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研究成果の概要（和文）：ペプチドホルモンであるウログアニリンの前駆体であるプロウログア

ニリンのＸ線結晶構造の高分解構造を決定した。成熟体領域とプロ領域の間の相互作用だけが

重要であるのではなく、中間体とプロ領域の相互作用も重要であるのではないかということが

示唆された。さらに、フォールディング過程の速度論的解析を行い、二つの中間体構造が重要

である事を明らかにした。その他、βアミロイド前駆体蛋白質の溶液中での挙動も解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：Prouroguanylin (PUG) is precursor of uroguanylin that is peptide 
hormone. X-ray crystal structure of PUG has been determined at high resolution. In the 
folding process of PUG, the structure suggests that not only interactions between 
proregion and peptide region in the PUG that has correct folding but also those in the 
folding intermediates are very important. Furthermore, kinetic analysis of a folding 
process of PUG has been performed. It is elucidated that two folding intermediate 
structures are important in the folding process. In addition, behaviors of β-amyloid 
precursor protein in the solution were analyzed by CD, DSC and light scattering. 
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１．研究開始当初の背景 
ペプチドホルモンなどの生理活性ペプチド
は、構造と活性の相関において最も強い活性
を示すアミノ酸配列を有している。これは、

進化の過程において、生体の様々な思考錯誤
の結果得られたものと考えられるが、どのよ
うにしてそのアミノ酸配列の選択が行われ、
活性発現に必須な立体構造が形成されたか

研究種目：基盤研究（ C ）  

研究期間：2007～2009 

課題番号：19570112 

研究課題名（和文） 前駆体タンパク質の構造生物学的研究を基礎とした生理活性ペプチド 

成熟機構の解明                     

研究課題名（英文） Structural Studies on precursor proteins of bioactive peptides 

to elucidate their maturation. 

研究代表者 

山口 宏（YAMAGUCHI HIROSHI） 

関西学院大学・理工学部・教授 

 研究者番号：10252719 

 

 
 



については、まだほとんど分かっていない。
一般に、ペプチドホルモンはプレプロホルモ
ンとして発現し、プロセッシングにより生理
活性ペプチドになる。また、β-アミロイド
前駆体タンパク質は、異常プロセッシングに
よりアルツハイマー病患者の病変部位に沈
着するβ-アミロイドを生成する。これらの
正常または異常なプロセッシングが、どのよ
うに制御されて起こるのかを明らかにする
事や、前駆体タンパク質の構造が成熟体の構
造形成にどのように寄与しているのかを明
らかにする事は、生理活性ペプチドを理解、
利用する上で必須である。この目的のため、
これらの生理活性ペプチドの前駆体タンパ
ク質の構造学的な研究を行い、溶液中での安
定性や挙動、原子レベルでの構造を解明する
事が重要な課題となる。 
 
２．研究の目的 
 ペプチドホルモンの前駆体タンパク質で
あるプロオピオメラノコルチン、プロウログ
アニリンおよびβアミロイド前駆体タンパ
ク質の安定した供給方法を確立し、構造研究
の遂行を可能にする事を目的とする。さらに、
得られた試料のＸ線結晶構造解析を試み、詳
細な原子レベルの立体構造を決定する事を
目的とする。並行して、光散乱による溶液中
での会合状態の解析や、示差走査熱量計によ
る熱測定を通した安定性の評価など溶液中
での試料の物理化学的測定を通した、溶液中
での状態解析を行う。さらに、プロウログア
ニリンに関しては、ジスルフィド結合を還元
した完全変成状態からのリフォールディン
グ過程の速度論解析を行い、そのフォールデ
ィング機構を解明する。これらの結果を通し
て、前駆体タンパク質の構造的意義を明らか
にする事を目的とする。 
 プロウログアニリンは、腸管や腎臓等に存
在するペプチドホルモンであるウログアニ
リン（グアニル酸シクラーゼ活性化ペプチ
ド）の前駆体タンパク質である。ウログアニ
リンは、受容体タンパク質であるグアニル酸
シクラーゼ C に結合することで、これら臓器
の水分調節を行うと考えられている。ウログ
アニリンの構造活性相関の研究過程におい
て、天然型のジスルフィド結合をもつウログ
アニリンが生体外では極端に生成し難く、他
のジスルフィド結合異性体に比べて熱力学
的に不安定であることが明らかになってい
る。さらに、その天然型の立体構造の形成に
は、成熟体のアミノ酸配列の情報だけでは不
十分であり、プロセッシングにより除去され
るプロ配列が必須であり、プロ領域が分子内
シャペロンとして機能することも明らかに
された。前駆体タンパク質であるプロウログ
アニリンの構造を解明することにより、プロ
領域が分子内シャペロンとして機能するタ

イプの成熟機構解明の手がかりとすること
が可能である。 
 プロオピオメラノコルチン(POMC)は、
ACTH(adrenocorticotropin)前駆体タンパク
質として知られ、ACTH を初めとしてLPH、MSH、
エンケファリン等の数々の生理活性ペプチ
ドの前駆体である。すなわち、１つの前駆体
タンパク質から数多くのペプチドホルモン
が生成する。成熟体であるペプチドホルモン
へのプロセッシングの過程、およびプロセッ
シング酵素の制御機構については、すでに生
化学的解析がなされており、多くの情報が蓄
積されている。また、成熟体そのものの立体
構造解析もNMRにより解析がなされているも
のがあり、受容体タンパク質との結合構造に
ついても情報が蓄積されている。しかしなが
ら、この前駆体タンパク質の立体構造につい
ては、試料が生体から微量にしか得られない
ことから、全く解析がなされていない。安定
して POMC を得る条件を確立する事により今
後の研究を大きく進める事ができる。最終の
目標は、POMC のＸ線結晶構造解析を行い、得
られた立体構造と、既に蓄積されている成熟
体ペプチド群のNMR 構造との比較を行うこと
により、前駆体タンパク質中の生理活性ペプ
チド部位の構造と成熟体ペプチドの構造と
の関連を明らかにし、プロセッシングの順序
を規定している要因を立体構造から明らか
にすることである。 
 βアミロイド前駆体タンパク質(APP)は、
アルツハイマー病患者の大脳皮質に異常沈
着するβ-アミロイドの前駆体タンパク質で
あり、生体内に広く存在している。これまで、
βアミロイドについては数々の研究が行わ
れてきたが、何故生体でそのような異常プロ
セッシングがおこりβアミロイドペプチド
が作り出されるのかは不明である。APP の構
造学的な知見を得る事により異常プロセッ
シングやタンパク質自身の機能推定のため
の情報を得る事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究遂行のため、Ｘ線結晶構造解析
や物理化学的解析に適した結晶を得る必要
があるため、精製試料の大量調製を試み、結
晶化条件検索および結晶化実験を行った。Ｘ
線結晶構造解析に用いる試料は、十分高度に
精製する必要があるため、各試料の調製方法
を培養条件・精製条件全てにおいて検討を繰
り返した。 
 プロウログアニリン、POMC、βアミロイド
前駆体タンパク質に関して精製条件を確立
できたので、結晶化条件検索を繰り返し行っ
た。 
（２）プロウログアニリンは、結晶構造解析
に適した結晶が得られたため、実験室レベル
での回折予備実験を行った後、SPring-8 のシ



ンクロトロン放射光を用いて回折強度デー
タを収集し、構造決定を行った。 
（３）プロウログアニリンは成熟体領域の２
つを含む３つのジスルフィド結合を持つ。ま
た、天然構造は(Cys41-Cys54, Cys74-Cys82, 
Cys77-Cys85)の結合様式を持ち，フォールディ
ン グ 中 間 体 は 異 性 体 １ (Cys41-Cys54, 
Cys74-Cys85, Cys77-Cys82) と 異 性 体
2(Cys41-Cys54, Cys74-Cys77, Cys82-Cys85)の結
合様式を持つ。まず、還元変性状態のプロウ
ログアニリンおよび異性体１、２を調製し、
それぞれのタンパク質20 nmol に対して、1 mM 
GSSG と 2 mM GSH を含む 0.1 M Tris/HCl (pH 
8.0)緩衝液による希釈法によってフォール
ディング反応を行い、等量の 1 M HCl を加え
ることによるacid-quench 法によって反応を
停止させ、HPLC の溶出時間によって種々のフ
ォールディング種の割合の解析を行った。 
（４）アミロイド前駆体タンパク質の動的光
散乱実験を行い、溶液中での会合状態の解析
を行った。また、ヘパリン存在時の状態変化
を明らかにするため、ヘパリンを存在させた
状態での CD スペクトル測定、動的光散乱、
示差走査熱量計による熱測定を行った。 

（５）生理活性ペプチドのフォールディング

解析の過程で、種々のアミノ酸やアミノ酸誘

導体の添加がフォールディング中間体や成

熟タンパク質自身を安定化し、凝集が起こり

にくくなる事を見いだした。これまでは、ア

ルギニンなど限られた種類のアミノ酸につ

いて同様の報告が成されていたが、幅広く多

くの種類のアミノ酸類について検討を行っ

た。タンパク質を安定化する事から、タンパ

ク質結晶作製時においてのアミノ酸やアミ

ノ酸誘導体を添加する事による効果の検討

をリゾチームおよびヘモグロビンをモデル

タンパク質として行った。 

 
４．研究成果 
 生理活性ペプチドの立体構造形成機構を
解明するために、プロウログアニリン、プロ
オピオメラノコルチン(POMC)、S-APPαの調
製方法を検索し、SDS-PAGE、Native-PAGE で
単一バンドを示し、動的光散乱で単分散を示
す試料の調製に成功した。βアミロイド前駆
体タンパク質は、動的光散乱では６量体と考
えられる結果を示し、CD スペクトル測定の結
果は報告されている部分構造と矛盾しない、
αへリックスとβシートを含む構造を持つ
事を示唆した。これらの結果より、これらの
精製試料を用いて物理化学的解析を行った。
さらに、プロウログアニリンは、天然型構造
だけでなく、ジスルフィド結合の異性体であ
るフォールディング中間体の精製条件も確
立し、以下の研究に用いた。 
 （１）対象の３種類のタンパク質の結晶化

条件の検索を行ったが POMC、アミロイド前駆
体タンパク質の良質な結晶を得る事はでき
なかった。プロウログアニリンは、２種類の
結晶系で結晶化に成功した。最初に得られた
結晶は高分解能の回折を与えたが、双晶であ
り解析を行う事はできなかった。新たに結晶
化条件検索を行い、次に得られた結晶を用い、
SPring-8 におけるデータ収集を行い、高分解
能Ｘ線結晶構造の決定に成功した（図１）。
この構造より、成熟体領域とプロ領域の間の
相互作用だけが重要であるのではなく、中間
体とプロ領域の相互作用も重要であるので
はないかということが示唆された。 
 

 
図１ プロウログアニリンの結晶構造 
青：プロ領域 赤：成熟体領域 黄：ジスル
フィド結合 
 
 （２）還元変性状態からのフォールディン
グの速度論的解析により、プロウログアニリ
ンのフォールディングはスルフィドの酸化
である初期相と形成されたジスルフィド結
合のシャッフリングである後期相の2相から
構成されることを明らかにした（図２）。 

 
図２ プロウログアニリンの還元変成状態
からのフォールディング過程の速度論的解
析 
 



フォールディングの初期相においてジスル
フィドの掛け違った異性体１と２がより多
く集積され，後期相においてこれらの間違っ
たジスルフィドをシャッフリングすること
で天然型に移行することがわかった。 
（３）異性体１、２からの酸化的フォールデ
ィング実験の結果、異性体１からのフォール
ディングは、一旦異性体２を経て天然型に収
束する経路を示唆し、律速段階は異性体２で
あることが明らかになった（図３）。さらに、
異性体２からのフォールディングは、初期相
において異性体１と天然型を生成しつつ、律
速段階は異性体２で有る事を示した（図４）。 
 

 
図３ 異性体１からの酸化的フォールディ
ング解析 
 

 
図４ 異性体２からの酸化的フォールディ
ング解析 
 
（５）示差走査熱量測定による成熟体、各フ
ォールディング異性体の安定性の評価も行
った（図５）。天然型の熱変性中点(Tm)は 72℃
であり、異性体１の Tm は、天然型より僅か
に低い 70℃であった。一方、プロ領域によっ
て構造制御されない異性体２の Tm は 51℃で
あった。前述した結果と併せて、プロ領域と
ウログアニリン、異性体１の成熟領域との相
互作用は、前駆体タンパク質であるプロウロ
グアニリンや異性体１の構造安定性に強く
寄与していることが明らかになった。 

（６）リゾチームおよびヘモグロビンの結晶

化時にアミノ酸のエステル誘導体およびア

ミド誘導体を溶液に添加する事により、結晶

が析出しないような沈殿剤の濃い条件など

でも結晶析出が観測される事を見いだした。 

さらに他のタンパク質でも試み、一般的にタ

ンパク質の結晶化に利用できるという結論

を得た。 

 

 
図５ プロウログアニリンの天然型、異性
体１、２の示差走査熱量計による熱測定 
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