は，protean segment (ProS)という
カテゴリをもうけ，特別にアノテーションを
行った． 
 データベース開発以外の研究の方法につ
いては，研究成果の欄にあわせて記載した． 
 
４．研究成果 
１）天然変性タンパク質データベース，
IDEAL の開発：2009 年にデータベース開発
チームを発足し，開発や公開に利用するマシ
ンを整えた．DisProtのサーベイを行い，どう
いったデータベースを作成すべきかの方向
付けを行い，大まかな仕様について検討した．
2010年より「３．研究の方法」で述べたよう
なやり方で本格的な開発に着手し，データ
ベース IDEAL を 2011 年の 11 月にインター
ネ ッ ト に よ り 公 開 し た
(http://www.ideal.force.cs.is.nagoya-u.ac.jp/IDE
AL/）．公開に際し，天然変性領域・構造領域
等が直感的に理解できるよう，アミノ酸配列
を帯で表現し，各部位を色別表示するよう，
インターフェースに工夫をこらした．2011年
11 月の段階でアノテーションしたタンパク
質は 153，ProSを含むタンパク質は 72であっ
た．この成果は論文として，NAR誌に掲載さ
れた．IDEALのデータは，UniProtや PDBの
データに基づいているため，IDEALのデータ
更新を行う際もこれらのデータベースの更



新を十分に反映したものでなくてはいけな
い．データ更新を行うための作業工程を整備
し，また，それに利用するツールやスクリプ
トを整備し， 2012 年 5 月，2012 年 12 月に
データの更新を行った．登録されたタンパク
質（ProSを含むタンパク質）は，209（97）, 261
（121）と順調に増加した．  
 2011 年に公開した IDEAL は，各エントリ
（タンパク質）について個別にアノテーショ
ンされた情報を表現することに意識があっ
たため，天然変性タンパク質の特徴であるプ
ロミスキャスな相互作用を伝えるには物足
りない部分があった．この点を修正するため
に IDEAL を改訂することを計画し，その結
果，2013年 8月にはインターフェースの大幅
な見直しなどを行ったバージョンを公開し
た．これまで以上に相互作用パートナーのタ
ンパク質情報の取得を容易にしたのと供に，
PDB に収録された立体構造情報の非冗長化，
NMR により立体構造が決定されたエントリ
からの天然変性領域領域のアノテーション
（下記参照），タンパク質相互作用ネット
ワークの提示（図１）を行い，利便性の向上
をはかった．2013年 8月，2014年 3月にデー
タ更新を行った結果，登録されたタンパク質
（ProSを含むタンパク質）は，340（148）, 446
（183）となった．成果を NAR誌に論文とし
て発表した．IDEALでは人が見てわかりやす
いよう，インターフェースを工夫しているが，
その一方で，データをダウンロードしてコン
ピュータに入力し，解析研究が実施しやすい
よう，XML形式を採用している． 
 登録した ProSを観察し，天然変性タンパク
質の相互作用様式の傾向を調査した．同一構
造ドメインに結合する ProSの場合，コンセン
サス配列が見られる場合もあるが，全く異な
る様式で結合することもある．また，同一の
天然変性領域に異なる構造ドメインが結合
するときも，結合に共通性が見られることも
あれば，見られないこともある．ProSの配列
保存性にも様々な様式がある．これらの傾向

についてはデータの増加を図りつつ，更に探
求する． 
２）NMR 構造に基づく天然変性領域同定：
PDB に登録されたタンパク質を調べると，X
線結晶構造解析は細胞質のタンパク質の構
造決定に利用されることが多いのに対し，核
内タンパク質については NMR が良く利用さ
れている．天然変性タンパク質は核内タンパ
ク質に多いため，PDB を利用するにしても
NMR の情報を取り込むことができないと片
手落ちになる可能性がある．そのため，NMR
の立体構造を利用した天然変性領域の同定
法を考案した．X 線でも NMR でも構造決定
が行われているタンパク質を選定し，X線構
造のミッシング領域を同定した．NMR 構造
では，通常複数モデルが登録されているので
その揺らぎを計算した．ミッシング領域と一
番相関が高くなるように揺らぎの値を決め
ると，3.2Åになった．これを NMR構造に適
用し，X線構造から得られた天然変性領域と
比較し，それらの違いについて議論した．こ
の同定法で得られた結果を，2014年の IDEAL
改訂時に反映させた． 
３）天然変性タンパク質，CARMILによるア
ロステリック阻害機構：CARMILは全長１２
００ほどのアミノ酸配列からなるタンパク
質で，C 末側３００残基ほどが天然変性領域
である．この部分でアクチンキャッピングタ
ンパク質（CP）に結合し，CP と F アクチン
の相互作用を阻害する．X線結晶構造解析の
結果から CP と F アクチンの相互作用面と，
CP と CARMIL の結合面が異なることがわ
かっている．つまり，CARMILは CPをアロ
ステリックに阻害する．CARMILが CPに結
合すると CP の動的構造変化を引き起こし，
阻害がおきるという仮説が提案されている．
このメカニズムを解明するために，CP，
CP/CARMIL 複合体などの分子動力学計算を
実施し，動的構造を調査した．MotionTreeで
解析したところ，CARMIL結合で抑制される
ドメイン運動を同定した（図２）．天然変性
領域が相互作用パートナーの揺らぎを調整
するメカニズムを提唱した． 
４）実験による天然変性タンパク質研究：天
然変性領域を NMR 試料として得るための発
現系の構築・検討を行った．天然変性領域の
モデルとしてアミロイド β（A β）ペプチドを

図１：IDEALが提示するネットワーク図 

図２：CARMIL 結合が抑制する CP のドメ
イン運動の例（赤と灰色が剛体） 



用いた．溶解度が高いことで知られる MBP
やユビキチンとの融合タンパク質として大
腸菌で可溶性画分に発現させたが，多くがプ
ロテアーゼの分解を受けてしまった．コドン
最適化されたヒトユビキチン融合発現系を
用いて 37℃で発現誘導を行うと，A βの融合
タンパク質は不溶分画として発現された．こ
れを変性・巻き戻しを経て試料を調製するこ
とで，収量は 10 倍以上増加した．この系を
利用して，A β (1-42)上の特定のアミノ酸のみ
を 15N 標識した試料の作成にも成功した．大
腸菌の不溶性画分を積極的に利用する発現
系が有効であることが分かった． 
 ついで，天然変性タンパク質と豚コレラウ
イルス由来プロテアーゼ N(pro)との融合発現
系を構築し，大腸菌封入体内で発現させ効率
よく可溶化したのち，タグ除去と精製を可能
にした．N(pro)発現系は Auerらが開発した医
療用ペプチドに最適化された系であるが，
我々はこれを天然変性タンパク質用に応用
した．オリジナルでは，タグの自己切断後の
精製が逆相 HPLC精製のステップとなるため，
試料の脱塩・濃縮が必要であるが，これを簡
便にすべく，透析法を用いた新しい refolding
条件と試料精製プロトコルを確立した．  
 ヒトゲノム由来の複数の天然変性タンパ
ク質に着目し，タンパク質の凍害を保護する
活性を見出した．モデル酵素として乳酸デヒ
ドロゲナーゼ（LDH）を採用した．リン酸緩
衝液中で液体窒素と氷水で 5回凍結融解を繰
り返すという実験に対し，天然変性タンパク
質を添加し，LDHの残存酵素活性を測定した．
調査した全ての天然変性タンパク質に，LDH
の凍害失活を防ぐ活性が認められた（図３）．
配列の類似性から，凍結保護活性はアミノ酸
配列に由来するものではなく，天然変性タン
パク質に普遍的な性質である可能性が示唆
された．この性質は医療・産業上の有用性が
高いと考えられたため，「ヒトゲノムに含ま
れる天然変性タンパク質のすべて」を請求範
囲とする特許を出願した． 
 領域内の天然変性タンパク質研究を促進
するために，石野班と共同研究を行い，ヒト
nucleolin(C23)の C末端部分の GARドメイン

（glycine と arginine に富む天然変性領域を
含む領域）が nuclelin と NVL2 のタンパク質
間相互作用を増強する活性をもつことを見
出した．膜融合タンパク質を用いた PRESAT
ベクターによる天然変性実証系を用いて，核
内因子 Hefならびに FANCMの天然変性領域
の検証を行った．ヒト FANCMの天然変性領
域に結合する因子 RNaseH1の研究を進めた．
伊倉班と，タウタンパク質による微小管安定
化機構の分子病態に関する共同研究を行い，
タウの微小管安定化に際し，タウの微小管
チューブリン上の結合部位が，微小管切断酵
素カタニンの認識部位と空間的にオーバー
ラップしていることを発見した．また，伊藤
班とは，膜制御因子 Fer の FX ドメインの立
体構造解析を行い，結晶構造の決定に成功し
た．領域外研究者であるが，岡山大学・阿保
博士と大腸菌 ArfA の共同研究を進め， 15N
標識試料を用いたNMR実験によりArfAはほ
ぼ全領域が天然変性であることを確認した． 
 ProS とタンパク質ドメインの相互作用に
ついて，いくつかのタンパク質ドメインの構
造解析研究・NMR 研究を進めた．神経ホル
モンペプチド VIP の生体膜模倣環境での
NMR 構造決定，酵母 Doa1 の PFU-PUL ドメ
インにおける長いリンカー部分による自己
阻害様式の解明，ヒトストマチン SPFHドメ
インの NMR解析，等を実施した． 
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