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研究成果の概要（和文）：本研究では、天然変性蛋白質（IDP）の動的構造解析を行うために、Ｘ線小角散乱法（SAXS
）と分子動力学（MD）計算を組み合わせた新しい手法（MD-SAXS法）及び高速AFMの開発を行ってきた。MD-SAXS法では
作成した動的構造モデルに補完的な実験データを加味したモデルから散乱強度を計算し、それが実験データと一致する
ように構造モデルを精密化する手法を開発し、古細菌由来の天然変性タンパク質Hefに適用した。また、高速AFMでは、
新しい手法を導入してノイズの低減化を図り、様々なIDPの観察に適した基板や溶液条件を検討して、領域内の研究グ
ループが対象とする様々なIDPの動態と機能の相関解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed novel methods to investigate flexible structure o
f intrinsically disordered proteins (IDPs) by small-angle X-ray scattering (SAXS) and molecular dynamics (
MD) simulation (MD-SAXS) and by high-speed atomic force microscopy (AFM). In the MD-SAXS method, SAXS prof
ile was calculated from the dynamic IDP model calculated considering complementary experimental data, and 
compared with experimental profile so that they are in agreement with the experimental data. In the high-s
peed AFM, a new method to reduce the noise level of the AFM device and a solution condition and supporting
 plate suitable for IDP observation have been developed. Reliability of the AFM has been assessed through 
the observation of PQBP-1 where NMR analysis went ahead for the identification of IDR. Based on these expe
riments, we have collaborated with a number of research group within this IDP research project in Japan an
d elucidated the structure-function relationship of various IDPs. 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、原子レベルでの動的な構造情

報が得られるのはNMR法だけであった。しか

しながら、NMR法では適用できるタンパク質

の分子量に上限があり、非常に多くの天然変

性領域（intrinsically disordered region: IDR）を

含むタンパク質の動的構造解析を行うには

NMR法だけでは不十分であった。そこで、Ｘ

線小角散乱（SAXS）法を利用した新しい構

造解析法の開発を目指した。SAXS法はタン

パク質の低分解能溶液構造解析に最適な手

法であるが、これに分子動力学的シミュレー

ションを併用することにより、NMR法で困難

な高分子量のIDRを含むタンパク質の動的構

造が原子レベルで解析できる可能性がある。 
さらにIDRが完全にディスオーダーしたラン

ダムコイル状態なのか、それともある程度二

次構造が形成された状態で揺らいでいるの

かも容易に解析でき、IDRを有するタンパク

質の構造・機能研究に非常に有効である。ま

た、高速AFMは従来の構造生物学的手法や情

報生物学的手法、分子生物学的手法で得られ

たデータと包括的に組み合わせることによ

り、天然変性領域の分子動態を解析する汎用

性の高い強力な手法になり得るので、IDRの
構造動態と機能との関連を明らかにする研

究に大きく貢献するものと期待される。 
 
２．研究の目的 
本計画研究では、次の２つの研究を柱に、本

領域の他の計画研究グループと密接に連携

し、天然変性タンパク質や天然変性領域を有

するタンパク質の分子認識・機能発現機構の

解明を目指す。 
(1) Ｘ線小角散乱法（SAXS法）による天然変

性タンパク質の動的構造解析 
SAXS法で得られる柔軟なタンパク質の溶液

構造は時間的に平均され、機能に関与する揺

らぎの情報が消失している。そこで、研究代

表者らがこれまでタンパク質のダイナミク

ス研究に利用してきたSAXS法と分子動力学

（MD）シミュレーションとを組み合わせた

MD-SAXS法をドメイン間に長大なIDRがあ

るために溶液状態で分子全体が大きく揺ら

いでいるマルチドメインタンパク質の系に

適用できるように拡張し、IDRを含むマルチ

ドメインタンパク質（全長）の動的構造を原

子分解能で解析するシステムの開発を目指

す。 
(2) 高速原子間力顕微鏡（高速AFM）による

天然変性領域の動態解析 
研究分担者らは独自に開発した高速 AFM に
よって、ミオシン分子がアクチンフィラメン
ト上を二足歩行する動態などを捉え、この新
規顕微鏡の有効性、信頼性を実証してきた。
この手法をクロマチンリモデリング因子

FACT の観察に適用した結果、高速 AFM が
不規則構造を含むタンパク質にも応用でき
る汎用性の高い手法であることを見出した。
そこで、本研究では、高速 AFM によるタン
パク質の IDR の動態解析を目的に、本領域の
研究グループが対象とする ID 領域を含むタ
ンパク質を高速 AFM で観察し、機能に対応
した動態変化を可視化し、分子間相互作用の
本質の理解を深めることを目指す。さらに、
MD-SAXS 法や既存の NMR、Ｘ線構造解析等
による解析結果に高速 AFM によって視覚化
されるダイナミクス情報を加えて ID 領域の
構造と機能との関連を解析する。 
 
３．研究の方法と成果 
(1) Ｘ線小角散乱法（SAXS法）による天然変

性タンパク質の動的構造解析 
MD-SAXS 法による天然変性タンパク質の

動的構造解析では、新規に購入した２次元複

合型ピクセルアレー検出器を既存の SAXS 装

置に組み込んで測定システムの最良化・効率

化を図るとともに、Ｘ線結晶構造解析やNMR
によって得られた原子モデルから水和構造

を正しく考慮して理論的に SAXS 強度を計算

する方法を開発した。この方法については世

界的に幾つかの方法が提案されているが、実

験的に得られた SAXS 強度との一致度はよく

ないので、本研究では、タンパク質溶液と緩

衝溶液それぞれに対して、MD シミュレーシ

ョンによって SAXS 強度を計算して両者を差

し引く方法を開発した。この方法は、これま

でに提案されている方法とはまったく異な

る発想に基づいてタンパク質分子表面の水

和水からの散乱を取り扱っており、モデルタ

ンパク質を用いての動的構造解析で良好な

結果が得られた。 
次に、ヘリカーゼドメインと ヌクレアー

ゼドメインの２つのドメインから構成され、

その間に約 100残基の天然変性領域 IDRが存

在する古細菌由来タンパク質 Hef の SAXS デ

ータを新規に購入した２次元複合型ピクセ

ルアレー検出器を搭載した SAXS 装置で収集

した。このデータを使って初期的な解析を行

ったところ、古細菌由来 Hef タンパク質は溶

液中で単量体として単分散していることが

明らかとなり、MD-SAXS 法による動的構造

解析に適したタンパク質であることが示さ

れた。 
そこで、このデータを使って２面角データ

ベースから 600,000 の Hef-IDR 構造を抽出し

て Hef 全長構造を構築し、収集した SAXS デ

ータを用いて MD-SAXS 法による動的構造解

析を行った。しかしながら、決定するパラメ

ータの数に比べて観測値の数が不足する

Over-fitting が問題となったので、SAXS デー

タと補完的なデータが得られる NMR の化学

シフトや残余双極子相互作用を実験データ



に加えて分子動力学計算を行う手法を開発

して Hef の全長および Hef の IDR の動的構造

解析を行っている。 
(2) 高速原子間力顕微鏡（高速AFM）による

天然変性領域の動態解析 
高速 AFM による天然変性領域の動態解析

の研究では、新しい振幅計測法を導入して装

置のノイズ低減化を図るとともに、IDP を含

む種々のタンパク質の観察に適した基板や

溶液条件を検討した。ID タンパク質 FACT に

ついては、ID 領域のリン酸化に伴うフォール

ディングを見出し、ID 領域と DNA の結合が

このフォールディングを通して調節されて

いることが示唆された。ID を多く含むと予測

される PQBP-1 の高速 AFM 撮影を試み、WW
ドメインと推定される球状ドメインに ID 領

域と思われる長い紐状の構造が続き、その先

に小さい球状のドメインがあるように観察

された。ID の存在が確認されていない種々の

タンパク質のダイナミクスについても高速

AFM 撮影を行った。 
また、多くの IDR を含むタンパク質及びそ

れらの部分断片試料のイメージングを行い、

理論予測との比較、及び、天然変性領域に共

通する性質や個々のタンパク質の天然変性

領域に特有な性質を調べた。理論予測と一致

する場合が一般的であるが、天然変性と予測

されている領域が秩序構造をもつ場合や、そ

れと逆の場合もあった。理論的に導かれる中

間的な秩序－非秩序指数に対応する構造は

実際には存在せず、完全秩序－完全非秩序状

態の間をダイナミックに転移している可能

性が示唆された。実際、メチル化 DNA 結合

タンパク質 MeCP2 において転移現象が見出

された。天然変性領域がほとんどを占めるタ

ンパク質については、高速 AFM 観察を容易

にするために GFP などを末端に導入した試

料の調製を進めた。 
次に、IDR と非 IDR の同定を NMR 解析が

進んでいる PQBP-1 を標準試料として調べ、

高速 AFM 解析の信頼性をまず確認した。何

種類かの IDP の高速 AFM 観察を進めたが、

特に、べん毛の Hook の長さに関係すると言

われている FliK と Rett 症候群に関与する

Methyl CpG Binding Protein 2(MeCP2)につい

て多くの観察を行った。FliK では N 端と C
端にある球状ドメインが ID 領域で連結され

ている構造が観察されるが、N 端側半分のコ

ンストラクトでは驚いたことにかなり ID 構

造となっており、この結果は NMR のデータ

と一致する。MeCP2 については、１次構造と

ID 領域、非 ID 領域との関係を決定した。 
以上、高速 AFM で数多くの ID 領域の観

察結果を得たので、それらの力学特性をミク

ロスコピックな維持長で表した。その結果、

種類に依らずほぼ一定の値をもつことが示

され、ID 領域の柔らかさはアミノ酸配列に依

らずほぼ一定になっているという普遍的な

結論を得た。FliK については、フック長を決

めるに相応しい機構を示唆する結果を得た。

すなわち、短い ID を挟む共に Order した N
末、C 末領域の間の相互作用が失われると、

N 端領域は Order から Disorder し、長い ID 領

域となるという可能性が示唆された。また、

NTAIL, PNT and Sic1 の 3 種について IDR を解

析したところ、Compact-Extended 状態を遷移

する領域を見出し、アミノ酸 1 残基当たりの

compactness（大きさ）と compact 状態を取る

割合に相関があり、また、疏水性アミノ酸含

有率とも相関があることを見出した。 
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