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研究成果の概要（和文）：Arfファミリー低分子量G蛋白質の構造変換分子機構を、特に溶液NMR法から明らかにするこ
とが目的である。そこで、より自由度の高い安定同位体ラベル技術が利用できる無細胞蛋白質合成システムにより、タ
バコおよびヒト由来のArl8蛋白質を調整し、NMR緩和パラメーターを取得し、解析を行った。さらに、実際の細胞内の
ような高濃度環境下に適用できる緩和解析法として、従来法の問題を修正した新規拡張Model-free解析法の開発を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular mechanism of the 
conformational change of an Arf-family Small G protein by using NMR relaxation analysis. Nicotiana 
tabacum and Human Arl8s were produced by a cell-free system that is capable of Advanced isotope-labeling 
techniques. The relaxation data of Arl8s were obtained and analyzed. In addition, I developed an extended 
model-free analysis that is applicable to macromolecular high concentrated systems like biological cells.

研究分野：構造生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 天然状態の蛋白質の立体構造とは、その
溶液条件下において、系の自由エネルギーが
最小になるように折りたたまれた状態であ
る。しかしながら、溶液中での立体構造は静
的なものではなく、熱揺らぎによる恒常的な
動的平衡状態にある。研究開始当時、このよ
うな熱揺らぎの中で、わずかな確率で存在す
る励起状態の立体構造が、その蛋白質機能に
とって本質的な役割をしている例がトップ
ジャーナルに次々と報告されていた。本研究
代表者は、細胞内で大きな立体構造変化を起
こすことで機能する低分子量 G 蛋白質 Arf
ファミリーのひとつ Arl8 で、その構造変化
の基盤となる構造転移機構が、蛋白質コア領
域に自発的な揺らぎとして内在しているこ
とを明らかにしていた。 
 
(2) 蛋白質の実際に働く細胞内は数百 mg/ml
濃度程度の分子混雑環境にある。それゆえ、
このような高濃度環境下での蛋白質動態（物
性）を明らかにすることが不可欠である。し
かしながら、既存の報告のほとんどは希薄溶
液環境を対象としたものであり、このような
高濃度環境が蛋白質動態に及ぼす影響はよ
く分かっていなかった。原因としては、この
ような環境を対象とする計測法がほとんど
存在しないことがあった。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究代表者が明らかにした、Arl8蛋白質の
コア領域の揺らぎを基礎とした構造変換機
構は N 末へリックス領域との相互作用によ
る制御を受けると考えられる。また、この N
末へリックス領域は膜とも相互作用すると
考えられている。これらの状態遷移機構を特
にNMRから得られる広範な時間スケールの
ダイナミクス情報から、定量性をもって明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) タバコおよびヒト由来 Arf ファミリー蛋
白質 Arl8 の無細胞蛋白質システムにより調
整を行った。そして、これらに対して、NMR
緩和パラメーターを取得し、緩和解析を行っ
た。NMR緩和パラメーターにはピコ秒~ミリ
秒オーダーの非常に広範な蛋白質運動情報
が取得できる。 
 
(2) NMR 緩和パラメーターの解析法として
最も成功を収めてきたものの一つとして、
Model-free解析法がある。しかしながら、こ
れは細胞環境を志向した分子混雑環境には
対応しないことが明らかになった。そこで、
これに対応する新規拡張 model-free 解析法
の開発を行った。 
 

 
４．研究成果 
 
(1) 以前には大腸菌大量発現系にて調整を行
っていたタバコ由来 Arl8 蛋白質であるが、
より自由度が高く柔軟な安定同位体ラベル
技術を利用できる細胞蛋白質合成系にて調
整を試み成功した。これにより、より高難度
な NMR 測定の適用が期待できる。そして、
GTP結合型、GDP結合 GTP様型、GDP結
合型の立体構造をそれぞれNMRシグナルに
て確認した。そして、これを利用して、ミリ
秒からマイクロ秒の比較的に大きな構造変
化が検出できる R2 緩和分散法を適用し、運
動情報を取得した。結果、以前のデータの再
現性が取れた。 
 
(2) タバコ由来 Arl8に比べて、よりインパク
トの高い結果につながることが期待できる
ヒト由来 Arl8 について無細胞蛋白質合成系
にて調整を行い成功した。そして同様に GTP
結合型、GDP 結合 GTP 様型、GDP 結合型
の立体構造をそれぞれNMRシグナルにて確
認した。そして、緩和パラメーターの取得を
行った。これらをタバコ由来のものと比較す
ることで、新たな知見が得られると期待でき
る。 
 
(3) 本研究課題ではNMR緩和解析法として、
蛋白質の溶液中での全体運動から局所運動
までの情報を包括的に評価することが可能
なModel-free解析法の利用を予定していた。
しかしながら、本研究代表者は蛋白質が細胞
環境のような高濃度環境下では従来法が想
定しているモデルでは通用しないことを突
き止めた。図 1は、ある蛋白質を 0.1 – 32 mM
まで濃度を変化させた時の、緩和パラメータ
ー，T1，T2 のプロットである。濃度が上昇
するに従って、プロットが図中の曲線外へ出
ていく様子がわかる。これは従来モデルでは
対応できない領域へ移動していることを表
している。 

図１．T1,T2プロットの蛋白質濃度変化. 
 
そこで、本研究代表者はこの問題の原因を特
定し、それを克服した新規拡張 Model-free
解析法を考案して、開発した(論文準備中, 
参考：雑誌論文発表②, 学会発表①②④⑤⑥



⑧)。これは、高濃度環境下で生じるであろ
う、それぞれの自由な運動（ブラウン運動）
の干渉を考慮したものとなっており、これに
よって、細胞環境を志向した、より実際に近
い系での解析が可能となる。今後、これを
Arl8蛋白質に適用することで、その構造変換
機構の詳細が明らかになることが期待でき
る。 
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