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研究成果の概要（和文）：NMRや質量分析を用いて、天然変性タンパク質の動的構造を解析し、天然変性タンパク質を
構造から理解し、分子認識機構の構造的な普遍性を解明することを目的として研究を展開した。その結果、ヒストン多
量体および相同組換え補助因子 Swi5-Srf1複合体の構造、iPS細胞を誘導する転写因子Sox2およびOct3/4の動的構造、
スプライシング関連因子PQBP1とスプライソソームU5-15kDの複合体およびPQBP1-U5-15kD-U5-52K複合体の立体構造を解
析し、神経特異的抑制因子NRSFのN末天然変性領域とコリプレッサーSin3の相互作用を阻害する化合物を同定するなど
、多くの成果が挙げられた。

研究成果の概要（英文）：In order to understand functionally important intrinsically disordered proteins (I
DPs) from their structure and to clarify their target recognition mechanisms, characterization of dynamic 
structures of IDPs was carried out using NMR and mass spectrometry (MS). The project achievements are (1) 
Analysis of gas-phase behaviors of the histone multimers and homologous recombination related factor Swi5-
Sfr1 complexes, (2) NMR structural analysis of iPS cell-inducing transcription factors Sox2 and Oct3/4, (3
) Structure determination of the complex of splicing factor PQBP1and spliceosomal protein U5-15kD and PQBP
1-U5-15kD-U5-52K, (4) Identification of two possible inhibitors of NRSF-Sin3 interaction based on the NMR 
complex structure, (5) Development of a fast and accurate fitting program of NMR relaxation dispersion dat
a, and (6) NMR analysis of the complex of chromodomain of HP1 and an H3K9me peptide. 
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科学研究費助成事業 研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
近年、タンパク質の構造を NMR で解析で

きるようになり、単独では全くランダムで相
手と出会うことにより構造を形成する天然
変性タンパク質が知られるようになってき
た。天然変性領域を除いた硬いタンパク質の
構造解析だけではこれらの機能を十武運に
説明することはできない。そこで本研究では、
天然変性タンパク質の動的構造を解析する
ことで機能に迫る研究を展開した。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、転写因子、スプライシ

ング関連因子、ヒストンタンパク質等の天然
変性タンパク質を対象に、NMR や MS を用
いて、単独の時の動的構造、遭遇複合体の動
的構造、中間体の動的構造、特異的複合体の
動的構造を解析し、天然変性タンパク質の認
識機構の構造的な普遍性を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ヒストンが修飾されたヌクレ

オソームコアや iPS 細胞を誘導する転写因子
やスプライシングに関与するタンパク質を
中心に NMR や MS を用いて動的構造を解析
した。 
天然変性タンパク質による分子認識を解明

するには、遊離の状態から相手分子に結合し
た状態まで幅広い構造空間を解析する必要
がある。NMR による緩和分散法はタンパク
質複合体について遊離の状態と結合状態の
存在比や結合にともなう立体構造変化やわ
ずかに存在する中間状態についての構造情
報も与える。また常磁性標識した天然変性蛋
白質と相手分子の相互作用を溶液 NMR で観
測することにより、弱い相互作用をパートナ
ー分子表面の広い範囲で検出することが可
能となる。NMR ではこれらの方法を駆使し
て解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 質量分析による天然変性タンパク質の

解析（明石） 
本課題ではイオンモビリティ質量分析

(IM-MS) を利用して、以下に示す通り、天然
変性タンパク質の解析を行った。 
天然変性タンパク質の実験で得られる衝突

断面積の評価には、溶液における構造モデル
との対比が有効であることから、まず、X 線
小角散乱(SAXS)で得られるデータから衝突
断面積の計算を行うことができる構造モデ
ルの構築法を確立後、相同組み換えのメディ
エータータンパク質 Swi5-Sfr1 複合体の解析
を検討した。まず種々のタンパク質について、
IM-MS で得られる衝突断面積と粗視化モデ

ルの衝突断面積を照らし合わせ解析した後、
Swi5-Sfr1 とその N 末端領域欠損変異体を
用い、SAXS と IM-MS による統合的な解析
を行った。その結果、結晶化を難しくしてい
る変性領域は、気相中で極めてコンパクトな
サイズに小さくなることを、衝突断面積とい
う物理化学的な数値を用いて証明すること
ができた。 
ヌクレオソームコア結晶構造は解かれてい

る が 、 その 構 成 成 分 で あ る ヒ ス ト ン 
H2A/H2B 二量体および H3/H4 四量体の構造
は解かれていない。そこで、これらヒストン
多量体を組み換えタンパク質から調製し、天
然変性領域を含む多量体の構造解析を
IM-MS と MD シミュレーションを組み合わ
せて行った。IM-MS ではいずれのヒストン多
量体とも、衝突断面積において 2 つの構造分
布が存在することが示されたのを受け、MD
シミュレーションで構造モデルを構築して
解析したところ、ヒストン多量体の 2 つの構
造分布はテイルの構造の多様性によるもの
であり、コア部分の構造はヌクレオソームに
おける各多量体の構造と大差がなく気相に
おいても保持されていることが推定された。 
さらに、修飾ヒストン多量体およびヌクレ

オソームコアの解析を行った。まず、組換え
ヒストン H2A/H2B 二量体にシトルリン化を
行い、その構造変化を質量分析で解析した。
シトルリン化に伴い、二量体の衝突断面積に
は大きな差がないことが IM-MS で観測され
たが、高塩濃度に対する安定性がシトルリン
化で向上することがわかった。 
続いて 4 種類の組換えヒストンタンパク質

と 146 塩基対 DNA を用いてヌクレオソーム
コアを調製し、アセチル化の前後での構造変
化を解析した。まず、ヌクレオソームコアの
再構成生成物について、ESI-MS および 
IM-MS で測定したところ、目的とするヒスト
ン八量体と DNA からなるオクタソームの他
に、H2A/H2B 二量体が一分子欠損したヘキサ
ソームも生成されることが、その正確な質量
測定と衝突断面積の測定結果から初めて明
らかにすることができた。このことは生体に
おける中間体としてヘキサソームが存在す
る可能性を示唆するものである。 
再構成で得られたヌクレオソームコアにア

セチル化を施し、前後での衝突断面積および
高濃度の酢酸アンモニウムに対する安定性
の違いを解析した。その結果、アセチル化で
は衝突断面積は有意な差は観測されなかっ
たが、多くても 3 か所程度のアセチル基の導
入で、高濃度の酢酸アンモニウムに対する安
定性が低下し DNA が外れやすくなることが
わかった。 
 
(2) iPS 細胞に誘導する転写因子の NMR に



よる解析（菅瀬） 
主に NMR を用いて天然変性領域を含む転

写因子Oct3/4とSox2の動的なDNA認識機構
の解明に取り組んだ。Oct3/4 の DNA 結合ド
メインである POU ホメオドメイン（POUHD）
に特異的DNAおよび非特異的DNAを滴定し、
それぞれの化学シフトの変化を NMR で観測
した。その結果、天然変性領域がある場合、
非特異的DNA配列と特異的DNA配列とで極
めて似通った化学シフトの変化が観測され
たが、天然変性領域がない場合では、非特異
的 DNA には全く結合しなかった。また、そ
の化学シフト変化は、直線的でなく曲線的で
あった。このことは、特異的な構造と類似し
た非特異的結合状態が含まれていることを
示唆する。また、特異的 DNA を滴定しなが
ら、水とアミドプロトンの交換速度を
CLEANEX-PM 法で解析したところ、過剰に
存在するタンパク質が非特異的に DNA と結
合していることが示唆された。CLEANEX-PM
データの定量的な解析から N 末端の天然変
性領域が他の領域よりも先に結合すること
が分かった。 

Sox2 の場合、25℃では３本のαヘリックス
からなる立体構造が存在するが、37℃ではほ
ぼ天然変性状態であることが分かった。緩和
分散法で遊離 Sox2 の動的構造を解析したと
ころ、25℃でもわずかに構造がほどけていた。
37℃に関してはシグナルの重なりが酷いた
め、その解析のために新規方法論を開発した
（後述）。また特異的 DNA と非特異的 DNA
存在下で NMR 測定を行ったところ、それら
のスペクトルは非常に似通っていた。また非
特異的 DNA では緩和分散が観測され、観測
された揺らぎは DNA 上におけるタンパク質
のスライディングに由来するものと考えら
れる。 
天然変性タンパク質の動的構造を解析する

ための方法論の開発では、上述のように 37℃
におけるSox2のNMRスペクトルはシグナル
の重度の重なりのため緩和分散法による解
析は非常に困難であった。そこで、この問題
を解決するために、差スペクトル法を活用し
た新規動的構造解析法緩和分散差スペクト
ル法（relaxation dispersion difference）を開発
した。また、Sox2 は 37℃では不安定である
ため、データを間引いて測定する非線形サン
プリング法と間引いたデータを計算的に復
活させる SIFT 法、および緩和分散法を組み
合わせて、短時間で緩和分散測定を完了させ
る方法論も開発した。 
 
(3) スプライシング関連因子 PQBP1 の解析

（水口） 
PQBP1 は 265 残基からなる核内タンパク質

で、WW ドメイン、極性ドメイン、C 末端ド
メインを有する。PQBP1 は RNA ポリメラー

ゼ IIやスプライソソームの調節因子として機
能することがわかっているが、その詳細は解
明されていない。我々は PQBP1 の構造解析
を行い、PQBP1 の極性ドメインと C 末端ドメ
インが遊離の状態ではディスオーダー領域
であることを明らかにした。過去の研究によ
り、PQBP1 の C 末端ドメインがスプライソソ
ームの U5-15kD に結合することが示されて
いたため、我々は C 末端ドメインと U5-15kD
の複合体の立体構造解析に取り組んだ。最初
に、C 末端ドメインのどの部分が U5-15kD と
の結合に必要なのかをプルダウンアッセイ
と NMR によって調べた。その結果、U5-15kD
に結合するには、C 末端ドメインの 241-263
残基で十分であることがわかった。次に、
PQBP1 の 223-265 残基からなるフラグメント
（PQBP1-CT43）と U5-15kD の複合体の立体
構造を X 線結晶構造解析によって示した。そ
の結果、PQBP1-CT43 の Y245, P248, V251, 
L252 が U5-15kD の疎水性溝に結合すること
が明らかになった。また、U5-15kD と結合す
る際に PQBP1 が短いαへリックス（248-259
残基）を形成すること、N255（PQBP1）と
D68（U5-15kD）および Y245（PQBP1）と E74
（U5-15kD）が水素結合を形成することも明
らかになった。さらに、PQBP1 の Y245, P248, 
V251, L252 を Asp に変異させた変異体と
U5-15kDの結合を表面プラズモン共鳴によっ
て調べた。その結果、野生型 PQBP1 では解
離定数が 19.7 μM であるのに対し、Asp 変
異体は U5-15kD に結合しないことが示され
た。また、PQBP1 の Y245, P248, V251, L252
を Ala に変異させて同様の実験を行った。こ
れらの結果から、我々は PQBP1 と U5-15kD
の結合には Y245, P248, V251, L252 が必須で
あることを示し、PQBP1 の YxxPxxVL モチー
フを U5-15kD 結合モチーフと定義した。興味
深いことに、YxxPxxVL モチーフは精神遅滞
に関連する PQBP1 変異体で共通して失われ
ていた。したがって、PQBP1 遺伝子の変異に
よる精神遅滞は、変異によって YxxPxxVL モ
チーフが失われ、PQBP1 が U5-15kD に結合
できなくなることが原因と考えられる。 

PQBP1, U5-15kD, U5-52Kのヘテロ三量体構
造の立体構造も決定した。これまでの研究に
より、U5-15kD と U5-52K の結合が示されて
いたが、PQBP1, U5-15kD, U5-52K が同時に結
合するかどうかは明らかにされていなかっ
た。我々は、表面プラズモン共鳴を利用して、
PQBP1とU5-52KがU5-15kDに同時に結合す
ることを示した。この結果は、 PQBP1, 
U5-15kD, U5-52K がスプライソソームで複合
体になっていることを強く示唆している。ま
た、U5-15kD と U5-52K がスプライソソーム
の U5 snRNP の構成因子であることと、
PQBP1がスプライシングに重要なPrP19複合
体に含まれることを考慮すると、PQBP1 は



pre-mRNA スプライシング過程において U5 
snRNP と PrP19 の集合に寄与していると考え
られる。また、ヘテロ三量体の構造解析の結
果から、U5-15kD と U5-52K が主に水素結合
によって結合しており、疎水性相互作用の寄
与が小さいことがわかった。我々は、U5-52K
の変異体と U5-15kD-PQBP1-CT43（U5-15kD
と PQBP1-CT43 の融合タンパク質）との結合
を表面プラズモン共鳴によって調べた。その
結果、野生型U5-52KとU5-15kD-PQBP1-CT43
の解離定数は 13 μM であるが、U5-52K の
Y330A変異体では421 μM、U5-52KのL339A
変異体 では 49.8 μM であることを示した。
これらの結果は、上述のヘテロ三量体構造の
特徴と一致している。 
 
(4) NMR による転写制御関連天然変性タン

パク質の解析（西村） 
神経特異的抑制因子 NRSF の N 末の天然変

性領域とコリプレッサーSin3 の NMR 複合体
構造に基づいて、NRSF の天然変性領域との
相互作用を阻害する化合物の同定を NMR に
より行った。線維筋痛症モデルマウスで長崎
大学植田研究室と共同実験を行ったところ、
2 つの化合物が線維筋痛症治癒に効果があり、
その治療候補化合物として特許出願を行っ
た。 

Sin3 の PAH1 ドメインと NRSF の N 末の天
然変性領域の転写抑制ドメインの複合体構
造を共同研究でMD計算によるシミュレーシ
ョンを行った。NRSF の転写抑制ドメインは
単独では NMR 的には天然変性タンパク質で
あるが、MD 的には、ランダムな構造、伸び
た構造、ヘリカルな構造、ターン構造と様々
な構造間の動的平衡であった。また、各々の
構造が標的である Sin3 に結合し遭遇複合体
を形成し、結合したあとで誘導適合により構
造が変化し最終的には NMR 構造に落ち着く
ことが分かった。 
このことは非天然変性タンパク質の PhoB

のDNA結合ドメインのDNA結合に伴う構造
変化と好対照である。PhoB の DNA 結合ドメ
インは球状構造をとっており、MD 計算の結
果フリーの状態ではいくつかのコンフォメ
ーション間の動的平衡状態にあったが、DNA
と結合すると動的な構造平衡が抑えられ、フ
リーで存在したいくつかの構造に収斂した。
このことは結合に伴ってポピュレーション
シフトが起こっていることを示している。天
然変性タンパク質の場合と異なって明確な
誘導適合を見出せなかった。 
ヒストンのメチル化は遺伝子発現制御に非

常に重要である。メチル化されたヒストンを
認識するドメインとしてクロモドメインが
ある。我々は以前にヒストンアセチル化酵素 
Esa1 のクロモドメインに関しては N 末テイ
ルの天然変性領域が伸びたクロモドメイン

が RNA 結合に関与することを初めて構造的
に明らかにし、RNA 結合能を欠損した酵母は
致死性になることを見出した。分裂酵母のヘ
テロクロマチン形成に関与する Chp1 タンパ
ク質はメチル化ヒストンの認識と ncRNA の
結合面を Chp1 のクロモドメインの構造上に
持っていた。Chp1 のクロモドメインと
H3K9me 複合体構造は既に結晶構造解析が報
告されていたが、我々は Chp1 クロモドメイ
ンの N 末テイルの天然変性領域が H3K9me
との結合により短いヘリックスが誘起され
その部位が ncRNA 結合にも関与することを
見出した。また HP1 のクロモドメインと
H3K9me ペプチドの複合体構造は明らかにな
っているが、さらに N 末の酸性ストレッチを
含む天然変性領域の構造的な寄与は明らか
にされていない。リン酸化された天然変性領
域を含む HP1 のクロモドメインと H3K9me
ペプチド動的複合体構造を NMR で解析した。
NMR で N 末リン酸化体も非リン酸化体もク
ロモドメイン部分の構造は同じであること
を見出した。さらに N 末天然変性領域はリン
酸化体と非リン酸化体で NMR の動的構造は
異なっていた。またヒストン H2A/H2B のヘ
テロ 2 量体の NMR 測定により得られた化学
シフトと分子動力学計算を組み合わせた解
析を行い、溶液中での H2A/H2B ヘテロ 2 量
体のモデル構造を得た。 
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