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研究成果の概要（和文）：天然変性蛋白質は、生理的条件下では特定の構造を持たず、標的蛋白質の認識・結合
と同時にフォールディングする。高等生物が持つ蛋白質の多くが天然変性蛋白質であることから、それらの分子
認識機構の決定因子を解明し、あらゆる天然変性蛋白質の分子認識機構を統一的に理解することが重要である。
本研究により、1つの天然変性蛋白質内に誘導適合機構と構造選択機構という2つの仕組みが共存して標的分子を
認識可能であるという画期的な成果が得られた。また、天然変性蛋白質の折りたたみやすさが標的分子認識機構
の決定因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intrinsically disordered proteins (IDPs) have disordered structures under 
physiological conditions but fold into specific structures upon binding to their target proteins. 
Because many eukaryotic proteins are IDPs, it is important to elucidate the determinants of the 
mechanisms of coupled folding and binding of IDPs and to unify the understanding of how IDPs 
recognize their target molecules. Here, we showed that even a single IDP can contain two regions 
that bind their targets via different binding mechanisms, including the induced-fit and 
conformational selection mechanisms. Moreover, our results suggest that the folding ability of IDPs 
determines their binding mechanisms.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
天然変性蛋白質は、生理的条件下では特定の
構造を持たず、標的蛋白質の認識・結合と同
時にフォールディング（構造形成）する。高
等生物が持つ蛋白質の約 3割が天然変性蛋白
質であることから、それらの分子認識機構の
決定因子を解明し、あらゆる天然変性蛋白質
の分子認識機構を統一的に理解することが
重要である。その仕組みとして、２つのモデ
ルが提唱されている。一つは「誘導適合機構」
であり、天然変性蛋白質が標的分子と結合し
た後に折りたたまれるというモデルである。
もう一つは「構造選択機構」であり、天然変
性蛋白質は単独ではひも状のままで揺らい
でいるが、ある特定の構造に一時的に折りた
たまれたときにのみ、標的分子と結合すると
いうモデルである。これまでの研究から、天
然変性蛋白質に応じて分子認識機構が異な
ることが示唆されている。そこで本研究では、
次の事項の解明を目標として研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
(1) さまざまな天然変性蛋白質の立体構造、
標的分子との結合様式、および、標的分子認
識機構を解明する。 
 
(2) 天然変性蛋白質による分子認識機構の
決定因子を解明する。これにより、あらゆる
天然変性蛋白質の分子認識機構を統一的に
理解することを目指す。 
 
(3) 天然変性蛋白質と球状蛋白質における
折りたたみ反応と結合反応を統一的に説明
できるメカニズムを検討する。 
 
(4) 蛋白質のフォールディングや結合など
に関する物理的性質を明らかにする。 
 
(5) 天然変性蛋白質の分子認識機構につい
ての知見を利用して、天然変性蛋白質を利用
した機能性蛋白質分子のデザインを試みる。 
 
 
３．研究の方法 
天然変性蛋白質は大腸菌を用いて大量発

現させ、高純度精製した。必要に応じてアミ
ノ酸置換変異体を作製した。 
天然変性蛋白質の立体構造解析には、円二

色性（CD）スペクトルや、核磁気共鳴（NMR）
分光法、X 線溶液散乱法などを用いた。また、
天然変性蛋白質と標的蛋白質との結合の強
さは、NMR 滴定法や等温滴定型熱量計（ITC）
などを用いて定量した。 
これらのデータは、自作のソフトウェアを

用いた特異値分解やグローバル解析などに
よって解析した。 
 
 
 

４．研究成果 
(1) 天然変性蛋白質 c-Myb による標的蛋白
質 CBP KIX の認識： 天然変性蛋白質 c-Myb
が標的蛋白質である転写コアクチベーター
CBP の KIX ドメインを認識する反応を詳細
に解析した。その結果、c-Myb の N 末端側は
構造選択機構によって KIX と結合するのに
対し、c-Myb の残り半分は誘導適合機構で結
合することが明らかになった（図 1）。つまり、
1 つの蛋白質内に 2 種類の仕組みが共存して
いた。また、2 つの領域ではヘリックス構造
への折りたたみやすさが異なっており、折り
たたみやすさが分子認識機構を決定するこ
とが示唆された。 

 
(2) 天然変性蛋白質 Tat による標的蛋白質
CBP KIXの認識： 標的蛋白質KIXは、c-Myb
の他にも様々な天然変性蛋白質と結合でき
る。そこで、KIX に結合する天然変性蛋白質
である HIV-1 由来 Tat について、単独での立
体構造物性と、KIX との結合に伴う立体構造
変化を詳細に調べた。まず、生理的条件下（亜
鉛結合状態、中性 pH）における Tat の精製方
法を確立させた。次に、Tat 単独での立体構
造を CD や X 線散乱法などで解析した。その
結果、pH 変化や亜鉛結合に応じて立体構造
が変化することが示された。また、Tat と KIX
の結合に伴って二次構造が形成されること
が示唆された。 
 
(3) 転写因子 c-Jun による標的蛋白質 CBP 
KIX の認識： 転写因子 c-Jun と標的蛋白質
KIX との結合を詳細に調べた。まず c-Jun の
転写活性化ドメインの発現系を構築後、CD
やNMRなどで c-Jun単独での構造解析を行い、
c-Jun が天然変性蛋白質であることを明らか
にした。次に、標的蛋白質 KIX と結合したと
きの二次元および三次元 NMR スペクトルを
測定した。ピーク帰属を行い、c-Jun 上の KIX
結合部位を解明した。 
 
(4) 天然変性蛋白質 E1A による標的蛋白質
CBP NCBD の認識： アデノウイルス由来の
転写制御因子である E1A は天然変性蛋白質
であり、標的蛋白質である CBP の NCBD ド
メインと結合する。異なるアデノウイルスに

 
 
図 1．天然変性蛋白質 c-Myb による標的蛋

白質 CBP KIX 認識機構。 



由来する様々な E1A のコンストラクトと
NCBD との結合を測定した NMR 滴定実験の
データを、我々が開発した解析法を用いて詳
細に解析した。その結果、E1A と NCBD が複
雑な様式で結合することを明らかにした。ま
た、強毒性と弱毒性のアデノウイルス由来
E1A では標的蛋白質との結合強度が異なる
ことが示唆された。 
 
(5) ハースタチンの立体構造解析： 抗がん
剤候補分子であるハースタチンは、細胞表面
にある HER2 蛋白質の二量体形成を阻害する
ことによって細胞の異常増殖を阻害できる。
ハースタチンの C 末端側にある HER2 結合領
域の立体構造を NMR 分光法などで解析した。
その結果、ハースタチンの HER2 結合領域は
天然変性状態にあることが明らかになった。 
 
(6) 天然変性蛋白質による標的分子認識機
構の決定因子の解明： これまでに得られた
結果を総合すると、次のように考えられる。
生体内で合成されたらすぐに標的と結合し
て機能を発揮すべき天然変性蛋白質（c-Myb
など）では、ヘリックス構造に折りたたみや
すい領域を持ち、構造選択機構で標的と結合
する。これに対し、リン酸化という修飾を受
けた場合にのみ標的と結合すべき天然変性
蛋白質（pKID など）では、ヘリックス構造
を形成しにくく、誘導適合機構によって KIX
と結合する。したがって天然変性蛋白質は、
それぞれの機能に応じて折りたたみやすさ
が異なり、結合の仕組みも異なることが示唆
された。すなわち、天然変性蛋白質の折りた
たみやすさが標的分子認識機構を決定する
という仮説が得られた。 
 そこで、この作業仮説を検証するために、
天然変性蛋白質 c-Mybの二次構造形成能を変
化させた複数の変異体を理論的に設計後、実
際に作製して標的蛋白質 KIX との結合能の
変化を解析した。その結果、二次構造の安定
化が標的蛋白質との結合を強化することが
示唆された。この結果は、天然変性蛋白質の
分子認識には、蛋白質の折りたたみやすさが
重要であるという仮説を支持している。 
 
(7)これまでに得られた知見に基づき、天然
変性蛋白質による標的分子認識反応と、球状
蛋白質におけるフォールディング反応を統
一的に説明できるメカニズムを提唱し、総説
を執筆した。また、天然変性蛋白質による標
的結合を制御する手法の開発や、天然蛋白質
の立体構造物性に関する理論的解析なども
行った。さらに、変性蛋白質の構造ダイナミ
クスの解析や、蛋白質間相互作用の精密解析
も行った。 
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