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研究成果の概要（和文）：本研究では、相同だがアミノ酸配列が著しく異なる2つの天然変性タンパク質(IDP)に
ついて、共通の機能を持つと予測し、予測の証明と、機能を発揮するための構造的特徴の解明を目指した。我々
は2つの天然変性タンパク質を対象に研究を行い、どちらもDNAとDNAクランプの両者に結合し、DNAクランプのス
ライドを抑制するという共通の機能を持つことが示すことができた。当初、この機能を発揮するために、2つの
天然変性タンパク質に共通の二次構造モチーフ(αヘリックス)が保存されていると予測したが、本研究から、二
次構造モチーフよりもむしろ構造の柔軟性によるDNAとの柔軟な相互作用が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We predicted that two naturally denatured proteins (IDPs) that are 
homologous but have significantly different amino acid sequences share a common function. In this 
study, we aimed to prove this prediction and elucidate the structural features that enable it to 
perform its functions. We conducted research on such two IDPs. As a result, we showed that both IDPs
 bind to both DNA and DNA clamp and have a common function of suppressing the sliding of DNA clamp. 
Initially, we predicted that a common secondary structural motif (α-helix) would be conserved in 
the two IDPs to exert this function. However, our results suggest that flexible interactions with 
DNA due to structural flexibility are more important than secondary structural motifs.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 天然変性タンパク質　X線小角散乱　古細菌

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般に、タンパク質の機能に重要な領域はアミノ酸配列や立体構造が保存されていると考えられる。しかし、天
然変性タンパク質(または天然変性領域)は生物種間でアミノ酸配列保存性が低く、特定の立体構造も取らないた
め、上記の概念に反する。本研究では、そのような天然変性タンパク質であっても共通の機能を持ちうることを
発見した。本研究の成果は他のタンパク質においても従来「重要でない」として見過ごされてきた領域に新たな
機能を発見するきっかけとなり、天然変性領域の構造・機能の理解に貢献すると期待する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
折り畳まれた一定の立体構造を取らない天然変性タンパク質(または天然変性領域)は、細胞内

シグナル伝達や遺伝情報の維持・発現など様々な生命現象で機能し、生命現象の理解に欠かせな
い存在である。そのため柔軟な構造と機能の関係について近年盛んに研究されるようになった
(Oldfield, JC and Dunker, KA. Annu Rev Biochem. 2014, Wright, PE et al. Nat Rev Mol Cell Biol. 2015
他)。天然変性タンパク質のもう一つの大きな特徴は種間のアミノ酸配列保存性が低いことであ
る。しかし、保存された配列や立体構造を持たない天然変性タンパク質がなぜ生物学的に重要な
機能を担っているかについては注意が払われておらず、我々はこのことが大きな問題であると
考えた。それは、構造生物学では多くの場合、タンパク質の配列アライメントや、保存された立
体構造からそのタンパク質の機能や機能部位を推測するが、天然変性タンパク質ではこの従来
の常識に従った予測ができないからである。 
我 々 は 好 熱 性 古 細 菌 Thermococcus. 

kodakaraensis 由来(以下 Tko と略記) Hef タンパク
質の天然変性領域(IDR)を研究する過程で、IDR が
近縁の古細菌(例えばPyrococcus. furiosus、以下Pfu
と略記)でほとんど保存されていないにも関わら
ず(図 1)共通の機能を持つことを示唆するデータ
を得た。Hef は DNA の二本鎖間が共有結合で架
橋された損傷の修復に必須のタンパク質で、2 つ
の折り畳まれた構造ドメインの間を IDR がつな
いでいる。Hef は IDR で DNA クランプである
PCNA と結合し(図 1)、損傷部位で複製が停止した
際に機能する。DNA 修復・複製に関わるタンパク
質は天然変性領域を持つものが多いが、それらの
天然変性領域は種間で配列保存性が著しく低いため、積極的な機能は議論されず、機能ドメイン
をつなぐリンカーと考えられてきた。そのため、Hef の IDR も当初、そのようなリンカーである
と想像された。しかし、我々の先行研究から、TkoHef IDR は PCNA のスライドを抑制し損傷部
位へとどめる機能が示唆された。興味深いことに TkoHef の IDR は 100 残基あるのに対し、
PfuHef では 50 残基ほどしかなく、配列も大きく異なる(図 1)。しかし、我々は Pfu Hef の IDR も
PCNA のスライド抑制能を持つことを示唆するデータを得ている。そこで、我々は、配列も長さ
も大きく異なる 2 つの天然変性領域が共通の機能を発揮できるのかを解明するために、本研究
を行った。Hef に限らず一般に天然変性タンパク質は配列の進化速度が非常に速いことを考え
ると、このことは天然変性タンパク質全般に当てはまる大きな問題と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では配列も長さも大きく異なる Tko、Pfu の Hef 天然変性領域が、共通の機能を発揮する

分子機構を解明することを目的とした。我々は先行研究から TkoHef IDR が PCNA に結合すると
ともに DNA にも結合し、PCNA のスライドを抑制するモデルを提唱している(図 1)。Pfu では
Tko と比較して天然変性領域が著しく短いため、果たして同じ構造や機能を持ち得るのかは全く
未知である。しかし、一見、配列保存性が低く、ただのランダムコイルと思われる Tko と Pfu の
Hef 天然変性領域には、共通の構造的特徴があることで同様の機能を発揮できると推測し、これ
を検証した。本研究でそのような領域にも保存された機能・構造があることが示されれば、他の
タンパク質においても今まで見過ごされていた領域に新たな機能を発見するきっかけになり、
タンパク質研究に新しい視点をもたらすと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の手法で Hef 天然変性領域の機能評価、構造解析を行い、Tko, Pfu 両者で比較

することで DNA の認識と PCNA のスライド抑制に必要な構造的特徴の解明を試みた。 
(1) Hef IDR、PCNA、DNA の相互作用解析 

：生化学実験(Electrophoretic mobility shift assay : EMSA)及び、表面プラズモン共鳴解析、等
温滴定型カロリメトリー(ITC)により、Hef IDR、PCNA、DNA 三者間の相互作用を解析し、
変異導入により IDR と DNA の相互作用部位の特定を行った。 

(2) X 線小角散乱(SAXS)、NMR、分子動力学計算(MD)による Hef IDR の構造解析 
：Hef IDR、PCNA、DNA 三者複合体の SAXS データを取得し、SAXS データに基づき全体
構造をアンサンブルとしてモデリングした。SAXS は低分解能であるため、IDR のより詳細
な構造を解析するために、別途 NMR と分子動力学計算(MD)を行った。これらにより天然
変性領域の全体構造と、局所構造を解析し、DNA 認識に重要な構造的特徴を解明の解明を



目指した。 
(3) 高速 AFM による PCNA のスライド抑制効果の確認 

：基板上に弱く固定した長鎖 DNA に PCNA を結合させ、DNA 鎖上での PCNA のスライド
の様子を観察した。PCNA は DNA 鎖上を一次元のブラウン運動によりスライドするため、
連続した高速 AFM 画像から拡散係数を算出し、スライド速度を評価した。 

 
 
４．研究成果 
(1) Hef IDR、PCNA、DNA の相互作用解析 

Hef IDR には PCNA 結合モチーフとしてよく知られる PIP-box が予測されている(図 1)。ITC 解
析の結果から、PIP-box が PCNA と結合することを確認した。PfuHef IDR では当初予測していな
かった 2 つ目の PIP-box が同定されたが(図 1)、変異体を用いた EMSA 解析の結果、PCNA との
相互作用は一つ目の PIP-box がメインであることが分かった。 
図 2 は Tko 及び Pfu の Hef IDR、PCNA、

DNA の相互作用を生化学実験(EMSA)で解
析した結果である。Tko、Pfu どちらにおい
ても、Hef IDR は PCNA、DNA と安定な三
者複合体を形成することが示された。表面
プラズモン共鳴解析においても同様の結果
が得られた。IDR の変異体解析の結果、Tko
では N 末端 20 アミノ酸の欠失変異体、Pfu
では N 末端 10 アミノ酸の欠失変異体で複
合体形成能が低下することが示された。こ
れらの結果から、Tko、Pfu どちらにおいても Hef IDR は PIP-box で PCNA と結合すると同時に、
N 末端側で DNA とも結合することで、PCNA のスライドを抑制するモデルが考えられた。 
 
(2) X 線小角散乱(SAXS)、NMR、分子動力学計算(MD)による Hef IDR の構造解析 
図 3 は TkoHef IDR と PCNA、DNA の 3 者

複合体を SAXS 解析し、アンサンブルとし
て決定した構造である。IDR は大きな構造
揺らぎを持つが、SAXS ではアンサンブル構
造とすることで、全体の大まかな構造を解
析できた。存在比率の最も高い構造(Model 
3)では IDR の N 末端が DNA に接近してお
り、N 末端が DNA 結合に重要であるという
生化学実験結果とも一致する結果が得られ
た。PfuHef IDR についても Tko と同様に
PCNA、DNA との 3 者複合体の SAXS 解析
を行い、同様に IDR の N 末端側が DNA に
結合することを示す構造が得られた。NMR
解析と MD 計算は分子サイズの観点から複
合体ではなく、TkoHef IDR 単独で行った。
NMR 測定で得られたケミカルシフト値を
再現するよう MD 計算を行い、IDR のより詳細な構造を解析した。結果、得られたモデルでは
TkoHef IDR の N 末端側にα-helix が形成されており、α-helix 上に複数の塩基性残基が配置した
特徴的な構造であった(図 3b)。この構造が DNA との結合(つまり PCNA のスライド抑制)に重要
な構造的特徴であり、Tko と Pfu の両者に保存されていると予測した。そこで、両者について(1)
塩基性アミノ酸を置換した変異体と、(2)塩基性アミノ酸を残し、α-helix を破壊した変異体(プロ
リン、グリシン置換)について生化学的解析を行った。結果、(1)については、予想通り Tko、Pfu
どちらにおいても DNA との結合能が失われ、塩基性アミノ酸の重要性が示された。一方、(2)に
ついては予想に反し、α-helix を破壊しても DNA との結合能は失われないことが分かった。ま
た、(1)の塩基性アミノ酸については 1 アミノ酸の置換では、効果が見られず、複数のアミノ酸
の置換により DNA 結合能が失われた。これらの結果を総合すると、α-helix という固い構造で
DNA と結合するのではなく、IDR 上の塩基性アミノ酸が、DNA と柔軟に相互作用することが重
要であると考えられた。 
 
(3) 高速 AFM による PCNA のスライド抑制効果の確認 

Hef IDR が PCNA の DNA 鎖上でのスライドを抑制することをより、定量的に示すために、高
速 AFM を用いて PCNA のスライドの様子を観察した。雲母基板上に脂質膜を作製し、その脂質
膜上に弱く固定化した長鎖 DNA 上に PCNA を結合させ、スライドの様子を経時観察した(図 4)。
多数の PCNA分子のスライドを長時間観察できる条件を確立することが困難であった。従って、
十分な数の観察はできなかったが、複数の PCNA 分子の軌跡から PCNA の DNA 鎖上での一次
元の拡散係数(D)を算出した。その結果、TkoHef IDR 存在下では PCNA 単独より拡散係数が小さ



く、スライド抑制効果が認められた。さらに、
N 末端 20 残基欠失変異体では、観察数が十
分ではないものの、野生型と比較して、拡散
係数が大きく、スライド抑制効果が失われた
ことが示唆された。これらの結果は、生化学
的解析及び構造解析の結果と一致する。
PfuHef IDR の高速 AFM 観察ではやはり十分
な数の観察が困難であったため、拡散係数の
算出・比較には至らなかったが、Tko と同様
の生化学的プロパティを示したことから、同
様のスライド抑制効果があると考えられる。 
 
以上の結果から、本研究では、Tko、Pfu の

2 つの Hef IDR について、IDR が PIP-box で
PCNA と結合すると同時に N 末端側で DNA
とも結合し、PCNA のスライドを抑制すると
いう共通の機能とメカニズムを発見した。
IDR と DNA の結合については、N 末端側の
α-helix 上に配列した塩基性アミノ酸という二次構造モチーフの重要性を予測した。しかし、本
研究の進展に伴い、そのような二次構造モチーフよりもむしろ、構造の柔軟性による DNA との
柔軟な相互作用が重要であることが示唆された。 
また、天然変性タンパク質の構造研究は大きな構造揺らぎや、複合体での分子サイズの大きさ

などのため、未だに一般化された手法がないのが現状である。本研究では、①低分解能であるが
全体構造をアンサンブルとして解析できる SAXS、②局所構造を解析できるが、揺らぎが大きく
かつ分子サイズの大きい複合体の解析が難しい NMR、③局所構造から全体構造までを解析でき
るが、実験データとの併用が必要な MD、の 3 つを統合的に利用した。これにより、天然変性タ
ンパク質の局所構造から複合体の全体構造までを解析・議論することができた。本研究で用いた
統合的手法は、他の天然変性タンパク質の構造研究にも応用できると期待する。 
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