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研究成果の概要（和文）：PDIは、小胞体内で構造未成熟の様々なタンパク質に働きかけ、ジスルフィド結合の
導入および修復を行っている。これまでPDIがどのように基質の様々なフォールディング状態を認識しているか
不明であったが、高速AFMによる１分子観察により、BPTI、RNaseA等、形や大きさ、ジスルフィド結合の数が異
なる様々な基質の様々なフォールディング状態で検証した際、PDIは変性基質依存的に二量体へ会合し、その中
央に形成される空間を観察することに世界で初めて成功し、PDIの全く新しい触媒機構を提唱した(Okumura*&
Noi, et al., Nat Chem Biol 2019)。

研究成果の概要（英文）：We directly observed the action of protein disulfide isomerase (PDI), the 
most versatile disulfide-introducing enzyme in the endoplasmic reticulum, during the catalysis of 
oxidative protein folding. High-speed AFM revealed that oxidized PDI is in rapid equilibrium between
 open and closed conformations, whereas reduced PDI is maintained in the closed state. In the 
presence of unfolded substrates, oxidized PDI, but not reduced PDI, assembles to form a face-to-face
 dimer, creating a central hydrophobic cavity with multiple redox-active sites. Such PDI dimers are 
diverse in shape and have different lifetimes depending on
substrates. We thus revealed the molecular mechanism by which PDI guides oxidative protein folding 
of various substrates.

研究分野： 蛋白質科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病やアルツハイマー病など種々の神経変性疾患は体内で構造異常たんぱく質が過剰に蓄積すること
で引き起こされることが知られる。これまでにPDIの変異や機能欠損を引き起こす化学修飾が、さまざまな神経
変性疾患の患者から見つかっている。今回新たにPDIの動的性質や二量体形成が、サイズやジスルフィド結合の
数が異なるさまざまな基質のフォールディング状態を認識する上で、重要な役割を果たすことを明らかにした。
本基礎的知見の獲得は、生体内における高効率・高精度なフォールディング促進機構の新たな解明につながり、
神経変性疾患や２型糖尿病などのフォールディング病に関する有用な情報を提供するものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

真核細胞において小胞体は、新規に合成されたタンパク質にジスルフィド結合の形成を伴った
立体構造(以後、酸化的フォールディングという)を獲得する場である。ジスルフィド結合を有
するタンパク質には、生物学的、医学的にも重要な免疫グロブリンさらにはインスリンやウロ
グアニリンなどのホルモンが知られる。小胞体には 20 種類以上もの Protein Disulfide Isomerase 

(PDI)ファミリータンパク質が酸化的フォールディングを触媒する。特にその中でも PDI のみ
が最も優れたジスルフィドイソメラーゼであることがわかっているが、基質のフォールディン
グ中間体の認識における作用機序は明らかでない。そこで「プロウログアニリンや BPTI、イン
スリン等複数の基質フォールディング中間体構造を用い、構造や機能が異なる複数のターゲッ
ト分子(基質)のフォールディング中間体を認識する PDI の機能発現機構」に関する研究の展開
を目指した。 

 

２．研究の目的 

構造生物学、生化学、生物物理学的手法を駆使し、下記の 2 点の解明を目指した。 

①基質プロウログアニリン、BPTI およびインスリンの酸化的フォールディング経路の同定及び
過渡的に集積するフォールディング中間体構造決定 

②酵素 PDI による各種フォールディング中間状態の認識 

 

３．研究の方法 

①RP-HPLC 及び質量分析を用いた、基質プロウログアニリン、BPTI およびインスリンの酸化
的フォールディング経路の決定 

②プロウログアニリンの最終構造の結晶構造解析、および NMR によるプロウログアニリンの
フォールディング中間体構造決定 

③RP-HPLC 及び質量分析を用いた、PDI による基質プロウログアニリン、BPTI およびインス
リンの酸化的フォールディング触媒の解析 

④NMR の滴定解析による PDI による基質の各種フォールディング中間状態の認識解析 

⑤高速 AFM を用い、PDI による基質触媒の様子の観察 

 
４．研究成果 
高速 AFM により、PDI が酸化還元状態依存的に 4 つのドメインで構成される U 字構造の開閉
を制御し、この構造制御がさまざまな基質の効率的な酸化的フォールディングの触媒に重要な
役割をもつことを明らかにした。さらに、BPTI、RNaseA、 ラミニン、プラスミノーゲンとい
った形や大きさ、ジスルフィド結合の数が異なるさまざまな基質を還元変性させた状態で添加
すると、基質フォールディング初期において、酸化型の PDI のみが二量体化することを発見し
た。立体構造形成前の基質は PDI 二量体の中央に形成される空洞(キャビティ)に取り込まれ、
そこで迅速なジスルフィド結合の導入と構造形成を受けることを明らかにした。この現象は、
大きさやジスルフィド結合の数が異なる複数種類の基質に対しても同様に観察されることがわ
かった。また、変性状態にある基質依存的に形成された PDI 二量体は基質のフォールディング
状態やフォールディング速度に応じて寿命や形状を変えることを突き止めた。このように、二
量体を形成することで生じる中央の空洞中に変性基質を捕獲し、効率的な酸化的フォールディ
ングを促すという PDI の全く新しい触媒機構を提唱した (Okumura*&Noi, et al., Nature 

Chemical Biology 2019)。 

しかしながら、依然として構造や機能が異なる複数のターゲット分子(基質)のフォールディン
グ中間体を認識する PDI の機能発現機構は不明である。そこで酸化的フォールディングの基質
としてプロウログアニリン(Okumura*, et al., 原稿作成中)、インスリン(Arai&Okumura, et al., 

Angewandte Chemie 2018)を選定し、フォールディング経路の同定を行った。また、プロウログ
アニリンに関して、最終構造の決定に成功し、現在過渡的に集積されるフォールディング中間
体の構造決定を目指し、NMR によって各種スペクトルを収集中である。フォールディング中
間体の構造決定は難航しており、今後 MD などを利用した解析アプローチを取り入れる予定で
ある。また、過渡的に集積される幾つかの中間状態のうち、PDI によるジスルフィド結合の交
換反応性が高い種があることを見出したため、今後酸化的フォールディング触媒に重要な他の
PDI ファミリ－(Matsusaki, …..and Okumura* Biochim Biophys Acta-general subjects 2019)との相
互作用解析により、基質認識に関する普遍的原理を探求する必要がある。さらに、PDI 分子を
模倣した新規レドックス分子の創製にも着手しており、新規レドックス分子のデザイン法に重
要な指針を得ることが出来、今後の展開が期待できる(Okada,…Okumura*, and Muraoka* Chem. 

Commun. 2019: 特願 2018-109769 奥村 正樹、村岡 貴博、岡田 隼輔、稲葉 謙次、松﨑 元紀 
)。 
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