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研究成果の概要（和文）：生体内でのタンパク質合成開始に重要な働きを有すると同時に、ガン

細胞の増殖にも関与することが知られている翻訳開始因子 4E(eIF4E)と、その内因性機能制御

物質である 4E結合タンパク質(4EBP)との相互作用様式について分光学的手法により解析を行

い、4EBP 分子においてこれまで知られていた部位とは異なった領域に、eIF4E との結合に大

きく関与する新たな相互作用部位の存在を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The eukaryotic initiation factor 4E(eIF4E) serves as not only a 

master switch of translation reaction, but also the growth of cancer cell. In this work, we 

have examined the interaction mode between eIF4E and 4E-binding protein (4EBP) that is 

endogenous regulator of eIF4E by spectroscopic analysis. We reveal that the 79PGVTS83 

sequence of 4EBP plays an important role as the second binding site in the tight binding 

with eIF4E. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 真核生物の翻訳開始反応に関与する一連
の開始因子(eIF)の中で、タンパク質生合成開
始因子 4E(eIF4E)は、mRNA のキャップ構造
を特異的に認識してタンパク質生合成の最
初の反応を触媒/開始させる重要な働きを担
っている。この eIF4E の機能発現制御機構に
は、eIF4E 自身のリン酸化による直接的な制
御と、内因性 eIF4E 結合蛋白質(4EBP)によ

る間接的な制御があり、その機構は非常に複
雑である。一方、細胞内での eIF4E の異常産
生が、大腸ガンや乳ガン等の発症ならびにガ
ン細胞の増殖などを引き起こす事が明らか
となり、eIF4E の機能調節が、新たなガン治
療に繋がることが示唆されている。この様に、
多方面に渡り重要な働きを持つ eIF4E であ
るが、生体内での存在量が極めて尐なく、更
にその機能発現には他の多くのタンパク性
制御因子が関与することから、eIF4E の詳細
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な機能制御機構は未だ明らかでない。そこで、
ヒト遺伝子由来の eIF4E の機能および機能
制御機構を分子・原子レベルで構造化学的に
解析することにより、eIF4E によるタンパク
質生合成開始反応機構および発ガンメカニ
ズムの解明を目指し、本研究を行った。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、内因性 eIF4E 機能調節因子で
ある 4E 結合タンパク質(4EBP)に着目し、
4EBPによるeIF4Eの機能調節機構の解明と
機能調節物質の開発を目的とした。 

 4EBPはeIF4Eと複合体を形成することで、
他の翻訳開始因子と eIF4E との複合体形成
を阻害している。シグナル伝達により mTOR

による 4EBP のリン酸化が行われると、
eIF4E 複合体からの遊離が促進され、eIF4E

が他の翻訳開始因子との複合体形成が可能
となり、mRNA の翻訳が誘導される。4EBP

には、3 つのサブタイプの存在が確認されて
いるが、それらの働きについては未だ明らか
でない。そこで、eIF4E と 3 種の 4EBP サブ
タイプとの相互作用様式について多くの構
造化学的知見を得て、eIF4E の機能調節機構
の解明と機能調節物質の開発を目的とし、以
下の項目に焦点をおいて研究を計画した。 

 

(1) 4EBP サブタイプの部位変異体遺伝子の
作成と大腸菌の系を用いた大量発現系を構
築する。 

(2) 表面プラズモン共鳴法、等温型マイクロ
カロリメーターや分光学的手法を用いて、
4EBP サ ブタイプと eIF4E との相互作用の
差異について解析する。 

(3) eIF4Eと4EBPとの複合体結晶を作成し、
その立体構造をＸ線結晶構造解析法により
決定し、4EBP と eIF4E の複合体形成機構を
解明する。 

(4) ペプチド性 eIF4E機能制御物質の作成お
よび eIF4E との相互作用を検討する。 

 

 

３．研究の方法 

 

 内因性 eIF4E 機能調節因子 4EBP は 3 種
のサブタイプの存在が確認されているが、そ
れらの機能の差違については明らかでない。
そこで本研究においては、4EBP サブタイプ 

(4EBP-1〜3)に対して、各種変異体を作成し、
大腸菌からの大量発現系を構築した。それら
の試料を用いて、表面プラズモン共鳴(SPR)

法や等温滴定型マイクロカロリーメーター
（ITC）により eIF4E と 3 種の 4EBP サブタ
イプ変異体との複合体形成に関するより定
量的なデータ(会合定数や結合エネルギー等)

を測定した。更に、X 線結晶構造解析法によ

り相互作用様式について多くの構造化学的
知見を得るために、eIF4E-4EBP 複合体の結
晶化を行い、これらの知見を基に、eIF4E に
特異的に結合し機能を制御し得るペプチド
性 eIF4E 機能制御物質の作製を試みる。以下
に方法について記す。 

 
(1)4EBP サブタイプの部位欠損変異体遺伝子
の作成と大腸菌からの大量発現系の確立 
 
 これまでの研究から、4EBP は有意な二次構
造を形成せずに溶液中に存在することが知
られている。そこで、4EBP の wild 体と 4E結
合領域を含む N-末端側および C-末端側の各
種欠損変異体遺伝子を作成し、発現および精
製がより簡便になることを目的として、
GST(グルタチオン-S-トランスフェラーゼ)
およびHis-tag融合体として発現系の遺伝子
構築を行った。それらの 4EBP 変異体を用い
て、現在明らかにされている 4E 結合部の他
にeIF4Eとの相互作用にはどのような領域が
関与し相互作用を形成しているかについて
詳細な解析を行った。作成した 4EBP 変異体
を図 1に示す。 

 
    図 1 4EBP の各種変異体 
 
 
 
 



 

 

(2)分光学的手法による eIF4E と 4EBP サブタ
イプおよび変異体の相互作用解析 
 
 BIACORE-T100 を用いて、eIF4E と 3 種の
4EBP サブタイプ変異体との複合体形成に関
するより定量的なデータ(会合定数や結合エ
ネルギー等)を測定した。更に、等温滴定型
マイクロカロリメーターにより、eIF4E と
4EBP との相互作用についての熱力学パラメ
ーターを直接測定し解析を行った。 
 
(3)eIF4E と 4EBP サブタイプおよび各種変異
体の複合体の作成とその結晶化条件の確立 
 
 eIF4E-4EBP 複合体のような新規蛋白質の
結晶化条件については、多くの関連要因につ
いて検討しなければならない。中でも目的蛋
白質の溶液中での均一性は非常に重要な要
因である。均一性の測定は、動的光散乱測定
装置を用いて、結晶化に適したタンパク質試
料 の 均 一性 と 純度 を確 認 しな が ら、
eIF4E-4EBP 複合体の結晶化条件を検索した。 
 
(4)超高速 X 線回折装置を用いた各種複合体
結晶の回折強度データの測定と構造解析 
 
 本学には、共同利用機器として高分子用超
高輝度高速X線回折測定装置が導入されてい
る。また、放射光施設 SPring-8 でのデータ
測定も可能であり、得られた結晶が微細な物
であっても、回折データの測定を行うことが
出来ると思われる。一方、初期構造の決定に
おいても、すでに解析した eIF4E の構造情報
を用いた分子置換法を用いることが出来る。
以上のことから、結晶作成後のデータ測定、
初期構造の決定ならびに構造精密化は、円滑
に進めることが出来ると思われる。本研究の
様なタンパク質分子同士の複合体結晶の作
成は多くの試行と時間を要する。そこで、結
晶化実験の進行と共に以下のような分光学
的な溶液実験も計画している。 
 
(5)ペプチド性 eIF4E 機能制御物質の作成お
よび eIF4E との相互作用の検討 
 
 これまでの eIF4E と 4EBP との相互作用解
析、ならびにそれらの立体構造解析などの結
果から得られた知見を基にして、eIF4E に特
異的に結合し機能を制御し得るペプチド性
化合物をデザインし合成を試みる。それらの
化合物を用いて、eIF4E との相互作用につい
て SPR 法や ITC を用いて解析すると共に、
eIF4E との複合体結晶の作成や、溶液中での
相互作用様式についてNMR法を用いて解析を
行う。 
 
 

４．研究成果 
 
(1) eIF4E-4EBP 相互作用の表面プラズモン
(SPR)解析 
 
4EBP サブタイプの 4EBP1〜３について、その
Nまたは C末端欠損体を作成し(Fig.5)、それ
ぞれの eIF4E への相互作用の差異を、表面プ
ラズモン共鳴(SPR)により速度論的に検討し
た。4EBP1 の C 末端側より 31,35,40,47 残基
を欠損させた変異体の各遺伝子を作成し、
GST 融合タンパク質として大腸菌に組み込み
発現させた。各欠損変異体は良好な発現が得
られたためアフィニティクロマトグラフィ
ー、ゲル濾過クロマトグラフィーを用いて単
離精製し、高純度の各欠損変異体を得ること
ができた。こうして調製した試料を用いて、
表面プラズモン共鳴(SPR)により、eIF4E に対
する 4EBP の各欠損体の相互作用の差異につ
いて検討を行った。4EBP 欠損変異体をリガン
ドとして固定化させたセンサーチップに対
して、アナライトとして eIF4E-m7GTP 複合体
を用いて、相互作用を解析した結果、例えば、
4EBP1 については Cd31BP1 および Cd35BP1 各
欠損体は、対照としての完全長 4EBP1 との比
較で優位な差がないのに対し、Cd40BP1 およ
び Cd47BP1 欠損体においては、eIF4E との結
合力が明らかに低下した(Table1 1)。これら
の結果は、4EBP2と同様に4EBP1においても、
Y54-L60 領域より C 末端側に存在する
D74-S83 領域が、eIF4E との結合に極めて重
要であることを示唆する結果となった。さら
に関連残基の削除による結合の精密化を行
った結果、Fig.3 の赤で示した PGVTSｎとり
わけVアミノ酸残基が結合に極めて重要であ
ることを初めて明らすることが出来た。 
 
 
Table1 wild type BP1〜3 と C 末端切断体の
SPR 分析による解析結果の比較 
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(2) 4EBP—eIF4E分子間相互作用の熱力学的解
析 
 
 4EBP と eIF4E の結合において、eIF4E 結合
部位（first binding site）以外にも、4EBP 
C 末端側に新規結合領域（second binding 
site）が存在することを初めて明らにした。
ここでは、eIF4E-4EBP 間の結合におけるこの
second binding site の役割について等温滴
定カロリーメトリー（ITC）を用いて熱力学
的解析を行った。 
測定結果より、すべてのリガンドはwild type 
eIF4E-m7GTP 複合体に対して、1 段階反応で
結合することが明らかとなった。 
 
 a)                  b) 

 
 
 c) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２ wild type eIF4E- m7GTP 複合体－full 
length BP1(a),－BP1Cd35(b),－BP1Cd40(c)
の測定結果 
 
ITC 測定の結果より、4EBP1-eIF4E の結合は
エンタルピー駆動型ということが明らかに
なった。すなわち、4EBP-eIF4E 間の結合にお
いて、ファンデルワールス相互作用の関与が
考えられる。更に得られた結合定数を見ると、
BP1Cd40 が最も小さくなり、second binding 
siteを持たないとeIF4Eとの結合が低下する
という SPR 分析の結果と一致した。しかし、
エントロピー変化量やエンタルピー変化量
に各リガンドで大きな変化がないことから、
一定の立体構造間でのかぎとかぎ穴のよう
なタイプの結合ではなく、induced-fit type
の結合を示していると推測された。 

(3) eIF4E の 4EBP first および second 
binding region への直接結合 
 
 eIF4E が 4EBP の first binding region と
second binding region への直接結合する場
合の N-末端および C-末端のフレッキシブル
な領域の影響を調べることは、4EBP による
eIF4E の制御機構におけるこれら領域の役割
を解明する上で重要である。4EBP(52-83)は、
52 残基目から 89 残基目までの配列をもとに
合成した。両ペプチドとえ eIF4E との相互作
用について、表面プラズモン共鳴(SPR)法お
よび等温滴定カロリメトリー(ITC)法を用い
て、eIF4E と 2 種の合成ペプチド間における
相互作用の差異について解析した。 
 〔eIF4E-4EBP(46-70)〕についての測定し
た SPR 結果は、アナライト濃度に依存的な結
合を示すセンサーグラムが得られたが、結合
領域及び解離領域が極めて短く、特徴的な箱
型のセンサーグラムが得られた。これは結
合・解離速度が非常に速く、結合・解離反応
が極めて速く平衡状態に移行するためであ
る(図 3-a)。一方、〔eIF4E-4EBP(52-83)〕に
ついての測定した結果は、アナライト濃度に
依存的な結合を示すセンサーグラムが得ら
れた。図 3-b に示すように、0 (sec)の立ち
上がりからアナライトの結合量が最大とな
る RU 値まではアナライトがリガンドに対し
て結合し(結合領域)、その後アナライト分子
が除去されると、時間とともに RU 値は緩や
かに減尐して行く。この時にアナライトがリ
ガンドから解離する様子が経時的に観察で
きる(解離領域)。これらの結果は 4EBP 変換
体の結果と一致している。 
 
a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ eIF4E と 4EBP peptide との相互作用 
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一方、ITC 測定はこれまでと異なる結果を与
えた。first binding region のみを含む
4EBP2(46-70)では、これまでに見られたのと
同じ、one site binding model のプロファイ
ルを示したのに対して、両結合部位を含む
4EBP2(52-89)では二つの結合部位の存在を
示す two site binding profile を示した。
これらの結果は、second-binding region 単
独 で は 殆 ど 結 合 力 は な い も の の 、
first-binding site が 共 存 す る 場 合 、
second-binding region の結合力は極めて強
くなることを示している。 
 
 
4) m7GTP－eIF4E－4EBP2(46‐70) ペプチド
三元複合体のＸ線結晶構造解析 
 
 4EBP各サブタイプ間でeIF4Eに対する相互
作用力に差があり、中でも4EBP2が最もeIF4E
に対して最も高い親和性を持つことを明ら
かにしている。一方、eIF4E－m7GpppA－4EBP1
ペプチド三元複合体のX線構造解析を報告し
ているが、4EBP2 についての解析はない。そ
こで、4EBP1 と 4EBP2 の eIF4E への結合力の
差異を原子レベルで解析する目的で、eIF4E
－m7GpppA－4EBP2ペプチド三元複合体のX線
構造解析を行った。結晶化の方法として、ハ
ンギングドロップ蒸気拡散法（Hanging drop 
vapor diffusion 法）を用いた。複合体は針
状結晶として得られた。その X 線回折像(図
4)と結晶学的データ(Table 2)を以下に示す。 

     Table 2 結晶学的データ 

 Space group      P43 

 Cell dimensions(Å)  a=b=88.59 c=38.24 

                       α=β=γ=90 

 No. of unique refrections     17290 

 Average redundancy     6.90 

 completeness(%)            97.5 

 Rmerge              0.078 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     図 4 X 線回折像 
 

初期構造の決定は、eIF4E－m7GpppA－4EBP1
ペプチド三元複合体の座標を用いた分子置
換法で行った。構造精密化後の最終的な結果
を Table.3 にまとめた。R 値および free R
値はそれぞれ 22.4%、22.7%になり、水分子は
76 個拾得した。eIF4E の全 217 残基中、N 末
端側、および C末端側の電子密度が部分的に
途切れていたが、この他はきれいに電子密度
図とモデル分子とを重ね合わせることがで
きた。 
 

Table 3 構造精密化 

 Resolution range(Å)  87.71～2.10 

 No. of refrections       15698 

 R-factor         0.224 

 Rfree           0.227 

 
得られたm7GTP－eIF4E－4EBP2(46‐70) ペプ
チド三元複合体の立体構造を図 5に示す。今
回得られた三元複合体の立体構造と、モデル
に用いた eIF4E－m7GTP－4EBP1 フラグメント
三元複合体の立体構造と比較すると、全体構
造においては顕著な差は見られなかった。本
研究では、25残基の 4EBP2 フラグメントを用
いたが、その N末端及び C末端は揺らぎが大
きく、明確な電子密度図を得ることは出来な
かった。しかし 54～60 の領域はαhelix の 2
次構造を形成していた。eIF4E の部分的に保
存された疎水性の Pro38 の酸素原子と 4EBP2
の Tyr54のフェノール性水酸基の酸素原子間
に水素結合が確認された。また、eIF4E の
Trp73 の窒素原子と Leu59 のカルボキシル炭
素の酸素原子間に水素結合が観察された。 
 今回得られた構造化学的知見を基に、
eIF4E 特異的結合ペプチドの設計に取り組む。 
 
 
図 5 m7GTP－eIF4E－4EBP2(46‐70) ペプチド

三元複合体の立体構造 
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