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研究成果の概要（和文）：　生合成される蛋白質は、そのアミノ酸配列に特有の立体構造を形成し機能を獲得する。一
方、ゲノム上には、それ単独では、特異的な立体構造を形成しない「天然変性蛋白質」が多く存在する。天然変性蛋白
質は、特定のリガンドと結合し、特異的な構造を形成することで機能を獲得する。
　本研究では、腸管出血性大腸菌O157の天然変性型病原因子であるEspBによるリガンド結合の物理化学的メカニズムを
調べた。その結果、EspBによるαカテニンの分子認識反応が、EspBの41～70番目のアミノ酸領域で作られる不安定なα
へリックス構造を介して進行する「構造選択的結合機構」により説明されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：    Proteins produced in biological systems assume well-defined structures to obta
in their unique functions. However, there are many intrinsically disordered proteins (IDPs) which are unab
le to form specific structures by themselves in genomic sequences. IDPs form well-ordered structures upon 
binding to their specific ligands. 
    Here, we analysed physicochemical mechanism of ligand binding by EspB, an IDP pathogens from enterohae
morrhagic E. coli. We found that EspB binds to alpha-catenin through the unstable alpha-helical regions fo
rmed around G41-E70 in a manner of "Conformational Selection". 
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１．研究開始当初の背景 

 通常「蛋白質は、そのアミノ酸配列に特有
の立体構造を形成することで機能を獲得す
る」と考えられており、一般的な生物学の教
科書には、そのように記載していている。 

 しかしながら、ここ十数年における網羅的
ゲノム解析の結果から、生体内には、特定の
機能を持つにも関わらず、それ自身では特有
の立体構造を形成することができない「天然
変性蛋白質」が多く存在し、数々の生命現象
において重要な役割を果たすことが示され
てきた。このことは「既に形成されている立
体構造の表面形状が合致するリガンドのみ
が特異的に認識される」という蛋白質の機能
発現・分子認識のメカニズムに関して、大幅
な修正が必要であることを示している。 

 いくつかの研究において、天然変性蛋白質
のいくつかが、そのリガンドに結合すること
により、特徴的な立体構造を構築し、リガン
ドの機能制御を行うことが、既に示されてい
た。このような分子認識に伴う構造形成は、
一般的な球状蛋白質のフォールディング現
象に類似しているが、比較的大きな並進エン
トロピーの減少を必要とする分子間相互作
用を含む点で、通常のフォールディングとは、
大きく異なり、その物理化学的詳細を知るこ
とは、多くの生命現象を理解する上で重要で
あると考えられていた。また、以前の研究か
ら、EspB は、αカテニンの C 末端ドメイン
（αC）を介して相互作用することが示され
ていた。 

 一方、研究代表者らは、腸管出血性大腸菌
（EHEC）の産する様々な病原因子の立体構
造と機能に関する研究を進め、これら病原因
子の多くが天然変性蛋白質であることを示
してきた。この中でも特に EspB に関する研
究から、同病原因子が、αカテニン、ミオシ
ン、ビンキュリン、ZO-1 などの宿主細胞の
細胞骨格形成に関与する、様々な立体構造の
異なる制御因子と相互作用し、アクチン線維
形態の変化を促進する機能を有することを
明らかにしていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は「天然変性蛋白質の作用機
構を生物物理学的観点により明らかにし、そ
の生体内における役割・機能に関する分子機
構を原子レベルで解明する」ために、「EspB

の多岐にわたるリガンドの認識反応をフォ
ールディングとしてとらえ、その熱力学的機
構を理解すること」である。 

 さらに、この研究を進めることで、EHEC

による感染メカニズムにおける EspB の役割
について、より深く理解できると考えられた。 

 

３．研究の方法 

(1) EspB のリガンド認識部位の同定 

 EspB のリガンドである、αカテニンやビ
ンキュリンとの相互作用に関与する EspB の
配列領域を同定するために、同蛋白質の部分

配列を有するペプチド（図 1）を調製し、こ
れらとリガンド（主にαC）との相互作用に
ついて、蛍光偏光解消法による滴定実験によ
り調べた。なお、EspB はαC に対して N 末
端から100残基以内のいずれかの領域を介し
て、結合することが示されていたので、この
領域をカバーする 20～30 残基からなる、ペ
プチドを主に作成した。また、蛍光偏光解消
の変化を高感度で観測するために、これらの
ペプチドのN末端にFITC蛍光ラベルを導入
した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 合成したペプチドの配列領域 

 

(2) 遊離状態での EspB の立体構造解析 

 X 線小角散乱と円偏光二色性スペクトルを
用いて、EspB の遊離状態における立体構造
を解析した。また上記の部分ペプチドの立体
構造についても円偏光二色性スペクトルに
より二次構造の解析を行い、残余構造のある
領域を同定した。これらのデータを合せ、
EspB 全長、及びαC 結合に関与するアミノ
酸配列とその周辺の構造を予測した。 

 
４．研究成果 
(1)αカテニンとの結合に関与するEspBの最
小アミノ酸配列の同定 
 EspB のαC への結合に最小限必要なアミ
ノ酸領域の同定を行うために、その N 末端に
FITC 蛍光ラベル化した EspB 蛍光ラベル化
フラグメント（図 1）を合成し、αカテニン
の EspB との結合に関わる C 末端ドメイン
（αC）との相互作用について調べた。 

 その結果、EspB の図 1 に示した 41-60 と
51-70 の二つのフラグメントで、解離定数
（Kd）23 と 12 M の相互作用が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．EspB ペプチドとαC の解離定数（Kd） 

 

 これらの値は、EspB 全長とαC との相互



作用における Kd 値（2.9M）よりも高い値
であった。さらに、41-70 番目の配列に相当
するペプチドに対するαカテニンとの Kd を
求めたところ、EspB 全長の示した値に近い
2.5M であることが分かった。この結果より、
EspB の G41～E70 に対応する 30 残基が
EspB のαカテニンに対する結合を再現する
最小単位であることが示された。 

  

(2)EspB 全体構造と二次構造形成領域の解析 

 以前の研究で EspB は、部分的にαへリッ
クス構造を有する、部分変性型天然変性蛋白
質であることが分かっていた。そこで、EspB

のどの領域に、αへリックス構造が存在する
のかを明らかにするために、図１に示された
ペプチドと EspB の全長の二次構造について、
円偏光二色性スペクトルについて調べた。こ
の結果、上記のαC との相互作用に必須の 41

～70 番目の配列周辺でαへリックス構造が
出来ていることが明らかになった。一方、C

末端の半分はランダムコイル状態に似た構
造をしていることが明らかになった。 

 さらに、EspB 全長の形状について、X 線
小角散乱法を用いて解析したところ、EspB

が部分的にαへリックス構造を保持してい
るにも関わらず、ランダムコイル状態に匹敵
する広がった構造を形成していることが明
らかになった（表 1）。 

 

表 1. EspB 及び EspB と同様なアミノ酸数
（312 残基）を持つ蛋白質の形状パラメータ 

--------------------------------------------------------- 

        Rg (Å)     Dmax 

 EspB        67.8     250 

 ランダムコイル        62.01         - 

 Phosphotriesterase2       19.52     602 

--------------------------------------------------------- 
1Rg = 1.927 x N0.598（N=332）より算出したランダムコ

イル状態の Rgの理論値 

2 Phosphotriesterase の PDB 構造座標（1EYW）より

Crysol にて計算した値。EspB と同程度の分子量を持つ

球状蛋白質の天然構造における形状を示すために記載 

 

(3)部分的に形成されたαへリックス構造の
熱力学的特性 

 EspB において部分形成されているαへリ
ックス構造の物理化学的特徴（通常の球状蛋
白質の天然構造に類似するか、部分変性構造
に類似するか）について明らかにするために、
EspB 全長及び G41～E70 に相当するフラグ
メントのαへリックス構造の熱安定性につ
いて、円偏光二色性スペクトルを用いて調べ
た。EspB 全長、及び、フラグメントの両者
で、塩酸グアニジン存在下において、同様な
低温変性現象が確認された。この現象から、
変性に伴う比熱の変化（CP）を解析したと
ころ、全長で、0.34 kJ mol-1 K-1、フラグメ
ントで 0.87 kJ mol-1 K-1であることが分かっ
た。これらの結果より、G41～E70 で形成さ
れるαへリックス構造は、EspB 全長の中で

主要な二次構造成分を占めており、その構造
安定化に少ないながらも疎水性相互作用の
寄与が関与することが示された。一方、前述
の EspB の構造的特徴を考慮すると、41-70

の領域は、通常の球状蛋白質の天然構造とは
異なり、側鎖間の相互作用がほとんど存在し
ない一本の伸びたαへリックス構造を形成
しており、さらに 41-70 以外の領域にも不安
定なαへリックス構造が出来ていることが
示唆された。 

 

(4)EspB の分子認識と遊離状態での構造特
性の相関 
 上記(1)～(3)の研究から、EspB は長く伸び
た一本の不安定なへリックス構造を N 末端
に持ち、残りの部分はランダムコイル状態の
ように振る舞う、天然部分変性蛋白質の一種
である、その機能発現において、41-70 番目
のアミノ酸で形成されるαへリックス構造
が重要な役割を果たすことが示された。これ
は、一般的な球状蛋白質に見らえれる、立体
構造と機能の関係に似たメカニズムではあ
るが、分子認識前の状態における立体構造が
揺らぎの大きな部分変性状態であるという
点で大きく異なる。このような現象は、これ
までの構造生物学の常識では、想定されてい
なかったものであり、新たな分子認識機構と
して、重要な発見であると考えられる。 

 さらに、研究代表者らは、腸管出血性大腸
菌をはじめとするⅢ型分泌系を有する感染
性細菌において、EspB に類似する天然変性
型病原因子が多数見つかることを示してお
り、これらの研究成果は、感染症医学的観点
からも重要な知見であると考えられる。 
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