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研究成果の概要（和文）：ヤママリンは昆虫の休眠に関与するペプチドである。また、肝がん腫瘍細胞の細胞増殖を抑
制する活性をもつことからその応用が期待されるが、分子機構は不明である。本研究では、ヤママリンとフィブリラリ
ンの相互作用の詳細を明らかにすることを目的とし、以下の成果をあげた。
(1) 大腸菌発現系による組み換えフィブリラリンの大量調製および精製の方法を確立した。 (2) CD測定は、組み換え
フィブリラリンが結晶構造と同じ二次構造を保持していることが明らかにした。 (3) ドッキング計算の結果は、ヤマ
マリンは有意にフィブリラリン中央のポケットに結合することが明らかにし、ヤママリンが基質の結合を阻害すること
を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Yamamarin, a novel insect pentapeptide with an amidated C-terminus, has been isola
ted from diapausing pharate first-instar larvae of the wild silkmoth and is thought to be responsible for 
the regulation of diapause. Recently, this peptide significantly suppresses the proliferation of rat hepat
oma (liver cancer) cells. This finding strongly suggests that yamamarin and its derivatives are promising 
candidates for use as therapeutic agents. However, its action mechanisms remain unknown. In this study, we
 investigated the interaction between yamamarin and fibrillarin. The following results were obtained. 
(1) We have successfully obtained a recombinant fibrillarin using E. coli expression system. (2) The CD re
sults indicated that a recombinant fibrillarin was correctly folded. (3) The docking calculation suggested
 that yamamarin can bind to a substrate-binding site of fibrillarin.
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１．研究開始当初の背景 
日本原産の蚕である天蚕から発見されたヤ
ママリンは昆虫の休眠に関与する因子で、５
つのアミノ酸残基からなる生理活性ペプチ
ドである。研究開始当初までにヤママリンに
関して次のことが明らかになっていた。 
(1) ヤママリンは天蚕以外の昆虫に対して
も休眠を誘導する活性をもつこと 
(2) ほ乳類の肝がん腫瘍細胞の細胞増殖を
抑制する活性をもつこと 
(3) ペプチドへのパルミトイル基の導入が
細胞増殖活性を大きく上昇させること 
このようにヤママリンは昆虫休眠活性およ
び哺乳類の細胞増殖抑制活性の２つの生理
活性を併せ持つユニークなペプチドであり、
これらの特性を生かし、新たな農薬や細胞増
殖制御剤の創成を目指して開発も行われた。
また、ヤママリンの細胞増殖抑制活性の分子
機構の解明に取り組み、構造—機能相関の一
端を明らかにした。しかし、細胞増殖抑制活
性を有するヤママリンの構造特性は明らか
になったが、細胞増殖抑制の詳細な分子機構
についての多くは不明であった。これはこの
機構に関わる分子群がこれまで特定されて
ないためであった。ユニークな生理活性をも
つヤママリンを有効活用するためには分子
機構の解明が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
ヤママリンの細胞増殖抑制活性に関わる分
子としてフィブリラリンが同定され、また、
ヤママリンと直接、相互作用することが明ら
かになった。フィブリラリンはリボソーム
RNA 前駆体のプロセシングに関与する分子で
あり、細胞増殖にも関与することが報告され
ている。したがって、ヤママリンの細胞増殖
抑制の分子機構を明らかにするために、ヤマ
マリンとフィブリラリンの相互作用の詳細
な機構を解明する必要があると考える。本研
究では、ヤママリンの細胞増殖抑制活性に直
接関与するフィブリラリンに着目し、ヤママ
リンとフィブリラリン複合体構造の詳細を
明らかにすることで、ヤママリンをリード化
合物とした細胞増殖制御剤などの高機能な
分子の創成につながるための基盤となる研
究を行う。 
 
 
３．研究の方法 
ヤママリンとフィブリラリン複合体構造の
詳細を以下の方法で明らかにする。 
(1) 相互作用解析で用いるフィブリラリン
の大量調製法を確立する。ヤママリンとの結
合が確認されたヒト、ラットおよびショウジ
ョウバエ由来のフィブリラリン遺伝子から
大量発現用コンストラクトの作製を行う。作
製したコンストラクトによって大腸菌を形
質転換し、組み換え体の産生および精製のプ
ロトコルを確立する。NMR 解析のための M9 最

小培地での安定同位体標識試料の作製を行
う。 
(2) SPR および ITC を用いたヤママリンとフ
ィブリラリンの相互作用解析を行う。ヤママ
リンがフィブリラリンに結合することは明
らかになっているが、結合定数や結合自由エ
ネルギーなどの物理パラメーターは明らか
でない。結合の強さによって、NMR による相
互作用実験の条件や方法も変わるため、SPR
および ITC を用いたヤママリン・フィブリラ
リンの相互作用解析を行う。相互作用解析に
よりヤママリン・フィブリラリンの結合およ
び解離の速度定数、結合定数、結合エンタル
ピー、結合エントロピーおよび結合自由エネ
ルギーを決定し、ヤママリンとフィブリラリ
ンの相互作用様式を明らかにする。 
(3) NMR を用いてヤママリンとフィブリラリ
ンの相互作用解析を行い、複合体状態でのヤ
ママリンの構造およびフィブリラリン表面
のヤママリンの結合領域を明らかにする。15N
ラベル化フィブリラリンに対してヤママリ
ンを滴定し、フィブリラリンの 15N-HSQC スペ
クトルのピークの化学シフトの変化から結
合に関わる残基を同定し、すでに X線結晶構
造解析によって明らかになっているフィブ
リラリンの構造（図 1）にマッピングするこ
とにより結合部位を明らかにする。同位体フ
ィルターNOESY を測定し、ヤママリンとフィ
ブリラリンの分子間の原子間距離の情報を
収集する。分子間の距離情報を用いて構造計
算を行い、複合体状態でのヤママリンの構造
を決定する。以上の解析からヤママリン・フ
ィブリラリン複合体構造を決定する。 
ＮＭＲによる解析結果を基に、ヤママリンお
よびフィブリラリンのそれぞれにおいて結
合に関与するアミノ酸残基に変異を導入し、
上記と同様な相互作用解析を行うことで、複
合体形成のより詳細な機構を明らかにする。
これまでの実験結果から明らかになった知
見を基に、より強く結合するヤママリンのデ
ザインを検討および予備的な実験を行い、本
研究後のさらなる研究の発展に向けた基盤
を構築する。 

図 1 ヒトフィブリラリンの結晶構造 (PDB 
ID: 2IPX) 
 
 
４．研究成果 
NMR 解析には大量の同位体ラベル化試料が必



要なため、NMR 解析で用いる蛋白質フィブリ
ラリンの大量調製法の検討を行った。高等生
物由来のフィブリラリンは、N 末端側にグリ
シン残基が多く存在しこの部分は特定の構
造を取らないことが予想されるため、その部
分を削除したコンストラクトを作製した。N
末端領域を除き、精製用の His タグおよびタ
グ切断のためのプロテアーゼ認識配列を付
加した塩基配列を大腸菌発現用ベクターに
組み込んだ。大腸菌発現系によるフィブリラ
リンの発現において発現量が少なく、一部が
不溶性顆粒として沈殿してしまった。そのた
め培養および精製の条件検討を行った。培養
温度を下げ、レアコドンをカバーするロゼッ
タ株を用いることで発現量の増加が確認さ
れた。また、切断プロテアーゼを変えること
でHisタグ配列の分解が抑えられることがわ
かり、最終的にフィブリラリンのほとんどを
可溶化状態で発現させることに成功した。ま
た、フィブリラリンの配列中央部分を認識す
る抗体でウェスタンブロットを行ったとこ
ろバンドを確認でき、フィブリラリンが発現
および精製できていることがわかった（図
２）。 

図２ フィブリラリン試料の SDS-PAGE の CCB
染色（左）およびウェスタンブロット（右）。 
 
また、CD 測定による二次構造解析の結果は、
このフィブリラリンが結晶構造と同じ二次
構造を保持していることがわかり、正しくフ
ォールドしたフィブリラリン試料の調製に
成功したことを確認した（図３）。 

図３ フィブリラリンの CD スペクトル 
 
このフィブリラリンの発現・精製法を用いて、
NMR解析のためのM9最小培地での試料調製法
を検討し、NMR 解析が可能な量のフィブリラ
リンを得るための条件（培地の組成、IPTG 誘

導のタイミング、誘導後の培養温度等）を決
定することができた。この条件で 15N 安定同
位体標識されたフィブリラリンの調製を行
い、M9 最小培地 1L あたり約 8 mg と高収量で
フィブリラリン試料を得ることに成功した。
15N 安定同位体標識化フィブリラリンの
15N-HSQC を測定し、スペクトルのピーク同士
の分離の程度をモニターしながら、解析可能
なスペクトルを得るための試料および測定
条件を検討した。測定温度や pH や塩濃度な
どの NMR 試料条件を検討したが、NMR 解析可
能な安定性を持った試料の調製に至らなか
った。現在、コンストラクトの設計も含め、
さらなる検討を行っている。 
実験によるヤママリンとフィブリラリンの
相互作用解析を行うことが困難であったた
め、コンピュータによる相互作用解析を検討
した。上述したように、ヒトフィブリラリン
はすでに結晶構造が決定されているため、こ
の結晶構造とヤママリンおよび類似体との
相互作用解析を分子動力学およびドッキン
グシミュレーションのソフトウェアを用い
て行った。ヤママリンおよびその類似体の構
造計算を分子動力学により行い、それぞれの
ペプチドにおいて形成しやすいコンフォメ
ーションを見いだすことに成功した（図 4）。 

図４ (A)ヤママリンおよび(B)類似体の分子
動力学による構造解析 
 
次にこの構造を用いて、フィブリラリンとの
ドッキングシミュレーションを行った。その
結果、特定の構造のヤママリンは有意にフィ
ブリラリン中央のポケットに結合すること
が明らかになった。このポケットはメチル基
転移酵素であるフィブリラリンの基質結合
部位であり、ヤママリンおよびその類似体は
フィブリラリンへの基質の結合を阻害する
可能性があることが示唆された(図 5)。 

図５ ドッキング計算によるヤママリン−フ
ィブリラリン複合体の予測 



 
本研究では、実験による相互作用解析までに
は至らなかったが、正しくフォールドしたフ
ィブリラリンの調製に成功したことは今後
の解析を進める上で重要な成果であり、NMR
で解析可能な試料条件を検討し、NMR による
相互作用解析を行うことで、本研究で得られ
たコンピュータ解析による結果と合わせて、
ヤママリン−フィブリラリン複合体の詳細な
機構を明らかにすることができると考えて
いる。 
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