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研究成果の概要（和文）：ウイルス天然変性蛋白質に焦点を当て、NMRによる実験結果と一次配列から予測される天然
変性部位を比較した。はしかウイルスNtail蛋白質とアルファーシヌクレインでは、僅かな残存多形構造が実験から観
測された。Ntailには一本のへリックスと若干のベータ構造が存在し、シヌクレインにはN端とC端ドメインにかすかな
２次構造が観測された。これらの残存構造が機能発現に関連すると思われる。HIV-1のp17マトリックスとp24カプシド
蛋白質では、１次配列から予測されるほど天然変性は実験で観測されなかった。カプシド蛋白質では生理的条件下での
不安定化を試み、新たに検出された揺らぎ構造が予測天然変性部位と一致した。

研究成果の概要（英文）：Residual and ensemble structures in intrinsically disordered proteins can be 
directly related to their functions. For alpha-synuclein, the N- and C-terminal domains were slightly 
more protected from the amide-proton exchange than the other regions monitored by CLEANEX-PM. Chemical 
shift studies and delta2d analyses were powerful tools to figure out the minor populations of the 
residual alpha- and beta-structures for the measles virus C-terminal domain Ntail of nucleoprotein. The 
amounts of residual structures in both proteins were very small.
HIV-1 p17 matrix protein and p24 capsid N-terminal domain fold in the physiological condition as globular 
proteins, although two proteins were predicted to be 50% unfolded based on the sequence. The 
order-parameter studies on p17 revealed that the more flexibility was included in helix 5 than in the 
other helices. For p24, the long-range effects by the addition of the unnecessary tag on the dynamics 
structures were observed at helices 4 and 6.

研究分野：物理系薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）天然変性蛋白質は、生理的な条件下で
も折りたたまれない蛋白質の総称であり、全
蛋白質の 30%もの蛋白質がその分類に属する
ことがわかってきた。核内の転写因子の中に
多く存在することより、申請者は遺伝子に関
連が深いウイルス中での天然変性蛋白質の
存在の可能性に興味を持ち、ウイルス天然変
性蛋白質の同定と構造解析を行う研究の発
想に至った。 
 
（２）天然変性蛋白質にも、“残された”構
造が存在することが多く報告され、その構造
はその後の蛋白質の行く末に関わっている。
一方その残存構造は、蛋白質の構造形成（折
りたたみ）過程の途中で、何らかの原因で止
まってしまった構造として考えることもで
きる。これまで折りたたみ中間体の研究を行
ってきた申請者は、その中間体と天然変性蛋
白質の残存構造の類似性と相違を比較した
いという着想にいたり、研究を開始した。 
 
（３）溶液 NMR 法といえども、変性蛋白質の
構造解析に際しては、困難な点が多く存在す
る。蛋白質の酸変性、変性剤変性と熱変性の
NMR による研究にこれまで従事してきた申請
者は、生理的な条件下でも変性構造をとる天
然変性蛋白質に対して、新しい解析法の確立
を目指したいという発想のもとに研究を計
画した。 
 
２．研究の目的 
（１）種々の天然変性蛋白質の段階的な構造
の解析法を目指す。天然変性度に応じた NMR
ならではの揺らぎ運動解析と変性状態解析
の測定系を用いて、それぞれ異なる天然変性
度を持つ蛋白質に応用していき、個々の蛋白
質の持つ天然変性度を格付けしていくこと
を目的とする。本研究ではアミノ酸１次配列
から、天然変性度が高いと予測されるウイル
スなどの蛋白質を選び、その天然変性を具体
的に NMR で解析した。さらにすでに周知の天
然変性蛋白質の天然変性度と比較して議論
した。 
 
（２）天然変性度を正確に格付けできる新し
い測定方法を開発することを目的とする。①
変性状態の多形平均構造として観測される
中の残存構造を、具体的に個々の多形構造と
して解析できる方法を開発する。②定量的に
天然変性度が評価できる測定法を見出す。 
 
３．研究の方法 
（１）HIV-1 より p17 マトリックス蛋白質と
p24カプシド蛋白質N端ドメインを作成した。
この二つの蛋白質からは、アミノ酸配列から
判断できる天然変性度構造予測のPONDRを用
いると、高い天然変性度が予測されたが、実
際には球状蛋白質として構造決定がすでに
なされている。はしかウイルスの核蛋白質 C

端ドメインのNtail蛋白質とウシの視覚に関連
する peripherin-2 の C端ドメイン蛋白質は、
かなり天然変性度の高い蛋白質として、本解
析に用いられた。アルファ―シヌクレインは、
アミロイドを形成することが知られており、
極めて高い天然変性度を示していた。 
 
（２）以上の５種の蛋白質を用いて、NMR の
測定から得られる化学シフトと、化学シフト
値を用いたデルタ 2d 解析による２次構造解
析、緩和実験である T1と T2、さらに異核 NOE
実験から得られるピコ秒からナノ秒の時間
オーダーの揺らぎ構造解析とオーダーパラ
メータの計算、またシグナル強度、そして
CLEANEX-PM 法によるミリ秒時間領域のアミ
ドプロトン交換などを指標として用いて、そ
れぞれ蛋白質の持つ天然変性度を多角的観
点より評価した。 
 
４．研究成果 
（１）アルファ―シヌクレインの残存構造解
析は、短い時間におけるアミドプロトン交換
観測が可能な CLEANEX-PM 法を用いることに
よって行われた。ほとんど変性している蛋白
質のアミドプロトン交換は、非常に短い時間
内でも起こりうる。特に 10-100 ミリ秒のよ
うな短い時間内のアミドプロトン交換によ
って、残存構造などの弱いアミドプロトンの
プロテクションを観測することが可能であ
る。さらに pH を変化させて異なる条件下で
測定することにより、pH に依存した正確なア
ミドプロトン交換が観測された。従来の水素
重水素交換法によって、球状蛋白質では、分
から時間領域の反応のアミドプロトン交換
が観測され、その交換の EX2 モードが示され
たが、この CLEANEX-PM 法においても本研究
において、交換速度の pH 依存性である EX2
モードが、ミリ秒の時間オーダーで天然変性
蛋白質において示された。その結果より、化
学シフト値からはほとんど構造がないと考
えられたアルファ―シヌクレインにおいて
も、N 端と C 端ドメインにおいて、残存構造
形成によると思われる弱いプロテクション
が観測された。このことからアルファ―シヌ
クレインにおいては、単量体あるいは２量体
形成により、N 端ドメインと C 端ドメインが
相互作用する可能性が考えられた(Okazaki et 
al., (2013) FEBS Lett.)。 
 
（２）p17 マトリックス蛋白質はへリックス
1 と 3 と 5 の位置において、アミノ酸配列か
ら天然変性度が高いと予測されている。すで
に球状蛋白質としての構造が決定されてお
り、この不一致はどうして起こるのかを明ら
かにするために、ナノ秒からピコ秒の速い時
間領域での揺らぎ運動を観測できる緩和実
験を行い、p17 マトリックス蛋白質の揺らぎ
構造の存在を明らかにした。さらにミリ秒時
間オーダーの揺らぎ運動が観測できる
CLEANEX-PM 法を用いて解析した。へリックス



3 と 4 間のループは、ループの中で最も高い
運動性を示していた。さらにへリックス 5に
おいては、オーダーパラメーターの計算結果
より、運動性が他のへリックス部分よりも上
がっていることがわかった。長い C端領域部
分の柔軟な構造が、配列上隣り合っているへ
リックス5の部分の構造の運動性も上昇させ
ていると結論した(Ohori et al., (2014) BBA 
Proteins and Proteomics)。 
 
（３）p24 カプシド蛋白質は、p17 マトリッ
クス蛋白質の合成と同時に出来上がること
が、遺伝子配列上考えられる Gag 蛋白質の一
つであり、両蛋白質とも複雑に重合して
HIV-1 遺伝子の本体の RNA を包み込む構造蛋
白質としての機能がある。その p24 も多くの
天然変性部位を含むとアミノ酸配列から予
測されているが、実際にはその球状構造が解
かれている。このような p24 を生理的条件下
で不安定化させるために、p24 の N 端ドメイ
ンを研究対象に選び、余分なタグ配列を N端
あるいは C端に残して作成し、そのタグの分
子全体への構造的影響を調べた。非常に高い
揺らぎの運動性を持つタグが、余分に N端あ
るいは C端に結合していると、生理的な条件
下でも分子構造的に、分子全体を不安定化で
きると考えた。 
緩和実験と CLEANEX-PM のアミドプロトン
交換実験の結果より、N 端 C 端のどちらにタ
グを付けた場合でも、34 ループとへリックス
6 を含む同じ部位で、揺らぎの上昇した構造
が観測された。さらに Nタグを付けた場合に
は、それに加えてへリックス 4の部分での揺
らぎ運動の増加が観測された。つまりこのよ
うに段階的な（一段階目：34 ループとへリッ
クス 6、二段階目：へリックス 4 ）揺らぎ多
形構造の増加が、タグの付加によって起こっ
た。このことは、この蛋白質からは配列に基
づくと、高い天然変性度が予測されたが、実
際にはぎりぎりのところで構造が安定化さ
れており、球状構造を形成している可能性が
示された(Okazaki et al., (2014) BBA Proteins 
and Proteomics)。 
 
（４）はしかウイルス核蛋白質の C端ドメイ
ンに相当する Ntail蛋白質と、ウシの視覚に関
する peripherin-2 の C 端領域の断片の構造
を解析した。一次配列からの予測に基づくと、
両蛋白質ともに高い天然変性度を持ってい
たが、化学シフト値からすると、両蛋白質と
もに中央部に一本のへリックスが存在して
いた。さらに化学シフト値を詳細にデルタ 2d
法によって解析したところ、少量のベータ構
造も両蛋白質ともに点在して含んでいるこ
とがわかった。シグナル強度の値として、Ntail
蛋白質では配列と全く関連なく、ばらばらの
強度を与えたが、やや変性度が Ntail蛋白質よ
りも低い peripherin-2 では、全体的に見て
へリックスの位置でのシグナル強度が弱ま
っており、配列との相関が観測された。

CLEANEX-PM 法によって残存構造の部位を、ア
ミドプロトン交換のプロテクションの観点
から特定した。その結果は、それぞれへリッ
クスの位置ではあまりプロテクトされてお
らず、peripherin-2 断片では N端の部分、Ntail
ではへリックス部分のやや後ろのベータ構
造の部分が、交換から弱くであるがプロテク
トされていた。このように残存構造の中には、
顕著なへリックス構造の他に、若干ベータ構
造も含まれていることがわかった 
(Ono, et al., (2015) BBA Proteins and 
Proteomics)。 
 
（５）本研究では種々の異なる方法により、
残存構造を評価してきた。配列上では多くの
部分が天然変性していると予測された二つ
の HIV-1 蛋白質でも、分子全体で球状構造を
形成していた。この場合では、分子内で鍵と
なるロングレンジな相互作用が留め金とな
り、分子全体を安定化している可能性が考え
られた。留め金の解除によって簡単にほどけ
る蛋白質の特性が、RNA を覆う蛋白質として
機能する場合に、有利であるのかもしれない。 
 一方、天然変性度が高いアルファ―シヌク
レインと Ntail蛋白質に関しては、天然変性度
の比較を実験結果より行った。アルファ―シ
ヌクレインでは CLEANEX-PM 実験において、
交換からプロテクトされた構造がN端ドメイ
ンと C端ドメインで観測されたが、化学シフ
ト値からは、ごく小さい２次構造のみが観測
された。Ntail蛋白質は化学シフト値からする
と、はっきりとしたへリックス構造が中央部
に存在していたが、CLEANEX-PM 法で観測され
るプロテクションはかなり低かった。このよ
うに残存構造の形成は多様であり、いくつか
の複数の方法で観測し、定量的に総合的に天
然変性度を評価することが必要であると思
われた(図 1)。 

図１天然変性蛋白質中の残存２次構造 
 
（６）申請者は、アポミオグロビンの折りた
たみ中間体の研究をこれまで行ってきた。ア
ルファ―シヌクレインとNtail蛋白質の持つ残
存構造中の２次構造は、アポミオグロビンの
pH4 中間体状態でのへリックス C と E のレベ
ルであり、pH2 酸変性状態での残存構造中の
へリックスHの２次構造と同程度であると結
論できた。すなわち、へリックス ABGH で主
に構成されるアポミオグロビンのモルテン
グロービル状態での中間体構造中の２次構
造よりは、ずっと少ないものであった。 
部位特異変異体の作製により、折りたたみ
中間体での一部のへリックス構造を安定に
形成させ、中間体構造を変化させることがで



きた(Nishimura, et al., (2011) JMB)。また NMR
以外にも FRET を用いて、中間体状態の蛋白
質分子の形、動的な構造を明らかにし、天然
状態とは異なる構造であるノンネーティブ
な構造を最近明らかにしてきた (Aoto, 
Nishimura et al., (2014) Biochemistry)。 
今後の展望として、様々な観点から種々の
測定法を用いて、中間体状態の構造のように、
未熟な状態で止まってしまった天然変性蛋
白質の多形残存構造を明らかにしていきた
いと思っている。折りたたみ中間体の構造と
天然変性蛋白質の残存構造を比較していき
たい。さらに天然変性蛋白質の持つ機能との
相関も明らかにしていきたい。NMR 法による
新しい天然変性蛋白質の解析法の確立も現
在進行中であり頑張っていきたい。 
 
（７）国内外の位置づけとインパクト：天然
変性蛋白質であるアルファ―シヌクレイン
と、はしかウイルス核蛋白質 C 端ドメイン
Ntail蛋白質は、世界の多くの研究者が現在研
究しており、その激しい競争の中、申請者も
何とか論文公表を行っている。公表できた論
文は、それなりに国内外にインパクトもある
と思っている。申請者は、これまで折りたた
み中間体の解析に行ってきたアミドプロト
ン交換などを指標として、天然変性蛋白質の
性格づけに努力しており、世の中の研究の小
さな一端を担っていると思われる。 
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