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研究成果の概要（和文）：Expressed Protein ligation (EPL)法を PQBP1 に適用し、C 末端ドメイン

が 15N 標識されたセグメントラベル体を作成することに成功した。コールドショックベクター

を用いて、2 つの PQBP1 フラグメントを大腸菌で高発現させ、これらを EPL 法によって連結

した。本研究の成果は、他の天然変性蛋白質のセグメントラベルに適用できると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：We successfully prepared segmentally labeled PQBP1, in which the 
C-terminal domain is 15N-labeled.  Two fragments of PQBP1 were highly expressed in E. coli with the 
cold-shock vector, and ligated by the expressed protein ligation method.  Our results will be applicable 
to the segmental labeling of other intrinsically disordered proteins.   
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１．研究開始当初の背景 
天然変性蛋白質は、転写・翻訳、細胞周期、

シグナル伝達など生体内で重要な機能を担
っている場合が多い。天然変性蛋白質の多く
は、ターゲット分子（他の蛋白質分子や DNA
など）を認識することで機能する。ターゲッ
ト分子に結合すると、多くの天然変性蛋白質
は大きく揺らいだ状態から特異的な立体構
造へとフォールディングする。これまで天然
変性蛋白質は、核磁気共鳴（NMR）法を用い
て研究されてきた。これは、NMR が disorder
領域と order 領域の両方を観測できるからで
ある。これまでに報告された研究の多くは、

天然変性蛋白質のドメインを断片化して立
体構造解析を行っている。しかしながら、断
片化によって蛋白質は不安定化する可能性
があり、そのような場合には断片化した蛋白
質は全長の立体構造を反映していない。した
がって、天然変性蛋白質の立体構造や機能に
ついて研究するには、蛋白質を断片化せずに
解析する必要がある。ところが、断片化しな
いで NMR スペクトルを測定すると disorder
領域のシグナルが重なってしまうため解析
が非常に困難となる。 
 上述した実験的な困難を克服するために、
本研究では、近年に開発されたセグメントラ
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図 1. Expressed Protein Ligation の概略．別々に

発現・精製した N-fragment と Cys1-C-fragment
を連結する反応．連結反応は、N-fragment のチ

オエステル化された C 末端に Cys1-C-fragment
の Cys が反応することによって起こる。最終

的には、S-N アシルシフトによって N-fragment
と Cys1-C-fragment がペプチド結合によって連

結される。 

図 2. N-fragment の生成．N-fragment と連結し

ている INTEIN-CBD は、還元剤の MESNA に

よって切り離される。N-fragment の C 末端は

チオエステル化される。 

ベル（蛋白質分子の観測したいセグメントだ
けを安定同位体で標識する方法）を天然変性
蛋白質に適用した。セグメントラベル法は、
これまで高分子量蛋白質の立体構造解析で
威力を発揮してきた（Vitali, F., et al., EMBO J. 
25, 150-162, 2006）。この方法では、蛋白質ス
プライシングの機能を有するインテインを
利用し、安定同位体標識したフラグメントと
非標識のフラグメントを連結させる（図 1）。
これにより、天然変性蛋白質を断片化するこ
となく、観測したいセグメントだけを NMR
で解析することができる。 
 

 
 

本研究では天然変性蛋白質の PQBP1 につ
いて研究した。PQBP1 は、RNA ポリメラー
ゼ II（Pol II）やスプライソソームの機能を調
節する核内蛋白質である。PQBP1 は WW ド
メイン（WWD）と C 末端ドメイン（CTD）
を有しており、Pol II には WWD が、スプラ
イソソームのU5-15kDにはCTDが結合する。
また、PQBP1 は極性ドメイン（PRD）を介し
て変異型 ataxin-1 のポリグルタミン鎖に結合
する。 
 
２．研究の目的 

PQBP1 の PRD と CTD は disorder 領域であ
ることがわかっている。本研究では、
Expressed Protein Ligation (EPL)法によって、
PQBP1 の CTD セグメントを安定同位体標識
する（図 1）。これにより、全長 PQBP1 の CTD
が、断片化したときと同じ特徴を示すのかど
うかを調べることができる。また、CTD が

U5-15kDに結合したときの立体構造変化につ
いて、PQBP1 を断片化しないで調べることが
可能となる。 
 
３．研究の方法 

PQBP1 の 1-219 残基をコードする DNA の
3'側に Mxe GyrA INTEIN と chitin-binding 
domain (CBD)の DNA を連結した。この DNA
をコールドショックベクターの pCold I に挿
入し発現ベクターを得た。発現ベクターで大
腸菌 C43(DE3)を形質転換し、37oC で振とう
培養した。600 nm の OD が 0.4～0.5 になった
時点で培養液を 15oC に冷却し、終濃度が 0.5 
mM となるように IPTG を加え、15oC で 24
時間培養した。大腸菌を超音波破砕した後、
PQBP1(1-219)-INTEIN-CBD を含む可溶性画
分を Chitin Beads に加えた。Chitin Beads をカ
ラムに入れ、20 mM HEPES, 500 mM NaCl (pH 
8.0)を十分量流した。その後、50 mM MESNA 
(sodium 2-sulfanylethane sulfonate)を含む 20 
mM HEPES, 500 mM NaCl (pH 8.0)を加えた。
これにより、融合蛋白質から INTEIN-CBD が
切断され、C 末端がチオエステル化された
PQBP1(1-219)を得ることができた。これを
N-fragment とした（図 2）。 
 

 
 

PQBP1 の 220-265 残基のフラグメントに
Gly220Cys 変異を導入した。このフラグメン
トをコードする DNA の 5’側に CBD と SSp 
DnaB INTEIN の DNA を 連 結 し た 。
PQBP1(1-219)の場合と同様に、連結した DNA
を pCold I ベクターに挿入し発現ベクターを
得た。CBD-INTEIN-PQBP1(220-265)は、発現
ベクターで形質転換した BL21(DE3)を 15N 標
識 CHL 培地で培養して発現させた。大腸菌
を超音波破砕した後、可溶性画分を Chitin 
Beads に加えて CBD-INTEIN-PQBP1(220-265)



 

 

図 3. Cys1-C-fragment の生成．Cys1-C-fragment 
と連結している CBD-INTEIN は、DTT によっ

て切り離される。 

を結合させた。Chitin Beads をカラムに入れ、
20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl (20oC, pH 8.5)
を十分量流した。その後、100 mM DTT 
(dithiothreitol)を含む 20 mM Tris-HCl, 500 mM 
NaCl (4oC, pH 8.5)を加えて融合蛋白質から
CBD-INTEIN を切断し、N 末端が Cys の
PQBP1(220-265)を得た。これを 20 mM HEPES, 
100 mM NaCl, 5 mM MESNA (pH 8.0)に対し
て透析した。これを Cys1-C-fragment とした
（図 3）。 
 

 
 

EPL 反応は、Cys1-C-fragment と N-fragment
を 10:1 のモル比で混合し 37oC で行った。混
合直後の濃度は、Cys1-C-fragmentが0.31 mM、
N-fragment が 0.031 mM である。この混合溶
液を 20 mM HESPES, 100 mM NaCl, 5 mM 
MESNA (pH 8.0)に対して 37oC で透析し、16.5
時間反応させた。反応後に終濃度が 10 mM に
なるように DTT を加え、37oC で 2 時間イン
キュベーションした。SDS-PAGE、逆相 HPLC、
MALDI-TOF-MS によって EPL 反応後のサン
プルを分析した。 
 
４．研究成果 
インテインを利用したセグメントラベル

法は、さまざまな方法が提案されているが、
反応効率等を考慮し、本研究では EPL 法を採
用した（Vitali, F., et al., EMBO J. 25, 150-162, 
2006）。 

EPL 法では、別々に発現・精製した２本の
フラグメント（N-fragmentとCys1-C-fragment）
を連結させる。チオエステル化された
N-fragment の C 末端と、Cys1-C-fragment の N
末端が連結される（図 1）。我々は、SDS-PAGE
と MALDI-TOF-MS を用いて、N-fragment と
Cys1-C-framgmentが連結されたことを確認し
た。 
本研究では、N-fragment と Cys1-C-fragment

を大量に得るために、コールドショックベク
ターを用いた。INTEIN, CBD, PQBP1 フラグ

メントの融合タンパク質は、可溶性画分に大
量に発現されることがわかった。これにより、
mgオーダーのサンプルを必要とするNMRに
適用することができた。 

我々は、N-fragment と Csy1-C-fragment が
高効率で連結される反応条件を探索した。い
くつかの条件を比較した結果、N-fragment と
Cys1-C-fragment を 1:10 のモル比で混合する
場合に、連結された全長 PQBP1 が最も多く
得られた。また、我々は EPL 反応の溶液条件
についても検討した。その結果、PQBP1 のセ
グメントラベルには、20 mM HEPES, 100 mM 
NaCl, 5 mM MESNA (pH 8.0)が最適であるこ
とがわかった。本研究の成果は、他の天然変
性蛋白質のセグメントラベルに適用できる
と期待される。 
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