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研究成果の概要（和文）：本研究では、IDPと核酸間の相互作用のメカニズムの解明を目指し、ヒト由来のY-box bindi
ng protein 1 (YB-1) をモデル蛋白質として取り上げた。本研究における熱量解析の結果より、YB-1はC-term1をDNA結
合部位として機能させていることが示された。一方、YB-1のCSD領域はRNAと特異的な相互作用をする部位であることが
分った。これらの結論は、YB-1を欠損体から評価できたこと、さらに分子環境変化に基づく物理化学的解析によって明
らかになったことがポイントとして挙げられる。このように、本研究課題に掲げた分子環境と分子認識との深い関連性
を示唆する研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Y-box binding protein 1(YB-1) is a nucleic acid-binding protein that regulates tra
nscription and translation, and is overexpressed in cancer cells. It has been reported that the bindings o
f YB-1 to specific genomic DNAs or mRNAs are involved in tumorigenesis. Therefore, it is plausible to supp
ose that YB-1 is a new target to regulate the cellular systems due to treatment of human diseases and eluc
idation of new cellular functions. However, the binding mechanism of YB-1 to nucleic acids is still unclea
r. Here, we carried out physicochemical analyses of the structural and binding properties of YB-1 using sp
ectrometry and calorimetry. The recombinant YB-1 had thermodynamically unique bindings to the single-stran
d DNA with Y-box sequence and to the single-strand DNA with Y-box mRNA sequence. The DNA and RNA binding s
ites of YB-1 were identified by using a full length and deletion mutants of YB-1. We further studied the e
ffects of salt and temperature on the binding to DNA or RNA.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、構造をもたない多くの天然変性タン
パク質（IDP）の相互作用システムが、重要
な細胞プロセスに関与していることが明ら
かになりつつある。特に核酸結合型 IDP は、
構造をもたない一本鎖DNAやRNAと相互作
用し機能を果たしている。従って核酸結合型
IDP の分子認識は，互いに構造を有しないも
の同士が特異性をもって相互作用している。
しかし、従来の分子認識モデルである“鍵と
鍵穴”原理では，IDP の結合特異性を創出し
ている相互作用機構を説明することができ
ない。従って細胞内における生体分子間の相
互作用による秩序化の本質を捉えるために
は、新しい分子認識の概念が必要不可欠であ
る。 
細胞システムにおいて，環境変化は重要な
因子である。進化の過程で、生命システムは
その生育環境（温度、pH、塩濃度）に適応し
てきた。また細胞分裂や細胞病変においても、
細胞内の分子局在化による電荷分布や水和
状態などがダイナミックに変化している。こ
れらの環境変化は、分子の結合特異性に大き
く関与しており、また細胞システムに依存し
て分子の相互作用要素や溶媒和状態もダイ
ナミックに変化していると考えられる。申請
者はこれまでに、核酸とタンパク質間の物理
化学的な相互作用解析から、溶媒和変化の重
要性を見出してきた。したがって IDPの核酸
に対する分子認識は，周辺環境に依存して多
様な相互作用を創出すると考えられる。多く
の核酸結合型 IDPが報告されている中、その
第一歩として申請者はヒト由来の Y-box結合
タンパク質（YB-1）をモデルタンパク質とし
て選択する。 

YB-1 は核内で Y-box と呼ばれるゲノム配
列 DNA と特異的に結合し、転写を制御して
いる転写因子の 1つと知られている。さらに、
細胞質内において mRNAとも結合し、翻訳制
御にも関与している。YB-1 はその核酸結合
部位が構造を形成しないアミノ酸配列にな
っていることが既に知られているが、ある塩
基配列を特異的に認識するメカニズムは不
明である。また mRNAと複合体を形成し高次
な組織構造体を形成し、ダイナミックな構造
体変化によって翻訳制御を行なっているこ
とも示唆されている。さらに近年では、細胞
発生や細胞がん化において YB-1 の発現が深
く関与していることも明らかになりつつあ
る。このように YB-1 は細胞システムの制御
因子として、また創薬開発のターゲット分子
として注目すべき核酸結合型 IDPの一つであ
る。本研究では YB-1 の核酸結合様式に関す
る環境因子における依存性・法則性を明らか
にする。 
 
２．研究の目的 

YB-1の構造は三つの領域から成っており、
N 末端と C 末端が disorder な領域である。N
末端には、アラニンとプロリンが豊富なアラ

ニンプロリンリッチドメイン (A/P)、C 末端
には塩基性と酸性のアミノ酸残基クラスタ
ーが交互に並んだ C-term領域、そして間には
唯一 β-バレルと呼ばれる立体構造をとる cold 
shock domain (CSD)が存在する。CSDは他の
生物種において DNA 結合ドメインとして知
られている。C-termはGly219-Glu220間で 20S
プロテアソームによって切断され、核移行す
ることが報告されている。本研究では、YB-1
の欠損体と共に、熱力学的及び分光学的手法
を用いて、YB-1 の核酸結合メカニズムを物
理化学的に解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

YB-1 の核酸結合部位を同定するために
YB-1 の欠損体を作製し、四種の欠損体
(A/P+CSD, CSD, YB-1(1-219), C-term2) と
YB-1 全長で核酸との結合を調べた。核酸結
合は、熱力学的パラメーターを導出でき、か
つ YB-1 の相互作用に強い影響を与える溶媒
条件を考慮できる等温滴定型熱量計 (ITC)を
用いて行った。同時に、円偏光二色性スペク
トル (CD スペクトル) を用いた二次構造解
析を行った。 
 
４．研究成果 
[結果] 
ssDNAとの結合解析 

YB-1と四種類の変異体の ssDNA との結合
解析を行った。YB-1(full)と YB-1(1-219)の結
合はHとSが共に負の値を示し、ssDNAと
エンタルピー駆動の相互作用であることが
明らかとなった。一方、CSD, A/P+CSD, 
C-term2 は吸熱反応を示した。しかしその吸
熱量は熱力学的パラメーターが算出できな
いほど微小であった。つまり、A/P、CSD、
C-term2とDNAとの相互作用は非常に弱いこ
とが示された。A/P+CSD と CSD の吸熱量に
大きな差がなかったことから、A/P は DNA
との結合に関与しないと考えられる。また、
YB-1(1-219)の方が YB-1よりもHが 4.6 kcal 
mol-1大きな値を示したのは、C-term2 が吸熱
反応を示したからである。以上の結果から、
YB-1の DNA結合には C-term1が重要である
ことが分かった。 

ITC測定で得られた N値は YB-1が 0.63、
YB-1(1-219)が 0.34 と 1 よりも小さな値とな
った。この結果は、YB-1 : DNA = 2 : 1、
YB-1(1-219) : DNA = 3 : 1程度で結合してい
ることを示している。分析 SEC より、YB-1
は二量体で存在することが示唆されたこと
から、YB-1 は二量体の YB-1 と 1 つの DNA
が結合している可能性が示唆された。
YB-1(1-219)は分析 SECと FFF-MALS測定か
ら 400 kDa会合体、つまり 16量体ぐらいで存
在している可能性が示されていたことから、
YB-1(1-219)は DNAとの結合で、16量体がほ
ぐれて三量体ほどの大きさとなって 1 つの
ssDNAと結合しているのかもしれない。 
 



ssRNAとの結合解析 
次に、ssRNA との ITC 測定を行った。

C-term2 は吸熱反応を示したが、その吸熱量
は熱力学的パラメーターが算出できないほ
ど微小であった。よって、C-term2は DNAだ
けでなく RNA との相互作用においても非常
に弱いことが分かった。他の四種類の YB-1
欠損体はどれも水素結合を駆動力とした相
互作用を示した。興味深いことは、DNAとの
結合では弱い吸熱反応を示したCSDは、RNA
との結合で発熱反応を示したことである。こ
のことから、CSDは RNAとの結合に重要で
あることが示された。 

ssRNAとの結合においても、Nは 1よりも
小さな値が得られた。YB-1と YB-1(1-219)と
ssRNA との結合は ssDNA の場合と同様に、
YB-1 : RNA = 2 : 1、YB-1(1-219) : RNA = 3 : 1
で結合していると考えられる。CSDと ssRNA
は CSD : RNA = 2 : 1で結合しており、CSDの
分析 SECから CSDは単量体か二量体で存在
しているため、二量体 CSD : RNA = 1 : 1で結
合している可能性も考えられる。 

 
塩濃度変化解析 
次に、溶媒条件を変えて ITC測定を行うこ
とで得られた熱力学的パラメーターから、
YB-1 の核酸結合メカニズムを解析した。先
述のように、C-term1 が DNA 結合、CSD が
RNA の結合に重要であることが示されたた
め、YB-1(1-219)と CSD の二つの欠損体に絞
って実験を進めていくことにした。 
塩濃度変化における核酸の結合親和性変
化について議論する。YB-1(1-219)では、塩濃
度を 500 mM NaClから 150 mM NaClへ下げ
ると、ssDNA との結合親和性は 3.93×105か
ら 1.14×105と僅かに減少した。一方で ssRNA
との結合親和性は 7.17×106から 4.92×107へ
増大した。CSDにおいては、塩濃度を下げる
と ssDNA との結合による吸熱量は増大し、
RNAとの結合親和性は 6.19×104から 1.69×
105へ増大した。 
ここで、YB-1(1-219)の核酸間の相互作用で
得られたHは、150 mM NaClにおいて、DNA
とは−46.1 kcal/mol、RNAとは−33.5 kcal/mol
であった。核酸-タンパク質の相互作用で観測
されるHの多くは 0-20 kcal/molの範囲であ
ることが知られている。今回得られたH は
この範囲よりも大きな値を示していること
から、YB-1と核酸間の相互作用だけでなく、
構造変化によるH も生じた可能性が高いこ
とが示唆された。よって、YB-1 の結合によ
る構造変化を調べるために、温度変化による
ITC測定から、Cpの値を導出することにし
た。 
 
非熱容量変化解析 

YB-1(1-219)、CSD と ss DNA、ssRNA の
15-37 ˚C における ITC 測定を実行した。
YB-1(1-219)と ssDNAは、500 mM NaClの15˚C 
における ITC測定以外は 15-37 oCでエンタル

ピー駆動の相互作用を示し、得られたCpは
塩濃度に関係なく−2.1 kcal mol−1 K−1 と大き
な負の値を示した。ssRNAもエンタルピー駆
動の相互作用を示し、得られたCp は−0.61 
kcal mol−1 K−1であった。CSDと ssDNA間の
相互作用は、温度を変化させても熱力学的パ
ラメーターを算出できるほど強い結合では
なかったが、温度上昇と共に吸熱量が増加し
たため、Cpは正の値を示すことが分かった。
CSD と ssRNA はCpが負となり、その値は
−0.66 kcal mol−1 K−1であった。CSDと DNAと
の結合では 親水面から脱水が起こっている
ことが分かり、先述の塩濃度変化に関する結
果と合わせて、CSDと DNAは静電相互作用
によって弱く結合していることが示された。
一方、静電的な性質を示しながらもCp<0と
なった CSDと ssRNAの結合では、疎水面か
らの脱水和や、タンパク質の構造変化による
親水基への水和が起こることによる、結合特
異的な相互作用を形成したと考えられる。 
Cpには静電相互作用の正の寄与よりも、結合
特異性の非常に大きな負の寄与の方が上回
り、 Cp<0となったと考えられる。 
 
YB-1の構造変化解析 
 YB-1(1-219)と CSD のCpは極めて大きな
値を示し、タンパク質の構造変化の可能性が
示された。そこで CDスペクトルを用いて、
核酸を添加した時のタンパク質の二次構造
変化を調べた。その結果、YB-1, YB-1(1-219), 
CSD, A/P+CSDは ssDNAと ssRNAを添加し
ても CDスペクトルに大きな変化は観察され
ず、YB-1 は核酸との結合による二次構造の
変化は起こらなかった。 
 
[考察] 
一般的に、塩濃度を下げると塩イオンによ
る静電遮蔽効果が弱まり、静電的な相互作用
が強まる。よって塩濃度を下げると結合が強
まったYB-1(1-219)とRNA、CSDとDNA/RNA
との相互作用は、静電的な特徴を示すことが
明らかとなった。一方、YB-1(1-219)と DNA
との相互作用は塩濃度を下げると弱まった
ことから、非静電的な特徴を持つことが示唆
された。 
 A/P+CSDはCSDと同様に塩濃度を下げると
吸熱反応は強まった。増加した吸熱量に大き
な差はなく、やはり A/Pは DNAとの結合に
関与しないと考えられる。C-term2は 500 mM 
NaClでは吸熱反応であったが、150 mM NaCl
では弱いながらも発熱反応へシフトした。発
熱反応には主に水素結合と静電相互作用が
関わっているが、水素結合は塩濃度の変化で
影響を受けない。よって、C-term2 の主な相
互作用は静電的な相互作用であり、N 値が 1
であることから、C-term2と DNAは 1 : 1で
結合することが示された。 
塩濃度変化解析より、YB-1(1-219)は DNA
と非静電的な相互作用をすることが明らか
となったことから、大きな負のCp 値は疎水



面から脱水和が関与していることが示唆さ
れた。これより、YB-1(1-219)は DNAの塩基
と主に相互作用していると考えられる。さら
に、そのCp 値は一般的な核酸-タンパク質間
相互作用で得られるCp = 0.25-0.55 kcal mol−1 
K−1 よりも非常に大きな値を示し、
YB-1(1-219)と DNAとの相互作用では、結合
だけでなく構造変化も生じている可能性が
示された。しかしながら、CD スペクトル測
定の結果より YB-1 は二次構造変化に違いが
観察されなかった。このことから、YB-1 は
二次構造以外に構造が変化している可能性
が示唆された。 
 
本研究における熱量解析の結果より、YB-1
は C-term1 を DNA 結合部位として機能させ
ていることが示された。その駆動力は、核酸
の塩基とアミノ酸残基の疎水的な相互作用
であることが示唆された。一方、YB-1の CSD
領域は RNA と水素結合を主とした特異的な
相互作用をする部位であることが分った。こ
れらの結論は、YB-1 を欠損体から評価でき
たこと、さらに分子環境変化に基づく物理化
学的解析によって明らかになったこと、など
がポイントとして挙げられる。このように、
本研究課題に掲げた分子環境と分子認識と
の深い関連性を示唆する研究成果が得られ
たと考える。 

YB-1 は転写因子としてゲノム DNA 上の
Y-box 配列と結合することが知られている。
そこでは、dsDNA を ssDNA に解離させるこ
とによって転写を制御していることが報告
されている。本研究における C-term1 の塩基
に対する相互作用は、その ssDNA解離と関連
するメカニズムであることが考えられる。
YB-1 の異常発現は、核内への集積と癌化と
密接に関連していることが明らかにされつ
つある。したがって、C-term1 の核酸塩基に
対する作用機序は、YB-1 の機能制御を目指
した創薬デザインにおいて、C-term1 が重要
な標的部位となると考えられる。一方、YB-1
の CSD領域は RNAと特異的な相互作用をす
る部位であることが分ったが、この結果は、
いくつかのゲルシフトアッセイや欠損体に
よる細胞アッセイの結果からも示唆されて
いる。ヒト細胞において、CSDを有するタン
パク質がいくつか報告されている。Lin-28a/b
はその中でも CSD 領域の機能が同定されて
いる。Lin-28a/bの CSDは、miRNAのヘアピ
ン構造部位と特異的に結合することが知ら
れており、細胞分化において重要な機能を果
たしている。CSDはアミノ酸配列相同性が非
常に高いことから、今後、塩基配列選択性に
関する詳細な解析により、CSDの機能制御に
よる細胞システムの理解が深まると考えら
れる。このように、本研究における分子環境
変化に基づく物理化学的解析から明らかと
なった DNA結合特性と RNA結合特性は、バ
イオロジカルにおいても重要な意義がある。 
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