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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノ酸置換とタンパク質の機能/構造との関係に関する幅広い知識を
得るために、「超好熱性タンパク質」を使用して「ランダム突然変異」によって「可変または致命的な部位」を
抽出した。 使用したタンパク質は、Sulfolobus tokodaii（Sto-Est）のエステラーゼとThermococcus 
kodakarensis（Tk-Sub）のサチライシンである。これらのタンパク質のランダム変異の活性と配列に関する広範
な公開データと未公開データも利用した。本研究により、変異可能な保存されたサイトと、変異に適さない非保
存サイトの特性の一部が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this work, in order to get broader knowledge on the relationship between 
amino acid substitutions and protein function/structure, we attempted to extract ‘mutable and fatal
 sites’ by ‘random mutation’ using ‘stable hyperthermophilic proteins’. The proteins applied 
were an esterase from Sulfolobus tokodaii (Sto-Est) and a subtilisin from Thermococcus kodakarensis 
(Tk-Sub). These proteins have been well studied for their function, structure and stability, and 
have also been used in random mutation experiments; we have extensive published and unpublished data
 on the activity and sequence for random mutations of these proteins. This study has revealed a 
portion of the properties at conserved sites that can be mutated and non-conserved sites that are 
not suitable for mutation.

研究分野： 生物物理

キーワード： タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今日、タンパク質の構造構築メカニズムに関して、計算機を用いた研究が増加してきているが、実験を通して得
られる知見もまだまだ多くある。特に本研究のような網羅的解析が有効である。本研究は、研究代表者がこれま
で行ってきた個々のタンパク質の安定性・フォールディング研究から構造構築網羅的解析、物性と進化の関係も
含んだ新たな研究を展開するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
生命活動に不可欠なタンパク質は、そのアミノ酸配列に起因して特異的な立体構造を形成し機
能を発揮する。また、タンパク質は生物進化の過程でアミノ酸変異を繰り返し・蓄積しており、
相同タンパク質で知られるように、同じ機能のタンパク質は類似のアミノ酸配列と構造を有す
る。この相同タンパク質のアミノ酸配列アライメントでは、部位によりアミノ酸の保存度が異な
る。一般に、保存度の高い部位は機能・構造に重要で、保存度の低い部位はアミノ酸置換が可能
であると考えられる。しかし、保存度の低い部位でも安定性低下を引き起こす致命的変異がある
こと、重要でない部位でも進化の過程で変異が生じずに保存されていることが先行研究から分
かった。つまり、配列アライメントから機能・構造に重要な部位を特定することは困難で、実験
による検証を通して重要部位の探索・同定をする必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
タンパク質の立体構造形成における重要部位（残基）を同定する新たな手法を提唱し、その部位
を実験的に特定する。 
具体的には、タンパク質に強制的にアミノ酸変異を導入・蓄積させ、致命的部位（変異不可能部
位）を抽出する。さらに、活性・安定性・構造形成能などで変異体をスクリーニングすることで、
『タンパク質進化』における優位な選択要因を探知する。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究室で進めている分子進化研究を応用し、新たなタンパク質の立体構造形成における重要
部位探索法の構築を行う。モデルとして、好熱性タンパク質である Tk-sub と Sto-Est を用いて、
ランダム変異を導入する進化実験を行い、不活性変異体の同定や変異体ライブラリー・相同タン
パク質配列アライメントの比較から、重要部位の同定が可能か実証するとともに変異部位と配
列アライメントとの関係を調査する。 
具体的には、エラープローン PCR を用いたランダム変異により、タンパク質に変異を導入し、活
性・安定性（熱処理後の残存活性）・構造形成能などを指標に、変異可能部位、致命的部位を抽
出する。 
 
 
４．研究成果 
 
Tk-sub と Sto-Est のランダム変異体の解析から、変異可能部位と保存度の関係（図１）と致命
的部位と保存度の関係（図２）を得た。これらの得られた情報から、高保存度部位の変異が失活
に繋がり、低保存度部位の変異は活性に影響しないという一般論通りの結果も得られた一方、一
部の高保存度部位の変異は活性に影響しないこと、低保存度部位の変異でも失活に繋がる場合
があることが明らかとなった。特に、高保存度部位では、タンパク質外部の疎水性アミノ酸が変
異に寛容であること（図３）や、低保存度部位でもα-ヘリックスに関与するアミノ酸は致命的
部位になり有ることなどの知見が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図１．変異可能部位と保存度の関係。(A)Sto-Est、(B)Tk-Sub。 

  



図２．致命的部位と保存度の関係。(A)Sto-Est、(B)Tk-Sub。 
 
 
 

図３． 変異可能な保存部位の割合 
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