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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに、ペプチドホルモン前駆体のＸ線結晶構造解析および部位特異的
変異体の立体構造形成反応の詳細な分析から、ペプチドホルモン前駆体蛋白質の立体構造形成が、成熟体である
ペプチドホルモンの局部的な生理活性部位の立体構造の安定化と直接関係することを明らかにした。そこで、そ
の立体構造形成を最終的に制御する部位について焦点を当て、その2次構造変化を利用した立体構造制御機構に
ついて、分子進化の概念に基づき検討を行った。NMRおよびX線結晶構造解析によって得られた最終物とフォール
ディング反応中間体の立体構造を比較することに成功し、新たな生理活性分子の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：To investigate how peptide hormones develop their biological activity on 
molecular evolution, the folding mechanism of the precursor proteins, such as prouroguanylin and 
pro-ANP were investigated.
 Structural analyses of the proteins by means of NMR and X-ray crystallography including their 
folding intermediates suggested that the secondary structural shift at the hinge region of the 
processing sites maintains the correct conformation of the final folding products during the 
molecular evolution. In addition,the propeptide region was fused to de novo designed peptides to 
regulate the bioactive conformation, resulting in the stabilization of the correct conformation of 
the de novo peptide. Thus, we successfully obtained the bioactive de novo peptides.  

研究分野： タンパク質・ペプチド科学

キーワード： 前駆体　フォールディング　ペプチドホルモン　ジスルフィド　分子進化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果は、分子進化において、これまで殆ど情報が得られていない蛋白質の立体構造形成レベルでの情報
を与えるものである。また、本研究の独創性として、その分子進化のターゲットをペプチドホルモンの前駆体と
したことから、そのプロセッシング機構を伴う、真の意味での分子進化を解明することができた。本観点から、
様々なペプチドホルモンについて検討を行った結果、それら分子進化と生理活性構造の品質管理機構が、プロセ
ッシング部位そのものにあることを確定し、今後の分子モデリングにおける分子内シャペロンの重要性を提示す
るに至った。
　本概念に基づき、新たな人工設計生理活性ペプチドを獲得し、今後の医薬の開発に貢献できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々は、本研究に先立ち、プロ領域の分子内シャペロン機能を利用した新規生理活性ペプチド

の創作および分子内シャペロン機能の役割について、結晶構造解析レベルで明らかにしてきた。
また、プロウログアニリンのプロ領域のみならず成熟体の全ての領域について部位特異的変異
体を作成し、それら変異前駆体蛋白質の立体構造形成反応を詳細に調査した。その結果、重要事
項 i)前駆体蛋白質の全分子の立体構造の安定化と成熟体の生理活性部位の局部的な安定化に密
接な関係があること（進化促進因子）、重要事項 ii)分子進化の抑制部位が存在すること（進化抑
制因子）、重要事項 iii)プロ領域と成熟体領域の接合部位（プロセッシング部位）の立体構造形成
時の 2 次構造変化が生理活性構造の形成を制御している（品質管理因子）を見出した。 
これらは、ペプチドホルモンが、分子進化において、高い生理活性・機能を有する・保持する

にいたった経路を研究する上で、貴重な情報である。特に、前駆体の立体構造形成反応の中間体
による生理活性構造の形成制御が分子進化にどのように関連したのかについては、これまで世
界で例がなく、この生理活性発現構造制御が分子進化上、どのような意味を持つのかを明らかに
する必要があった。 
 
２．研究の目的 
本申請課題での研究目的は、前述の重要事項 i,ii,iii、特に事項 iii について詳細に調べ、その機

構および分子進化における意義を明らかにすることである。また、それに基づき分子進化を更に
発展させた生理活性ペプチドのドラッグデザイン・立体構造制御を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究は、分子進化の過程における、ペプチドホルモンの生理活性構造の成熟化機構・品質管

理機構を立体構造形成レベルで明らかにするため、様々な化学合成ペプチドや前駆体蛋白質を
調製し、それらの立体構造形成および核磁気共鳴法(NMR)、X 線回折法により解析を行う。その
ため、学内外の研究者、即ち、NMR による構造解析には島本 茂（近畿大学理工学部）、X 線結
晶構造解析には山口 宏（関西学院大学理工学部）を連携研究者として、本研究を行った。 
(1)分子進化における分子内シャペロン機能の役割を調べるため、化学合成ペプチドを用い、そ
れらのフォールディング反応の追跡および構造解析による立体構造（形成）に基づいた、成熟体
とプロ領域との接合部位（プロセッシング部位）における立体構造スイッチング機構（品質管理
機構）の解明をおこなった。 
(2)分子内シャペロン機能を利用した人工設計蛋白質の設計のため、de novo デザインした人工
ペプチド・蛋白質を化学合成あるいは遺伝子組換え体として調製し、それらの立体構造形成にお
ける、上記の品質管理機構の適応と立体構造形成機構の解明を行った。 
(3) その他のペプチドホルモン前駆体蛋白質の生理活性構造の構築と分子進化については、遺
伝子組換え法により、様々な変異体を作成し、各種有機溶媒存在下での立体構造形成あるいはそ
の制御のための反応系の設定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）-スイッチによる立体構造形成機構の解明：日髙、島本 

X 線結晶構造解析の結果、成熟ホルモンの生理活性部位（NVA:進化促進因子）が天然型 SS 結
合によって形成制御・安定化されることを示し、その立体構造形成が 2型 SS結合を経由する必
要があることを示した。そこで、上図のように、i)立体構造形成反応の初期段階(step1)ではプ
ロ領域の分子内シャペロン機能が働かず、比較的長い helix が接合部位に形成された結果、選択
的に 2 型 SS 結合が形成され（ -スイッチ off）、ii)その後、プロ領域と成熟体領域との-
sheet 形成（分子内シャペロン機能の発現：-スイッチ on）により helix が部分的に壊されて
正しい天然型 SS結合が形成され(Step2)、生理活性構造になることが分かってきた。そこで、分
子 進 化 に お け る こ の ス イ ッ チ の 存 在 ・ 重 要 性 を 示 す た め に 、 図 に 示 し た
IFKTLRTIANDDCELCVNVACTGCL の配列を有する化学合成ペプチドおよび前駆体の立体構造形成反
応（グルタチオンにより選択的に SS 結合体の形成制御が可能）を詳細に調べたところ、ペプチ
ドの 2 型および天然型 SS 結合体の NMR 構造解析から、スイッチの off と on 状態の接合部位の
詳細な立体構造変化を明らかにすることができた。 

 



 
（２） -スイッチによる分子進化上の品質管理機構の解明：日髙、島本、山口 
祖先分子であるウナギ由来プロウログアニリンではスイッチを形成する部位が 2 残基長く、

-helix を形成できない Pro 残基が複数存在しているため、品質管理機構が不十分であると推測
された。そこで、分子進化における品質管理機構の役割を調べるため、ウナギ由来配列
(LFNRLVDIITPPDPCEICANAACTGCL)を有する種々のペプチドを化学合成し、また、ウナギプロウロ
グアニリンを遺伝子組換えにより調製し、それらの立体構造形成反応を詳細に調べた。 
その結果、ウナギプロウログアニリンはヒト由来プロウログアニリンと同様に、正しい天然型

の立体構造のみを形成できることが分かった。更に、その立体構造解析を行った結果、ウナギは
ヒンジ領域において 310-helix を形成することでヒトの場合の-helix を代用していることが分
かり、ヒンジ領域における 2 残基の挿入も説明することができた。しかし、その立体構造形成反
応における反応中間体は、ヒトとは少し異なる結果が得られ、さらなる検討が必要となった。そ
こで、ヒト型のヒンジ領域をウナギ型に変換したカセット変異体を作成し、その立体構造形成を
調べたところ、驚くべきことに、正しい立体構造形成を促進した。現在、この反応機構の詳細に
ついて調査中である。 
 

（３）人工ペプチド設計に対する品質管理機構（-スイッチの適応）：日髙、島本 
既に、我々は先の科学研究費の援助を受け、研究開始当初、既に、数種の人工設計された生理

活性ペプチドを得ていた。そこで、それらの立体構造形成に、前述の品質管理機構（-スイッ
チ）がどのように機能しているのかを、化学合成ペプチドを用い、（1)と同様に立体構造形成を
詳細に調べた（日高）。なお、NMR については近畿大学所有の 800MHz 装置を利用した（島本）。
また、ウログアニリンの前駆のプロ領域を利用し、ヒンジ領域における非特異的変異を利用して、
さらなる人工ペプチドのデザインを行った。その結果、新たに混成蛋白質 2を得ることができた
ため、その立体構造形成反応についても検討を行った。 
 

(４）その他のペプチドホルモン前駆体蛋白質の生理活性構造の構築と分子進化（日高） 
我々は、数年来、ナトリウム利尿ペプチド(ANP)、アルツハイマー病関連の-アミロイド前駆

体(APP)など、様々なペプチドホルモン前駆体について、立体構造形成に基づいた機能解析を行
ってきた。その結果、本研究で得られる概念を発展させ、様々なペプチドホルモンの分子進化を
加速した人工ペプチドをデザインするためには、これら前駆体に対するプロセッシング(接合)
部位に着目し、他種との相同性を基に、分子進化におけるそれらの構造を定義する品質管理部位
の検索を行った。 
その結果、pro-ANP が天然変性タンパク質であることを見出し、さらに、その立体構造を安定

化し、制御することに成功した。本研究成果は米国生物物理学会で若手賞を受けるに至った。さ
らに、生体内における pro-ANP の天然変性状態を安定化する因子を探索し、2種類の候補蛋白質
を見出すに至った。現在、その候補蛋白質を確定するための最終段階である。 
また、APP について、プロセッシングのヒンジ領域における家族性疾患として知られる swedish

形を遺伝子組換えにより調製し、X線小角散乱法による野生型との立体構造比較を行った。その
結果、わずか 2アミノ酸残基の変異が全体の立体構造に大きく影響しており、分子構造そのもの
が変化することがわかってきた。現在、我々は、既に、それらの立体構造を制御することに成功
しており、最終的な立体構造を確定しつつある。 
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