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研究成果の概要（和文）：NMR 緩和分散実験から、Sox2 は遊離状態において揺らいでおり、

DNA に結合する第１ヘリックス及びそれと接触する領域が約 2％瞬間的にほどけていること

が分かった。一方で DNA 結合型では緩和分散は観測されず、DNA 結合型はマイクロ秒からミ

リ秒のタイムスケールでは安定であることが分かった。これらの結果から、遊離状態で観測さ

れた揺らぎは DNA との非特異的な結合に関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：NMR relaxation dispersion studies revealed that Sox2 fluctuates when it is 
free in solution, in particular the N-terminal helix α1 and the regions contacting the helixα1 are unfolded 
with a population of 2%. In contrast, no relaxation dispersion was observed for Sox2 in the bound form, 
indicating that Sox is stable in the bound form on μs-ms timescales. Since the helix α1 binds directly to 
DNA, the fluctuation observed for the free form is supposed to be important for non-specific binding to 
DNA. 
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１．研究開始当初の背景 
従来の構造生物学の見地からすると、タンパ
ク質の立体構造と機能とには密接な相関が
あり、立体構造の決定が機能の解明につなが
ると考えられている。実際に、この考えに基
づいて多くの成果が報告されているが、近年、

この考えに収まりきらない天然変性タンパ
ク質と呼ばれる特異な存在が明らかにされ
始めた。天然変性タンパク質は、遊離状態に
おいて全体または長い領域で立体構造を持
たない変性状態にあり、その多くはタンパク
質や核酸と結合すると特定の立体構造に折
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畳まれる（共役した折畳みと結合）。網羅的
な配列解析からヒトのタンパク質の約３割
は、単体では天然変性状態にあることが示さ
れている。興味深いことに転写因子に限ると、
実に約７割が天然変性領域を含む。この数の
多さからも、生命現象を理解する上で天然変
性タンパク質の挙動の理解は避けて通れな
い重要な研究対象と言えよう。現実に欧米で
は天然変性タンパク質の研究が盛んに行わ
れ始め、激戦の兆候を見せ始めている。申請
者も、米国スクリプス研究所在籍時に、最新
の NMR 測定法である緩和分散法を駆使して、
天然変性タンパク質（転写因子 CREB の
pKID ドメイン）の共役した折畳みと結合の
メカニズムを世界で初めて解明した。 
 
２．研究の目的 
現在、国を挙げて研究が進められている iPS
細胞を作成するのに用いられる転写因子
（Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc）のいずれも長
い天然変性領域を有する。そして、それらが
柔軟に構造変化することによって多数の
DNA・RNA・タンパク質と結合することが
明らかになってきた。しかも、多様なターゲ
ット分子と結合するにもかかわらず、選択性
もあり何にでも結合するわけでない。さらに、
それぞれが他の因子と協働して遺伝子発現
を巧みに調整する。例えば、Sox2 は DNA
上で３本のαヘリックスを形成するが、それ
に続く塩基性の長いループ領域が、Oct3/4 を
含む他の因子と相互作用する。このようなタ
ーゲット認識の多様性と選択性および協調
性は、まさに天然変性タンパク質ならではの
特徴である。しかしながら、iPS 細胞誘導因
子の機能研究を天然変性タンパク質という
観点から進めている例は他には見られない。
本研究では、iPS 細胞誘導因子の特異な機能
の鍵が天然変性タンパク質としての性質に
あるという考えに立脚し、NMR 緩和分散法
を用いて、特に Sox2 の DNA 認識機構を解
明し、iPS 細胞誘導のメカニズムに迫ると共
に広く天然変性タンパク質の機能解明の手
法を示すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
iPS 細胞誘導因子の特異な機能の鍵が天然変
性タンパク質としての性質にあるという考
えに立脚し、NMR 緩和分散法を用いて、特に
Sox2 の DNA 認識機構を解明し、iPS 細胞誘
導のメカニズムに迫る。なお緩和分散法の優
れた点は、相互作用や構造変化の速度を原子
レベルで求められるだけでなく、従来の手法
では観測できない低存在比状態の立体構造
情報まで得られる点である。天然変性タンパ
ク質の共役した折畳みと結合の過程には、低
存在比の中間状態を経た構造変化が予想さ
れるため緩和分散法が最適な手法と言える。 

 
４．研究成果 
(1)試料調製 
大腸菌発現系を用いて、NMR 用に安定同位
体標識した Sox2 の大量発現系の構築を行っ
た。まずは、フレキシブルな蛋白質の発現に
定評のある GB1（protein G の B1 ドメイン）
タグを用いて GB1 融合蛋白質として Sox2 の
大量発現を目指した。GB1 融合 Sox2 は充分
に発現したが、GB1 切断における副反応が多
く、あまり収率良く Sox2 を調整できなかっ
た。そこで次にタグなしで発現・精製の条件
検討を行った。タグなし Sox2 では大腸菌に
とって毒性があるため、生育が非常に遅かっ
たが IPTG による発現誘導後に 25℃で１晩培
養するのが最も高収量になることが分かっ
た。大腸菌を超音波破砕機にかけ、上清を陽
イオン交換カラム、ハイドロキシアパタイト
カラム等で精製することにより、収率よく
Sox2 を調製できた。 
次に二本鎖 DNA（utf-1）を調製した。当初は
DNA の NMR シグナルを確認しながら、一本
鎖DNA由来のNMRシグナルがなくなるよう
に調製したが、後に、HPLC で一本鎖と二本
鎖を分離するようにした。これにより格段に
早く二本鎖DNAを調製できるようになった。 
 
(2)NMR 解析 
[13C,15N]-Sox2 を大量に調製し、まずは各種３
次元 NMR 測定を行い、遊離状態及び DNA
結合状態におけるSox2のNMRシグナル帰属
を行った。得られた化学シフトの解析から、
二次構造解析を行ったところ、Sox2 は遊離状
態でも DNA 結合状態とほぼ同じ領域に３本
の αヘリックスがあることが分かった。次に、
遊離 Sox2 の揺らぎを解析するために、
[2H,15N]-Sox2 を調整し、600 MHz と 750 MHz
の NMR を用いて緩和分散実験を実施した。
得られた緩和分散曲線を解析した結果、第１
ヘリックス及びそれと接触している領域が
揺らいでおり、そこに２％程の極低存在比状
態が存在していることが分かった（図１）。
さらに緩和分散実験で得られた化学シフト
の解析から、その低存在比状態では、６割程
度ほどけていることが分かった。６割の残基
数がほどけているではなくて、構造的に解け
具合が６割り程度であることを意味する。さ
らに、水とアミドプロトンとの交換速度を決
定する CLEANEX-PM 実験から、多くの残基
で水とアミドプロトンとの交換が観測され
た。それらの残基では、水と接しやすい、す
なわち、構造が瞬間的にほどけていることが
分かった。この結果は緩和分散実験の結果と
矛盾しない。DNA 結合領域が揺らいでいるこ
とから、特に非特異的な DNA との結合に関
与していることが示唆される。 
続いて、DNA 結合状態の解析だが、DNA 結



 

 

合状態では、Sox2:DNA=1:1 の濃度比で緩和
分散実験を行ったが、遊離状態で見えた揺ら
ぎは結合状態では観測されなかった。すなわ
ち、Sox2 は DNA と結合することによって構
造が硬くなることが分かった。 

図１ 遊離Sox2の揺らぎ
(a) 緩和分散プロファイル。750 MHz（⾚）と600
MHz（⿊）で測定を⾏なった。(b)揺らいでいる残基を
DNA結合型構造上に⾚⾊で⽰す。

(a)

(b)

 
 

蛋白質と DNA の相互作用において、本研究
のように、蛋白質の揺らぎ、特にマイクロ秒
からミリ秒オーダーのもの、の変化を詳細に
解析した例は他にはない。今後は、[15N]-Sox2
に DNA を少量ずつ加えて濃度比を変化させ
ながら緩和分散などの NMR 実験を行うこと
によって、どのような中間状態を経て最終結
合状態に至るのかを解明する予定である。と
くに Sox2に対してDNAが少量しかない場合
は、最終結合サイトがほぼ埋まっていると考
えられるため、非特異的な結合が強調されて
見えてくると予想される。 
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