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研究成果の概要（和文）：X線構造解析やNMRでは困難な天然変性タンパク質と特異的に相互作用する小分子との
複合体の構造解析を、エレクトロスプレー法、冷却イオントラップ法及び赤外レーザー分光法を融合した手法を
開拓して実現した。パーキンソン病の原因物質α-シヌクレインフラグメントYEMPSとそのドーパミンとの複合体
の赤外スペクトルを測定し、振動バンド解析から複合体中のYEMPSがヘリックス構造を有することを見出した。
量子化学計算により複合体の種々の構造とその理論赤外スペクトルを計算し実測赤外スペクトルがYEMPSがヘリ
ックス構造を有する複合体でのみ再現することを見出し、ドーパミンがヘリックス構造を誘起する事を初めて示
した。

研究成果の概要（英文）：Structural analysis of a complex of naturally disordered protein with a 
small molecule is very difficult for conventional methods such as X-ray analysis and NMR. Here we 
developed a new method to enable it by combining electrospray, cold ion trap and infrared laser 
spectroscopy. The method was applied to the complex of a fragment in α-Synuclein which causes 
Parkinson's disease, with dopamine (candidate of the medicine). the obtained  infrared spectrum is 
analyzed with help of the DFT quantum chemical calculations, and  the possibility that complex 
formation wth dopamine induces a helix structure for the fragment is concluded. It proves that the 
newly developed method is powerful tool to analyze the structure and interaction of flexible 
naturally disordered protein with a ligand. 

研究分野： 分子分光学

キーワード： 分子クラスター　多光子イオン化　エレクトロスプレー　赤外分光法　質量分析　天然変性タンパク質
　シヌクレイン　ドーパミン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、従来法では困難であった天然変性タンパク質と小分子の相互作用を構造に基づき調べる新たな方法を
開発した。本手法は、X線結晶構造解析やNMRなどの従来法の様に測定対象に対する制約(結晶化、高濃度時の凝
集抑止など)が不要であるため汎用性が高い方法である。この方法により従来理解の進んでいない天然変性タン
パク質の分子認識や機能発現機構の解明に大きく貢献し、天然変性タンパク質を対象とした小分子医薬品の開発
を加速することが期待される。本手法は局所的な相互作用を分子レベルで解明する強力なツールであり、生化学
に加え超分子を基盤とする最新の材料科学への応用など、様々な分野への波及効果・発展性が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の機能はその固有の構造と密接に結びついている。これは構造生物学の大前提で
あり、X 線結晶構造解析や NMR、また最近ではクライオ電子顕微鏡などの技術により、分子構
造に基づいた機能解明が大成功を収めている。しかし、タンパク質の中には、生理条件下で決ま
った構造を取らないにも関わらず、特定の分子と相互作用することで機能を発現するものがあ
る。この様なタンパク質は天然変性タンパク質(IDP: Intrinsic Disordered Protein)と呼ばれて
いる。IDP は他の分子と相互作用しやすいという性質上、凝集性が高い。凝集体の蓄積は細胞死
を招くため、これが脳内で起これば、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患を
引き起こす。従って、IDP はこの様な病気に対する創薬の重要な ターゲットとなり得る。とこ
ろが、IDP は構造揺らぎが大きいために、従来の構造生物学的手法を用いた研究が難しい。大き
い分子(例えば高次構造をとるタンパク質)と IDP が複合体を形成し特定の構造をとってしまえ
ば、従来法での構造解析が可能であるが、脳内に送達され得る小分子薬物と IDP の複合体では、
相互作用点周辺の構造は固まっても、大多数を占める他の部位の構造揺らぎのために、従来法に
よる構造解析が困難である。そのため、精密な分子構造に基づいた機能メカニズムの理解が進ん
でいない。 
 
２．研究の目的 
 小分子薬物と天然変性タンパク質 IDP の相互作用を考える場合、相互作用点周りの局所構造
の情報が重要である。そこで IDP 全体ではなく、小分子と相互作用する部位だけを切り出した
フラグメントと小分子の複合体の構造を調べるという方針（ボトムアップアプローチ）が妥当で
あり、NMR を用いた構造解析に用いられている。しかし、構造揺らぎが大きく、相互作用点周
辺の局所的な二次構造を精密に決定することは依然として困難である。 
 そこで、本研究では構造揺らぎを克服し、小分子薬物と IDP の相互作用部分である部分ペプ
チドとの分子間錯体構造を精密に決定できる方法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、質量分析とレーザー分光を組み合わせた新たな方法を開発し、構造揺らぎにを克
服して小分子薬物と天然変性タンパク質 IDP の部分ペプチドとの分子間錯体の構造決定できる
方法を提案する（図１参照）。タンパク質部分ペプチドと薬物の複合体を調べるためには、まず、
複合体のみを取り出す必要がある。エレクトロスプレー（ESI）質量分析法を用いれば、種々の
夾雑物が共存していても、溶液中から複合体だけを取り出すことができる。しかし、このままで
は構造揺らぎのために精密な構造情報を取得することは困難である。そこで、複合体を冷却イオ
ントラップで極低温に冷却し、構造揺らぎを凍結する。これにより、常温では区別できないコン
フォメーションの異なる構造(配座異性体)もそれぞれ別の異性体として区別できる。ここに、高
感度な赤外レーザー分光法を適用し、複合体の構造情報(特に水素結合に関する構造情報)を取
得する。さらに、複数の異性体が混ざっている状態でも、複数のレーザーを用いる多重共鳴分光
法を用いれば、特定の異性体を選び出して、その異性体のみの赤外スペクトルを測定することが
できる。従って、種々の構造
をとり得る複雑な系でも、
精密な分子構造情報に基づ
いた機能解明、すなわち「構
造生物学」を展開すること
が可能である。 
 装置の概略を図１に示
す。ESIで液体から導入され
た試料は目的の分子間錯体
のみ四重極マスで質量選択
され、イオンベンダーとイ
オンガイドを経て冷却イオントラップに導入される。トラップ内には４Kに冷却したヘリウムガ
スが充填されており、導入したイオンを迅速に冷却してその構造揺らぎを凍結する。次に、波長
可変赤外レーザーをトラップ内に照射して波長を掃引する。レーザーの波長が分子間錯体の分
子振動に共鳴すると、部分ペプチドと小分子薬物が振動励起により解離する。したがって、解離
フラグメントイオンの生成を飛行時間型マスでモニターしながらレーザー波長を掃引すると、
イオン量の増大により分子間錯体の赤外スペクトルを測定できる。この赤外スペクトルが示す
特徴的な分子振動の振動数から小分子薬物が結合した部分ペプチドの構造を明らかにする。必
要に応じて量子化学計算を援用する。 
 
 
 

挑戦的研究（開拓）２ 
【１ 研究目的及び研究方法（つづき）】 
ここに、高感度な赤外レーザー
分光法を適用し、複合体の構造
情報（特に水素結合に関する構
造情報）を取得する。ただし、
真空中の極めて希薄な条件下で
は、通常の赤外吸収を測定する
ことは困難であり、赤外吸収の
結果生じるフラグメントイオン
を検出する方法（赤外光解離分
光法）を用いる。さらに、複数
の異性体が混ざっている状態で
も、複数のレーザーを用いる多重共鳴分光法を用いれば、異性体ごとのスペクトルを分けて
測定すること、つまり、特定の異性体を選び出して、その異性体のみの赤外スペクトルを測
定することができる。従って、種々の構造をとり得る複雑な系でも、精密な分子構造情報に
基づいた「構造生物学」を展開することが可能である。 
 この手法の有用性は、アドレナリン受容体の結合ポケットペプチド
とアドレナリン及び類似分子との複合体の研究に適用することで明ら
かになっており、Angewandte Chemie誌の内表紙に採用されるなど
（Angew. Chem. Int. Ed. 57 5626 (2018).）、国際的に高く評価されてい
る。本研究ではこの方法がIDPにも適用できることを実証し、IDP創薬
に資する新たな構造解析技術の創出を目指す。 
 

②研究方法 
 研究対象としてα-シヌクレインの部分ペプチドとドーパミンの複合体を取り上げる。α-シ
ヌクレインは神経組織に存在するIDPで、どの様なはたらきをしているかは未解明であるが、
凝集することでレビー小体を形成し、これが蓄積するとパーキンソン病やレビー小体病（認
知症）などの神経変性疾患を引き起こす。パーキンソン病の運動障害はドーパミンの分泌量
が低下することで起こるため、ドーパミンの前駆体であるドーパが対症療法に用いられてき
た。しかし、ドーパミンあるいはドーパがα-
シヌクレインの凝集を阻害することが発見さ
れ（K. A. Conway, et al., Science 294, 1346 
(2001).）、研究が進んでいる。これまでの研
究により、ドーパミンの２つのOH基がα-シ
ヌクレインの125~129番目のYEMPSに水素結
合し、何らかの秩序構造を形成することが分
かっている。しかし、どの様な二次構造が形
成されているか詳しいことはいまだ未解明の
ままである。 
 そこで、両末端を保護した部分ペプチド 
Ac-YEMPS-NHCH3を合成し、ドーパミンと

 
エレクトロスプレー・冷却トラップ・レーザー分光装置 
エレクトロスプレーで試料溶液を噴霧し、四重極マスで
複合体イオンのみを取り出す。これを冷却イオントラッ
プで冷却する。ここに波長可変赤外レーザーを入射し、
生成した解離イオンを飛行時間型マスで検出する。 

 
α-シヌクレインのドーパミン結合部位と
そのモデルペプチド及びクラウンエーテ
ルで包接保護したドーパミン 

図１ エレクトロスプレー冷却イオントラップレーザー

分光装置 



４．研究成果 
 研究対象としてα-シヌクレインの部分ペプチドとドーパミンの複合体を取り上げた。α-シ
ヌクレインは神経組織に存在する IDPで、どの様なはたらきをしているかは未解明であるが、凝
集することでレビー小体を形成し、これが蓄積するとパーキンソン病やレビー小体病(認知症)
などの神経変性疾患を引き起こす。パーキンソン病の運動障害はドーパミンの分泌量が低下す
ることで起こるため、ドーパミンの前駆体であるドーパが対症療法に用いられてきた。このドー
パとドーパから生成するドーパミンがα-シヌクレインの凝集を阻害することが発見され（K. A. 
Conway, et al., Science 294, 1346 (2001).)その作用に関しての研究が進んでいる。これま
での研究により、ドーパミンの 2 つの OH 基がα-シヌクレインの 125-129 番目のアミノ酸残基
YEMPSに水素結合し、何らかの秩序構造を形成することが分かっている。しかし、どの様な二次
構造が形成されているか詳しいことはいまだ未解明のままである。 
 そこで、両末端を保護した部分ペプチド Ac-YEMPS-NHCH3を合成し、ドーパミンとの複合体の
構造を、エレクトロスプレー・冷却イオントラップ・赤外光解離分光法を用いて解明することを
試みた。ドーパミンは生理条下ではアミノ基がプロトン化されており、これはα-シヌクレイン
の 83 番目のグルタミン酸残基と結合することが分かっている。そこで、ドーパミンの OH基と
Ac-YEMPS-NHCH3 を選択的に結合させるた
め、プロトン化アミノ基を選択的に包接す
るクラウンエーテルをドーパミンに結合さ
せ、プロトン化アミノ基を包接保護した。
ペプチドの二次構造は、ペプチド結合の C=O
伸縮振動(アミド-I)を観測することで決定
できる。その振動数はタンパク質の二次構
造を鋭敏に反映するため、二次構造決定に
古くから用いられている。さらに、位置選
択的な同位体(13C, 15N)ラベル法を用いる
ことで、どのアミド基がどの様な水素結合
を形成しているかを決定でき、ペプチドの
立体構造を詳細に決定するという構想で研
究を進めた。 
 図３に a) H＋ドーパミン、b)アミン基保
護した H＋ドーパミン、c)	YEMPS とアミ
ン基保護 H＋ドーパミンの分子間錯体の
赤外スペクトルを示す。1650cm-1のバン
ドはYEMPSの２次構造を示すアミドバン
ドであり、分子間錯体により新たに現れ
たものである。この振動数より、分子間錯体中での YEMPSペプチドはヘリックス構造を取
っていることが強く示唆された。	

図３ ａ）プロトン付加ドーパミン、b）アミノ基保護したプロトン付加ドーパミン、c）アミノ
基保護プトロン付加ドーパミンと部分ペプチド YEMPSの分子間錯体の赤外スペクトル。  
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図２ 本研究の研究対象：天然変性タン

パク質αシネクレインの部分ペプチド

YEMPS とクラウンエーテルで保護した

ドーパミン分子の分子間錯体 



 
そこで、この結論を補強するべく、量子化学計算を実施し、測定したスペクトルの再現を試み
た。この量子化学計算は、分子間錯体のサイズのみならず、フレキシブルな構造のために困難を
極め、長大な時間を要した。最終的な手順としては、１）YEMPSの構造最適化、２）構造最適化
した YEMPSとドーパミンの分子間錯体の構造計算、３）アミノ基保護したドーパミンの構造最適
化、を実施し、その上で得られた様々な部分構造の可能な組み合わせの構造最適化を施行し、そ
のうちで安定なものに対して赤外スペクトルを計算した。結果を図４に示す。a) の実測赤外ス
ペクトルとともに、YEMPSの構造が b）α-ヘリックス, c)310-ヘリックス d）直鎖構造である理
論スペクトルを並べた。赤く塗ったアミド I バンド（1648cm-1）が計算で再現できるかどうかで
比較すると、α-ヘリックス, 310-ヘリックスはこのバンドを再現するが、直鎖構造では再現で
きないことがわかる。これにより、ドーパミンが天然変性タンパク質α－シネクレインの天然変
性領域 YEMPSに結合すると、ヘリックス構造を誘起すると結論した。 
 
この結論が直接的に生体内でのドーパミンの作用機序を明らかにするわけではないが、ヘリッ
クス構造は単純な凝集が難しいと思われるため、もし、ドーパミンの結合で変性領域にヘリック
スが生じ、それが他の変性部分まで伝搬していくのであれば凝集を阻害するかもしれず、なんら
か作用機序のヒントになると思われる。 
 
以上のように、本研究で開拓した研究手法は、従来の構造解析手段、X 線構造解析や NMR では
構造解析困難な柔らかい天然変性タンパク質の局所構造解析を実現できる強力な手段であるこ
とが実証できた。一方、測定は迅速に進むが、結論を補強するための量子化学計算に長大な時間
を要した点が今後の課題と思われる。より具体的には、計算速度に加えて、包括的な初期構造の
探索手段であり、計算機の進歩に加えてより洗練された計算手法の出現に大いに期待する。それ
により我々の測定結果が迅速解析され、天然変性タンパク質の分子認識やこれを対象とする創
薬に貢献できると期待している。 
 
 

図４ a) 実測赤外スペクトル、YEMPSの構造が b）α-ヘリックス, c)310-ヘリックス d）直鎖
構造である理論赤外スペクトル。 
 
以上 
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