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研究成果の概要（和文）：ホスホリパーゼC-δ1（PLC-δ1）プレクストリン相同（PH）ドメインおよびM－フィコリン
をモデルタンパク質として、タンパク質分子内情報伝達機構の解明を試みた。PLC-δ1 PHドメインでは、NMRおよびNat
ive-PAGEによる解析の結果、主にLys30、Lys32、Tyr42、Lys43、Lys57およびPhe87などのアミノ酸側鎖が媒介する分子
内相互作用ネットワークの存在が明らかとなった。またM-フィコリン基質結合ドメイン（FD1）では、そのタンパク質
分子内情報伝達機構の解明のための準備段階として、単量体FD1の溶液NMRによる信号帰属に成功した。

研究成果の概要（英文）：Spatially separated sites in a protein molecule communicate by intramolecular 
allosteric interactions, which generally regulate protein activities. To investigate the detailed 
molecular mechanisms of intramolecular allosteric interactions, the phospholipase C-δ1 (PLC-δ1) 
pleckstrin homology (PH) domain and M-ficolin are employed as model proteins. By the NMR and Native-PAGE 
analyses of the PLC-δ1 PH domain, it was found that some side chains in the protein mediate the 
allosteric interactions, which regulate the ligand-binding activity. As the first step to investigate the 
intramolecular allosteric interactions in M-ficolin, we assigned the backbone NMR signals of the 
monomeric M-ficolin recognition domain, suggesting that the secondary structure predicted by the 
assignments is similar to that of the trimeric protein in the crystal.

研究分野： 生物物理
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１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質は、基質等の他の生体分子と相
互作用することで、その機能を発現する。こ
のような生体分子間相互作用については、こ
れまで生化学的・物理化学的研究が国内外で
数多く行われており、特に X 線回折法や
NMR分光法によるタンパク質-基質複合体立
体構造研究では、基質の結合様式や基質結合
に伴うタンパク質の立体構造と運動性の変
化など、原子レベルにおける極めて有益な情
報が得られている。一方、このような複合体
の立体構造情報から、タンパク質の機能につ
いて全て説明できている訳ではなく、構造-
機能相関が十分に理解されているとは言え
ない。これは、基質結合に伴うタンパク質の
立体構造・運動性変化が、どのような原理で
誘起されるのかが明確になっていないこと
が原因である。さらに、基質結合に伴う構造
変化が確認されていないタンパク質も存在
しており、基質選択性についての説明は出来
るものの、基質結合の後に起こる機能発現機
構についての理解をより困難にしている。 
	 我々はこれまで、7本膜貫通型タンパク質、
細胞質内タンパク質、細胞外分泌性タンパク
質および膜表在性タンパク質の構造-機能相
関について研究を行い、基質結合や部位特異
的変異導入に伴うタンパク質の高次構造と
運動性の変化について解析を行って来た。こ
のうち、光駆動プロトンポンプ膜タンパク質
バクテリオロドプシンの研究では、タンパク
質分子中心部あるいは細胞質側に位置する
アミノ酸残基の変異により、約 15-30Å 離れ
た細胞外膜表面ループの構造・運動性が変化
することを発見した（①、②）。また、膜表
在性タンパク質ホスホリパーゼ C（PLC）-
δ1 プレクストリン相同（PH）ドメインの
NMR 解析では、基質であるイノシトール三
リン酸（IP3）の結合に伴い、IP3結合部位か
ら 15~18Å 離れた部位における残基の NMR
信号に変化が観測された。これらの結果は、
タンパク質分子内において、局所的な変化情
報を別の部位へ伝達する分子内情報伝達機
構が存在することを示している。バクテリオ
ロドプシンの場合、この分子内情報伝達は、
プロトンチャンネルに位置する特定のアミ
ノ酸残基間で主に行われていることが明ら
かとなっているが、PLC-δ1 PHドメインに
ついては、その詳細は明らかではない。 
	 一方、我々が世界で初めて三次元結晶構造
解析に成功した分泌性タンパク質 M-フィコ
リン基質結合ドメインでは（③）、海外の研
究グループにより、基質結合に伴う立体構造
変化はほとんど起こらないことが明らかに
され、我々の NMRによる解析でも同様の結
論を得ている。しかし、M-フィコリンは基質
結合の後に、プロテアーゼ MASPsを活性化
することが実証されており、M-フィコリンが
基質結合したという情報を、MASPs に伝達
する何らかの機構が存在しなければならな
いが、その詳細は全く不明である。 

２．研究の目的 
	 本研究では、タンパク質分子内情報伝達機
構についての一般法則の発見を目指し、分子
内情報伝達の様式が異なると予想される
PLC-δ1 PH ドメインと M-フィコリンを主
なモデルタンパク質として採用し、それらの
分子内情報伝達機構、すなわち分子内アロス
テリック相互作用機構の解明を目的とした。
本研究期間の到達目標として、PLC-δ1 PH
ドメインについては、（１）NMR信号の帰属、
（２）分子内情報伝達現象の再確認、（３）
変異体解析による情報伝達媒介アミノ酸残
基の同定を、またM-フィコリンについては、
（４）分子内情報伝達様式の探索を設定した。 
 
３．研究の方法 
(1). 試料調製 
	 ヒト PLC-δ1 PHドメイン（17.1 kDa）お
よびその変異体は、グルタチオン-S-トランス
フェラーゼ（GST）融合タンパク質として、
大腸菌発現系を用いて調製した。安定同位体
標識試料は、M9 培地を用いて培養すること
で調製した。発現した目的タンパク質は、
GST カラムによるアフィニティー精製を行
い、プロテアーゼによりGSTタグを切除後、
さらにゲルろ過クロマトグラフィーカラム
により精製し、最終試料とした。 
	 ヒト M-フィコリン基質結合ドメイン
（FD1）の単量体変異体（F127S/L128S, 26.8 
kDa）およびそのヒスチジン置換変異体は、
ブレビバチルス分泌発現システム（TaKaRa 
Bio）を用いて調製した。ブレビバチルス発
現タンパク質の安定同位体標識試料は、既に
我々が確立している C.H.L.培地（クロレラ工
業）を用いた方法にて調製した（④、⑤）。
全ての FD1 およびその変異体は、C 末ヒス
チジンタグ融合タンパク質として発現し、ヒ
スタグアフィニティーカラムおよびゲルろ
過クロマトグラフィーカラムによる精製後、
最終試料とした。 
 
(2). Native-PAGE解析 
	 非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（Native-PAGE）法は、目的の緩衝液で希釈
した試料に、必要に応じて適切量の基質と混
合し、SDS 不含ポリアクリルアミドゲル
（5-20%グラジエントゲル、Wako）にアプ
ライし、中性条件（pH 7.4）の泳動バッファ
ーを用いて泳動を行った。CBB染色後のゲル
は、ImageJ ソフトフェア（NIH）を用いて
バンド強度の解析を行った。 
 
(3). NMR測定 
	 PLC-δ1 PHドメインおよびその変異体の
NMR測定は、JEOL JNM ECA600分光器を
用いて 20˚Cにて行った。FD1およびその変
異体の NMR 測定は、Bruker AVANCE II 
700分光器を用いて 27˚Cにて行った。 
 
 



(4). ZAC解析 
	 FD1 およびその変異体のゾーン弱親和性
クロマトグラフィー（ZAC）解析は、FD1の
基質である N-アセチルグルコサミン
（GlcNAc）固定化アガロースを約 500 µL封
入したカラムを用いて、既に我々が確立した
方法を用いて行った（⑥）。 
	 
４．研究成果 
(1). PLC-δ1 PHドメインのNMR信号帰属 
	  PLC-δ1 PH ドメインの分子内情報伝達
現象を観察するため、[α-15N]Lys標識試料の
NMR信号帰属を行った。PLC-δ1 PHドメ
インには、Lys が 10 残基存在し、タンパク
質分子全体に分布していること、また IP3結
合に Lys30、Lys32および Lys57が直接関与
していることから、適切なプローブと考えら
れた。 [α -15N]Lys 標識野生株の 1H-15N 
HSQC NMR スペクトルを測定したところ、
予想通り 10 個の信号が観測され、Lys 置換
変異体の解析から、全ての 1H-15N HSQC信
号の帰属に成功した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  [α-15N]Lys標識 PLC-δ1 PHドメ
インの 1H-15N HSQCスペクトル 

 
(2). PLC-δ1 PH ドメインの基質結合活性

評価法の確立 
	 これまでのPLC-δ1 PHドメインの基質結
合活性解析では、放射性同位体標識基質を用
いたゲルろ過法、カロリメトリー法や表面プ
ラズモン共鳴法などの高価な機器を用いた
解析法が主であった。しかし、我々は多数の
変異体における基質結合活性能を迅速に解
析する必要性が生じたため、より簡便かつ低
コストでPLC-δ1 PHドメインの活性評価法
の確立を試みた。 
	 PLC-δ1 PHドメインの基質である IP3は、
極めて負電荷の高い低分子であるため、タン
パク質に結合すると、その複合体の総負電荷
量が増加すると予想される。このことから、
IP3 結合の有無でタンパク質の電気泳動度が
異なることが期待された。そこで、非変性状
態で電気泳動を行う Native-PAGE 法を用い

て PLC-δ1 PHドメインの IP3滴定実験を行
ったところ、IP3 の濃度上昇に伴い、明確な
ゲルシフト現象が観察された（図２、inset）。
この IP3依存ゲルシフトは、IP3結合活性が失
われているK57A変異体では観測されないこ
とから、このゲルシフト現象は IP3の特異的
結合に伴う負電荷量増加によって生じるこ
とが分かった。これにより、PLC-δ1 PHド
メインの IP3結合活性が Native-PAGE 法に
より評価出来ることを証明した。野生株のゲ
ルバンド強度の解析から、IP3 依存ゲルシフ
トにおける 50%効果濃度（EC50）値は 8.4 µM
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  PLC-δ1 PHドメインの
Native-PAGEによる IP3滴定解析 

 
	 また我々は、加熱変性により凝集したタン
パク質がゲルウェル上に停まったまま泳動
されない現象に着目し、様々な温度で加熱処
理したタンパク質試料を電気泳動し、バンド
強度解析を行うことで変性温度を評価出来
ることを明らかにした。この変性温度は、基
質結合によって上昇することも明らかとな
った。これは、ゲルシフトを起こさない中性
基質の場合でも、Native-PAGE 法による変
性温度解析を行うことで、基質結合活性を評
価できることを示している。 
 
(3). PLC-δ1 PH ドメインの分子内アロス

テリック相互作用 
	 PLC-δ1 PHドメインの IP3結合部位は既
にX線結晶構造解析により同定されているが、
IP3存在下における[α-15N]Lys標識野生株の
1H-15N HSQC NMRスペクトルでは、全ての
Lys 残基に化学シフト変化が観測された（図
１）。これは IP3の特異的・非特異的結合に伴
って、タンパク質全体に変化が誘起されてい
ることを示している。タンパク質全体に変化
を及ぼす現象は、一部の Lys 置換変異体の
NMR解析でも観測され、主に Lys30、Lys32、
Lys43および Lys57が、PLC-δ1 PHドメイ
ン分子内におけるアロステリック相互作用
ネットワークを媒介していることが明らか
となった（図３）。IP3結合に伴うタンパク質
分子全体の変化はこのネットワークを介し
ていると考えられる。 
	 興味深いことに、IP3 結合部位から離れて
いるα2 ヘリックス（残基 82-87）に位置す



る Lys86 の広幅化した信号は、IP3結合に伴
って先鋭化することも明らかとなった（図１、
inset）。一方、不活性変異体 K57Aにおいて
も、野生株よりは変化は小さいものの、IP3
の添加によって、多くの Lys残基の信号シフ
トが観察されることから、非特異的 IP3結合
も化学シフト変化に影響していることも明
らかとなった。しかし、K57Aでは Lys86信
号の IP3依存先鋭化はほとんど起らないこと
から、IP3存在下で起こる Lys86 信号の変化
は、特異的 IP3結合によって誘起されている
こと、また Lys57側鎖の存在が不可欠である
ことが明らかとなった。これは、互いに離れ
た位置に存在する Lys57（β3-β4 ループ）
とα2 ヘリックスとの間に IP3分子を介した
分子内アロステリック相互作用が存在する
ことを示している。一方、α2 ヘリックス構
造を形成する水素結合を除去したK86P変異
体では、基質結合能が著しく低下し（EC50 = 
17.3 µM）、K86A変異体では基質結合能が野
生株様（EC50 = 9.1 µM）に回復することか
ら、α2 ヘリックス構造が IP3結合能に重要
であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3	 PLC-δ1 PHドメインの分子内情報
伝達ネットワーク 

 
	 PLC-δ1 PHドメインの結晶構造から、IP3
結合に直接関与するβ1-β2ループには、α2
ヘリックスに位置する Phe87 側鎖フェニル
環が面していることが分かっている。そこで、
IP3-α2ヘリックス間相互作用経路に、Phe87
側鎖が媒介している可能性が示唆されたた
め、Phe87変異体の解析を行った。その結果、
Phe87のフェニル環を除去した F87A変異体
では、IP3 結合活性が著しく低下するのに対
し（EC50 = 12.3 µM）、フェニル環を有する
F87Y 変異体では野生株様活性を示した
（EC50 = 8.3 µM）。F87A変異体の NMR解
析では、Lys86の信号の著しい広幅化により
信号が観測されず、IP3 を添加しても先鋭化
が見られないのに対し、F87Y 変異体では野

生株様の変化を示した（図４）。これらの結
果から、Phe87 側鎖フェニル環が、IP3-α2
ヘリックス間相互作用を媒介し、IP3 結合に
伴うα2 ヘリックスの安定化に寄与している
ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4	 [α-15N]Lys標識 PLC-δ1 PHドメ
イン変異体F87AおよびF87Yの 15N側投
影スペクトル（Lys86、Lys49領域）。 

 
	 また野生株の IP3滴定実験において、Lys43
の NMR信号が、他の Lys残基とは異なり二
段階（三サイト）の化学シフト変化が起こる
ことを発見した。この二段階シフトは、K57A
では起こらないことから、IP3 の特異的結合
によって誘起されるものと考えられた。
Lys43 は IP3結合に直接関与しないことが結
晶構造から明らかとなっているが、Lys43に
隣接する Tyr42側鎖 OH基が、IP3と間接的
に水素結合をしていることが分かっている。
そこで、Tyr42側鎖を置換した変異体、Y42A、
Y42G および Y42F の解析を試みた。Y42A
および Y42Gは、タンパク質精製の過程で著
しく凝集し、基質結合活性解析に至らなかっ
た。一方、Y42F 変異体は極めて安定に精製
でき、かつ IP3結合活性も正常であった。ま
た Y42Fでは、Lys43の二段階シフトは見ら
れなかった。これらの結果は、Tyr42 側鎖
OH 基が、IP3 結合能には寄与しないが、
IP3-Lys43 間のアロステリック相互作用を媒
介していること、さらに Tyr42側鎖フェニル
環が、タンパク質分子の安定化に寄与してい
ることを示している。 
 
(4). 単量体 M-フィコリン基質結合ドメイン

の活性解析と NMR信号帰属 
	 M-フィコリンは、病原体表面の糖鎖
GlcNAc を認識するフィブリノーゲン様ドメ
インと、補体活性を誘起する酵素 MASPsと
相互作用するコラーゲン様ドメインを有す
るタンパク質で、生体中で三量体を基本とす
る多量体を形成している。我々は既に、三量
体 M-フィコリン基質結合ドメイン（FD1）
の結晶構造を報告しているが（③）、基質認
識に伴う分子内情報伝達機構を調べるため
には、NMR による解析が不可欠であると考
えた。しかし、三量体 FD1 では分子量が約
80 kDa と通常の溶液 NMR による解析は困
難であることから、単量体 FD1 の安定同位



体標識試料を調製し、その GlcNAc結合活性
の確認と NMR信号の帰属を試みた。 
	 FD1 の GlcNAc 結合活性は、His251、
His284 および His297 に依存していること
（⑦）、また単量体 FD1 は、三量体 FD1 に
比べ、GlcNAc 結合活性が著しく低下してい
ることを既に我々は報告している（③、⑨）。
一方、単量体 FD1 においても His 残基依存
GlcNAc 結合活性を有しているかは不明であ
った。そこで、弱い相互作用の解析に適して
いる弱親和性クロマトグラフィーの一種で
ある ZAC法を用いて、単量体 FD1の His変
異体の解析を試みた。その結果、単量体 FD1
においても、三量体 FD１と同様に His251、
His284およびHis297がGlcNAc結合活性に
不可欠であることが明らかとなった。 
	 また、[2H, 13C, 15N]標識単量体 FD1 の
NMR 信号帰属を試みたところ、約 9 割の帰
属に成功した。化学シフトより予想した二次
構造は、X線結晶構造解析による二次構造と
ほぼ一致したことから、溶液中の単量体 FD1
と結晶構造の三量体 FD1 の立体構造はほぼ
一致すると考えられる。今後、この帰属を基
に、FD1分子内情報伝達経路が明らかになる
ことが期待される。 
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