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研究成果の概要（和文）：天然変性蛋白質が示す新規な特異的相互作用と会合形成能に着目

し、その機構を種々の物性・構造解析に加え、熱力学的解析および速度論的解析に基づい

て記述した。具体的には、２つの天然変性蛋白質をモデルに、構造解析に加え、熱力学的

および速度論的解析、変異導入解析により、標的分子・リガンドとの相互作用の相互作用

機構、触媒機構を明らかにした。新規な添加剤系による蛋白質ハンドリング系を構築した。

また、機能未知であった分子種については、in vivo 解析からその機能を明らかにした。さ

らに、新規標的分子を用いた物質集積の制御、材料設計などボトムアッププロセスの工学

的応用への展開の可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Functional and physicochemical properties of intrinsically unfolded proteins 

have been focused. The novel interaction and self-assembly mechanisms have successfully described, 

based on several physicochemical, structural, and functional analyses. A novel system for handling 

proteins has been constructed, based on the chemical chaperone-like mechanism of an amino acid and 

derivatives. For a functionally unknown protein, we elucidated the function from cell-based analyses. A 

novel target has been used for construction of artificial regulation system of self-assembly process in 

vitro, showing the potential of proteins used as a tool of a bottom-up process in nano-biotechnology.  
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1. 研究開始当初の背景 

 生物は、構造蛋白質や酵素などその三次元
構造が球状や棒状に近似できる tight にフォ
ールドした蛋白質だけでなく、複数のドメイ
ンが特定の構造をとらないリンカーにより

連結したマルチドメイン構造やリガンドが
結合して初めて構造を形成する領域を有す
る天然変性蛋白質を持つものが多い。特に、
近年のゲノム解析結果と高次構造予測から、
全読み枠蛋白質のおよそ 25％が一定の構造
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をとらない天然変性蛋白質であることが指
摘されており、生物種が天然変性蛋白質をあ
えて積極的に利用している可能性が考えら
れる。以上は、蛋白質の構造・機能の本質的
理解において、ドメイン間リンカーや構造を
取らないループ領域の果たす役割を記述す
ることの重要性を示している。しかしながら、
天然変性蛋白質そのものの構造情報につい
ての理解にはいまだ乏しいことに加え、転写
因子や受容体など部分変性蛋白質とリガン
ドの複合体の結晶構造は報告されているも
のの、複合体形成に至るプロセスは明らかに
なっていないものも多い。天然変性蛋白質が
示す相互作用の機構を多角的解析から記述
することは、蛋白質の本質的理解に意義深い
知見を得ることにつながる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、①天然変性蛋白質が示す新規
な特異的相互作用と会合形成能に着目し、そ
の機構を種々の物性・構造解析に加え、熱力
学的解析および速度論的解析に基づいて記
述する。具体的には、Tob1 および EbpS の二
つを天然変性蛋白質のモデルに、構造解析に
加え、熱力学的および速度論的解析を基に変
異導入解析も駆使することで、標的分子・リ
ガンドとの相互作用の相互作用機構を明ら
かにする。②研究代表者らがこれまで行って
きた蛋白質の溶媒環境制御の知見を積極的
に取り入れ、アミノ酸とその誘導体を用いた
新しい蛋白質ハンドリング系を構築、天然変
性蛋白質ハンドリング系への展開を図る。③
新規な相互作用機構に基づき形成される超
分子構造とその形成機構の解明を目指す。さ
らに、明らかになった新規な機構に基づいて、
物質集積の制御、材料設計などボトムアップ
プロセスのツールとしての工学的応用への
展開を目指す。 

 

３．研究の方法 

 本課題では以下の３つの観点から研究を
進めた。①TOB1および EbpSの二つを天然変
性蛋白質のモデルに、構造解析に加え、熱力
学的および速度論的解析を基に変異導入解
析も駆使することで、天然変性蛋白質の標的
分子・リガンドとの特異的相互作用に関する
データを広く蓄積し、その相互作用機構を明
らかにする。②研究代表者がこれまで行って
きた蛋白質の溶媒環境制御の知見も積極的
に取り入れ、天然変性蛋白質における相互作
用機構を蛋白質の水和状態からも精査し、相
互作用における構造変化および中間状態に
おける水和のダイナミクスに関して考察を
深め、天然変性蛋白質における相互作用の一
般則まで拡張することを目指す。アミノ酸と
その誘導体③新規な分子認識能に基づき形
成される自己集積構造とその形成機構の解

明を目指す。 
 以上の解析から明らかになった新規な認
識機構に基づいて、物質集積の制御、材料設
計などボトムアッププロセスのツールとし
ての工学的応用へ展開できる可能性を探る。 
 
４．研究成果 
（１）変異体・欠損体の構築と物性解析： 
 Tob1、EbpS双方について、全長蛋白質なら
びに欠損体、部位特異的変異体の発現系を構
築、その溶液構造を円二色性や蛍光スペクト
ルを用いて評価した。Tob1については、天然
変性領域がコア構造に及ぼす影響は観察さ
れなかった。EbpSは特定の領域に重金属結合
能があり、その結合によりらせん構造が誘起
されることが明らかとなった。また、Tob1に
ついては N末端ドメインを有する分子種を中
心に、熱安定性や化学安定性を、示差走査型
熱量測定(DSC)ならびに変性剤滴定による構
造変化から熱力学的に評価したところ、天然
変性領域が及ぼす影響は限定的であること
が分かった。次に、Tob1と種々の標的蛋白質
との複合体形成における結合速度と解離速
度について、表面プラズモン共鳴法により解
析したところ、天然変性領域に存在する
Poly-PQ 配列が相互作用における熱力学的特
性を変化させる可能性が強く示唆された。 
 
（２）環境制御に基づいた天然変性蛋白質の
自己集積構造と in vivoの機能：EbpS 
 （１）で述べた EbpS の全長、及び欠損体
を用いた解析から、重金属結合能が明らかと
なり、特に、Znに関しては、発熱を伴う特異
的な相互作用を示すことが示された。そこで、
in vivoでの機能と Zn結合による自己集積構
造との関連について,さらに解析を進めるべ
く、EbpSの欠損株、ならびに発現誘導株を樹
立し、その宿主細胞感染能と金属イオン添加
との関連を考察した。EbpS が増殖能、Zn 結
合、及び莢膜合成に強く関与していることが
明らかとなった。 
 
（３）表面プラズモン測定(SPR) ならびに滴
定型熱量計(ITC)を用いた低分子化合物の探
索：Tob1 
 Tob1 の天然変性領域が機能に及ぼす影響
に関して考察を深めるため、結合蛋白質
CNOT7 に特異的に結合する低分子化合物を探
索し、Tob1との相互作用の阻害に関して考察
した。まず、東京大学創薬オープンイノベー
ションセンターで準備されたフラグメント
ライブラリー（2000化合物）から、SPRを用
いて結合能の有無に関するスクリーニング
を試みたところ、複数種の化合物が候補にな
りうることが分かった。これらについて、探
索した CNOT7に特異的相互作用する低分子化
合物を用いた相互作用を精密に解析したと



 

 

ころ、その相互作用を顕著に阻害できる分子
種が３種存在していたことが明らかとなっ
た。この相互作用阻害に、天然変性領域の有
無が大きく関連する可能性が考えられ、相互
作用解析における溶媒制御の重要性が強く
示唆された。以上の結果に基づき、蛋白質間
相互作用阻害剤開発の礎を築いた。 
 
（４）新規な蛋白質ハンドリング技術の開
発：グルタミン酸誘導体とアルギニン 
 グルタミン酸誘導体の一つである、
C12-Glu がアルギニンとの共奏的作用により、
特定の膜蛋白質の抽出ならびに封入体とし
て発現抽出された蛋白質のリフォールディ
ングに有効に働くことを示した。これらは、
天然変性蛋白質のハンドリングに効果的に
作用することを世界にさきがけて明らかに
した。 
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