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研究成果の概要（和文）：LEAタンパク質の繰返し配列部分をモデル化したペプチド（A K D G T K E K A G Eの2回繰
返し配列）が、天然のLEAタンパク質と同様に（場合によってはより高機能に）、不安定タンパク質に対する凝集抑制
効果、細胞の凝集・融合に対する抑制効果をもつことを物理化学実験と計算機シミュレーションにより実証した。これ
により、生物の乾燥耐性メカニズムの一端を明らかにするとともに、このペプチドの産業的応用への道を切り開いた。
　

研究成果の概要（英文）：We investigated biological functions of a LEA peptide that has two tandem repeat 
of the 11-mer motif characteristic of late embryogenesis abundant protein found in anhydrobitic 
organisms. It was shown that this peptide acts well as a desiccation protectant: it can suppress 
desiccation-induced protein aggregation and liposome fusion.

研究分野： 生物物理学

キーワード： LEAタンパク質　LEAペプチド　乾燥耐性　リポソームの融合　タンパク質の凝集　MDシミュレーション
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体の約 70％を占める水は，生命の営みに

とって必須のタンパク質，核酸及び細胞膜の
構造と機能を維持する役割を担っている．こ
のため，脱水状態になると普通の生物は死に
至る．しかし，ある種の生物は干からびたと
き代謝活動を完全に停止した状態（乾燥休眠
状態）に至り，再び水に巡り合うまでの逆境
を生き抜くことができる． 
アフリカの半乾燥地帯に生息するネムリ

ユスリカの幼虫は乾燥休眠をする生物の中
で最も大きく高等な生物である．研究代表者
は（独）農業生物資源研究所の奥田・黄川田
グループと共同し，ネムリユスリカの乾燥状
態を物理化学的手法で測定・分析し，乾燥休
眠状態とは何か”，について研究してきた．
その結果，１）ネムリユスリカは乾燥すると
水の代替物質として二糖トレハロースを体
内に大量に蓄積し，この糖が幼虫個体内に万
遍なく分布する，２）このトレハロースはガ
ラス化しており，細胞膜やタンパク質はトレ
ハロースのつくる堅い“ガラス製カプセル”
に閉じ込められることにより，水が無くても
それらの秩序性は維持され，生物は蘇生でき
ると考えられた． 
ガラスは熱力学的準安定状態であり，徐々

にエンタルピー緩和を起こす．一方，ネムリ
ユスリカは 17 年もの長期間にわたって乾燥
休眠状態を維持することが知られている．こ
の驚くべき長期安定性を果たして糖のガラ
ス化のみで実現できるであろうか？ 連携研
究者の黄川田らは，ネムリユスリカの乾燥過
程ではトレハロースと同時に LEA タンパク
質が発現・蓄積されることを見出した
（Kikawada et al., Bicochem. Biophys. 
Res. Comm., 348, 56, 2006）．また，このタ
ンパクの一次配列の大部分は，荷電性残基を
多く含む 11 残基の繰返し単位(A K D G T K 
E K A G E)から成ることを示した． 
これを受けて研究代表者らは，LEA タン

パク質の機能部位はこの繰り返し配列にあ
ると予想し，これを 2 回乃至 4 回連続に繰
返したペプチド（以後 LEA ペプチド）を化
学合成し，その立体構造と機能を調べた．そ
の結果，これは水溶液中ではランダムである
が，乾燥すると α ヘリカル-コイルドコイル
構造をとることを見出した．言い換えれば，
LEA タンパク質は天然変性タンパク質の一
つであり，乾燥という刺激によって構造化す
る．建物に例えれば，ガラス化したトレハロ
ースがコンクリート，LEA タンパク質のコ
イルドコイルが鉄筋の役割を果たし，細胞骨
格を力学的に強化し崩壊から防いでいると
考えられる． 
 細胞が乾燥に耐えるには，そもそも乾燥前
に構成成分が破壊されてはならない．脱水中
は細胞内のイオン濃度が増大し浸透圧スト
レスがかかる．また，細胞膜やタンパク質は
互いに接触し凝集の危険にさらされる．LEA
ペプチドを用いた実験によると，LEA タンパ

ク質はコイルドコイルを形成する過程でイ
オンをトラップすることが判明した． 
 以上まとめると，本研究開始当初において，
研究代表者らの開発した LEA ペプチドは，
天然のLEAタンパク質の細胞骨格強化機能，
イオンスキャベンジャー機能を代替可能で
あることがわかってきていた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，LEA ペプチドの更なる機能

の探索とその作用機構の解明を行うことを
目的とした． 
1) 乾燥ストレスによるタンパク質凝集抑

制効果の検証と分子機構の解明 
多くのタンパク質は，乾燥→再水和の過

程で凝集し失活するが，LEA ペプチド添加
によりこれがどの程度抑制されるかを明
らかにする．また，その分子機構の一つと
して提唱されてきた，“分子シールディン
グ”仮説を実験と計算機シミュレーション
によって検証する． 

2) 乾燥ストレスによる細胞膜の凝集・融合に
対する抑制効果の検証と分子機構の解明 

LEA ペプチドがリン脂質二重膜の乾燥→
再水和過程における凝集・融合を抑制する
か否かを実験により明らかにする．また，
抑制効果があった場合，その分子機構を物
理化学実験と計算機シミュレーションによ
って解明する． 

 
３．研究の方法 
1)タンパク質凝集抑制効果の測定と分子機構
の解析 
ターゲットタンパク質と LEA ペプチドの

混合系を 25℃で真空乾燥した後，再水和し，
得られた水溶液の波長 340 nm における濁度
から凝集の度合いを評価した． 
次に，ターゲットタンパク質と LEA ペプ

チドの相互作用を解明するため，水晶発振子
マ イ ク ロ バ ラ ン ス (quartz cell 
microbalance; QCM)法による測定を行った．
QCM は，“水晶の固有振動数 27 MHz が結晶
表面への物質の付着による質量変化に比例
して変化する”ことを利用した測定法である．
本研究では，ターゲットタンパク質の N 末端
を水晶表面の金電極上にアミンカップリン
グ法により結合させた．ついで，水相中に
LEA ペプチドを溶解し振動数変化を追跡し，
得られた曲線を解析することにより，結合定
数を決定した． 
実験からの情報のみでは，LEA ペプチドが

ターゲットタンパク質のどこにどのような
様式で結合しているのかは不明である．そこ
で all-atom MD シミュレーションを行った．
ターゲットタンパク質と LEA ペプチドの重
心間距離を十分（50Å 程度）離した状態を出
発構造として，MD シミュレーションを行っ
た．この結果を解析し，LEA ペプチドがタン
パク質表面のどの残基にどのような相互作
用（静電相互作用，水素結合，疏水結合）で



結合しているかを調べた．以上の MD シミュ
レーションは汎用プログラム AMBER およ
び GROMACS を用いて行った． 

 
2）細胞膜の凝集・融合に対する抑制効果と
メカニズムの解析 
 細胞膜モデルとして，small unilamellar 
vesicle (SUV)と giant vesicle (GV)を用い，
乾燥→再水和で誘導される凝集・融合が LEA
ペプチドの共存によって抑制されるかどう
かを調べた． 

SUV の凝集・融合抑制の測定では，リン脂
質として POPC を選択し，extruder を用い
て直径 100 nm程度のSUVを調製した．LEA
ペプチド共存または非共存条件で，乾燥→再
水和後の凝集・融合の程度を濁度（400 nm）
や動的光散乱測定により評価した．また融合
の評価については，別途，乾燥→再水和後の
蛍光物質(カルセイン)の漏出測定から評価し
た． 

SUV と LEA ペプチドとの相互作用に関す
る情報は，FTIR 測定によりリン脂質のP=O
とC=O 伸縮振動バンドを観測することによ
り得た．さらに，CH2 ピークの温度依存性
シフトや示差走査熱量（DSC）測定により，
LEA ペプチド添加によるゲル液晶転移温度
の変化を調べた． 
 物質表面における分子間相互作用は，表面
の化学的性質のみならずその曲率に依存す
る可能性がある．その意味で SUV は必ずし
も細胞の適切なモデルとは言えない．そこで，
標準的な細胞と同等程度の直径（10 m程度）
をもつ GUV を用いた実験を実施した．GV
は, Dimitrov & Angelova, Progr Colloid & 
Polymer Sci., 73,48-56 (1987)に従って調製
した．SUV 実験と同様に，LEA ペプチド共
存または非共存条件で乾燥→再水和後の凝
集・融合を調べた． 

POPC リン脂質二重膜と LEA ペプチド間
の相互作用に関する原子レベルの描像を得
るとともに，実験結果の理論的解釈を得るた
め MD シミュレーションを行った．具体的に
は，周期境界条件のもとで水和リン脂質二重
膜を構築し，水層に LEA ペプチドを溶解し
た系を用意した．シミュレーションは，NPT
一定の条件のもとで行い．得られたトラジェ
クトリーを解析し，LEA ペプチドと膜表面と
の水素結合ネットワーク形成などの情報を
取得した．以上のシミュレーションは，汎用
プログラム GROMOS（GROMOS 力場を使
用）を用いて行った． 
 
４．研究成果 
1)タンパク質凝集抑制効果の評価と分子機構
の解析 
まず，ターゲットタンパク質として，リゾ

チームを選択した．また，LEA ペプチドとの
比較対象として線虫由来の AavLEA1 選んだ．     
濁度測定によると，LEA ペプチドはリゾチ

ー ム の乾燥 誘 導凝集 を 抑制し た が ，

AavLEA1 は反対に凝集を促進する結果が得
られた．この原因は各タンパク質の pI 値か
ら考察された．すなわち，AavLEA1 は pI 値
が 4 付近にあり，リゾチームの pI 値は 9 付
近にあるため，中性溶液中ではそれぞれ負と
正の電荷を持つ．これにより強い静電的相互
作用が発生し凝集を促進してしまったと考
えられた． 
そこで，この仮説を検証するため，分子量

がほぼ同じで pI の値が酸性側にある HybD
をターゲットタンパク質として同様の実験
を行った．その結果，予想通り AavLEA は
HybD に対しては乾燥誘導凝集効果を示した．
一方，LEA ペプチドは HybD に対してもリ
ゾチームのときと同様に凝集抑制効果を示
した．LEA ペプチドは pI が 7 付近の値をも
つので，pH7 付近において正，負の電荷がバ
ランスしており，いずれのターゲットタンパ
ク質とも過剰な静電相互作用を起こすこと
なく，それらの安定化に寄与したと考えられ
た． 
以上の仮説は，PvLEA-22 とターゲットタ

ンパク質との間の解離定数を測定すること
により，定量的な裏づけが得られると考え，
QCM により解離定数を評価した．  
リゾチーム（または HybD）を基板に固定化
し，LEA ペプチド（または AavLEA）をゲ
ストとして水層に添加した系では，LEA ペプ
チドの終濃度に依存して振動数減少が観察
され，飽和振動数を LEA ペプチドの終濃度
に対してプロットしたところ，シグモイド様
曲線が得られた．この曲線を解析することに
より，結合速度定数(k1)，解離速度定数(k-1)，
解離定数を得た． 
リゾチーム－LEA ペプチド系及び HybD

－LEA ペプチド系の解離定数はそれぞれ kD 
= 4.23×10-4 (M), 6.00×10-6(M)と算出された．
これは比較的弱い相互作用に相当するが，明
らかに LEA ペプチドはいずれのターゲット
とも会合しており，乾燥前の水溶液中でもタ
ーゲットタンパク質の表面をシールディン
グする効果があることが示唆された．リゾチ
ーム－AavLEA1 系は kD = 2.32×10-7(M)と
なり，他の組み合わせに比べて比較的強い相
互作用が観察された．k1, k-1の解析により，
AavLEA1 とリゾチームのペアは，他のペア
に比べ，１桁以上結合しやすく，1 桁弱離れ
難いことが判明した．この結果からは，水溶
液中で凝集体とまではいかないが，リゾチー
ム－AavLEA1 系では何分子かが会合したよ
うな状態になっている可能性はあるだろう．
HybD_AavLEA1 は解析不能であったことか
ら非常に弱い相互作用であることが判明し
た． 
以上の解離定数の測定結果は，前述した pI

の相対値から導かれた仮説と矛盾が無い．す
なわち，解離定数（会合定数の逆数）の大小
関係はほぼ静電的相互作用により支配され
ていると言える． 

LEA ペプチド－リゾチーム系の 100 ns 後



の MD シミュレーションの構造を調べたと
ころ， 48 個の構造から開始したシミュレー
ションのうち 45個の系においてLEAペプチ
ドとリゾチームの間に複合体が形成されて
いることが確認された．これら複合体の構造
をリゾチームの位置・配向を固定して重ね合
わせると，LEA ペプチドはほぼリゾチームの
表面全体を覆い，分子全体をシールディング
していることが分かった．  
また，残基－残基間のコンタクトを二次元

マップ化して解析したところ，リゾチーム表
面には LEA ペプチドが結合しやすい場所が
いくつか存在することが判明した．そこで，
結合が特に頻度高く起こった領域（残基番
号：36-48，90-105）を詳細に観察したとこ
ろ，リゾチームの Arg 残基と LEA ペプチド
の酸性残基（Asp，Glu）との相互作用が特
に多いことが判明した．リゾチームの Arg 残
基と G3LEA モデルの酸性残基間での水素結
合が特に多いことが判明した． 
これらの結果や複合体形成過程の動画像

の観察から，G3LEA モデルはリゾチームか
ら十分遠方に離れている段階ですでに，酸性
残基をリゾチームに向けて配向させ，その後
接近・結合してゆくことが分かった．したが
って，総電荷が正であるタンパク質に対して
は G3LEA モデルの酸性残基が複合体形成の
駆動力発生に大きく寄与していることが示
唆された． 
 LEA ペプチド－HybD 系についても，リゾ
チームと同様の MD シミュレーションの結
果， 47 個の系において複合体が形成された．
複合体の構造をよく見ると，LEA ペプチド分
子表面を大まかに覆っているものの，リゾチ
ームに比べ一部に集中して結合しているこ
とが分かった．リゾチーム同様，HybD につ
いても水素結合数の解析を行った．その結果
から HybD の酸性残基（Glu，Asp）と G3LEA
の塩基性残基（Lys）が多くの水素結合をす
ることが確認された．また，G3LEA モデル
はHybDから十分遠方に離れている段階です
でに，塩基性残基をHybDに向けて配向させ，
その後接近・結合してゆくことが分かった．
したがって，総電荷が負であるタンパク質に
対しては G3LEA モデルの塩基性残基が複合
体形成に大きく寄与していることが示唆さ
れた． 
本研究によって，G3LEA モデルはターゲ

ットタンパク質の総電荷の正負に関わらず，
静電的に相補的な残基の側鎖をパートナー
の方向に配向させることによって静電的引
力を得て，ターゲットに接近し最終的にその
表面に結合するということが明らかとなっ
た．  
 
2) 細胞膜の凝集・融合に対する抑制効果と分
子機構の解析 
 SUV 水溶液に LEA ペプチドを添加した系
では，無添加の場合に比べ，乾燥→再水和後
の濁度上昇が小さく，乾燥による POPC リポ

ソームの損傷が抑制されることが示唆され
た．この点をより定量的に調べるために，動
的光散乱測定により，粒径分布を調べた．そ
の結果，LEA ペプチド無添加の系では再水和
後の粒径分布は大きい側に顕著にシフトす
るが，LEA ペプチドを添加すると濃度依存的
にそのような変化は抑制され，POPC 分子数
に対し 0.7 倍程度の LEA ペプチドを添加す
るとほぼ乾燥前の粒径分布が維持された．さ
らに，この濃度でカルセインの漏出実験を行
うと約 60％の保持率があることが判明した．
以上を総合すると，LEA ペプチド添加により
膜融合が抑制され，膜は乾燥ストレスから保
護されたということができる． 
 乾燥したリポソームとペプチドの相互作
用について洞察を得るため，ゲル-液晶転移を
FTIR 測定から調べた．具体的には，炭化水
素鎖の CH2 対称伸縮振動[CH2]の温度シフ
トを測定した．その結果，LEA ペプチド混合
乾燥試料では，モル比依存的に大きく低温側
へシフトした．これらゲル-液晶転移の低温シ
フトは，ペプチドを加えて乾燥したリポソー
ムのリン脂質分子どうしのパッキングが無
添加乾燥リポソームに比べて緩やかになっ
ていることを意味する．これは，リポソーム
表面近傍の POPC 極性ヘッドグループにペ
プチドが結合したためと思われる．そこで，
1280～1210cm-1のリン酸基原子団のP=Oの
振動吸収に由来するピークの波数[P=O]を
測定したところ，無添加乾燥リポソーム
1261cm-1 に対し，LEA ペプチド混合乾燥試
料では，モル比率依存的に 15～20 cm-1程度
低波数シフトした．無添加の場合と比べたこ
のピークの低波数シフトは，混合したペプチ
ドが POPC 極性ヘッドグループに結合した
ことを示す．この結果は，[CH2]の低温側シ
フトと矛盾しない． 
 GV の乾燥前の系に対する粒径分布測定で
は，粒径 4.5 μm 付近にピークをもつ分布が
観測された．保護剤無添加で乾燥→再水和を
行うとピークが完全に消失し，残存粒子はほ
とんど確認できなかった．これは，GV が乾
燥→再水和の過程で崩壊，凝集してしまった
ためと考えられた．しかし，LEA ペプチドや
トレハロースを加えた系の粒径分布のピー
クは，乾燥前と同じ位置に存在していた．こ
れらの系については，粒子数も無添加の系に
比べて明らかに多いことも確認できた．この
ことより，LEA ペプチドには GV の崩壊，凝
集を抑制し，保護する効果があることが検証
できた．また，LEA ペプチド 5 mM の系と
トレハロース 20 mM の系では，ほぼ同じ粒
径分布を示した．今回の粒径分布測定実験に
用いたサンプルの質量は，LEA ペプチド 5 
mM で 1.4 mg，トレハロース 20 mM で 1.3 
mg である．つまり，LEA ペプチドとトレハ
ロースの GV 保護効果は，質量ベースでほぼ
同等であることも判明した． 
 MD シミュレーションの 100 ns 時のスナ
ップショットの観察から，LEA ペプチドはリ



ン脂質二重膜に約 5 ns の時点で結合し，シミ
ュレーション実行中リン脂質二重膜と離れ
ることはなかった． 

LEA ペプチドを追加し，計 5 つの LEA ペ
プチドを含む系でのスナップショットを観
察すると，各 LEA ペプチドの構造はそれぞ
れ異なっていることが確認できたが，共通点
としては結合前に比べてリン脂質二重膜と
の接触面積が大きくなるように結合してい
た． 
 LEA ペプチドとリン脂質二重膜の結合様
式は，Lys 残基の側鎖が膜側へ配向したタイ
プのものであった．Lys 側鎖の周囲を拡大し
てみると，正電荷を持つ Lys 側鎖のアミノ基
が負電荷をもつリン脂質のリン酸部やエス
テルの酸素に接近しており（平均距離約 2.8 
Å），これらの分子間での静電相互作用や水
素結合が寄与していることが示唆された． 
LEA ペプチドのリン脂質二重膜への結合は，
表面で生じているが，側鎖に注目すると Lys
残基の側鎖が膜へ浸潤してリン酸部と相互
作用することが見られた．つまり，LEA ペプ
チドのリン脂質二重膜への結合は，Lys をア
ンカーのように用いて相互作用することが
判明した． 
 
3) 結論 
 以上より，LEA ペプチドがタンパク質やリ
ポソームの乾燥誘導凝集を抑制する能力が
あることが実証できた．本研究の結果より
LEA ペプチドの保護効果は下図に示すよう
に考えられる．これはターゲットが細胞膜の
場合であるが，タンパク質の場合も同様に考
えられる．図の上の段は，LEA ペプチドの存
在しない場合を示しており，乾燥ストレスに
より凝集や融合が起きる．一方，LEA ペプチ
ドが水中に存在すると（下段），これが細胞
膜表面に結合することで乾燥時に細胞膜間
が直接接触することを防ぐ．その結果，融合
や凝集を抑制し再水和後も細胞膜の構造を
保持することができると考えられる．これを
まとめて”分子シールディング”機構という
ことができる． 
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