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研究成果の概要（和文）：　我々は、分子進化において、ペプチドホルモンの生理活性構造が如何に保たれ、高い生理
活性を獲得したのかを前駆体の立体構造形成との関連から開明することを目的とし、プロウログアニリンあるいはその
他の種々の前駆体について、立体構造形成反応を調査した。その結果、i)成熟ペプチドホルモンの生理活性は前駆体の
立体構造形成反応レベルで品質管理が行われていること、ii)分子進化を促進する立体構造部位が存在すること、iii)
分子進化を抑制する立体構造部位が存在すること、iv)天然型の立体構造と異なる反応中間体を経由することにより、
より高度な品質管理機構を発展させたことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To investigate how peptide hormones maintain/develop their biologically active 
conformation during molecular evolution, the folding of precursor proteins including prouroguanylin were 
estimated in vitro. Our results indicated that i)the stability of the biologically active conformation of 
the mature region is strongly related to the correct folding of their precursor proteins, ii)precursor 
protein possesses a region to accelerate molecular evolution, iii)precursor protein possesses a region to 
inhibit molecular evolution, iv)correct folding of prevursor protein requires mis-folded molecular 
species to establish the correct conformation of prouroguanylin

研究分野：蛋白質・ペプチド科学
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１．研究開始当初の背景 
一般に、天然に存在する生理活性ペプチド
は、その立体構造と活性の相関において最も
強い活性を示すアミノ酸配列を有している。
これは、進化の過程において、生体の様々な
思考錯誤の結果得られたものと考えられる。
しかしながら、実際に、どのようにしてその
アミノ酸配列の取捨選択が行われ、活性発現
に必須な立体構造が形成されたのかについ
ては殆ど分かっていない。 
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、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）、ii)分子進化の抑制部位が
存在すること（進化抑制因子）を見出した。
そこで、これらの事象について、更に詳細に
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にした。 

 
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、その機構に基づき、進化抑制
因子の除去および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を
目指す。 
多くのペプチドホルモンはプレプロホルモ
ンとして発現し、プロセッシングにより生理
活性ペプチドになる。一般に、ペプチドホル
モンは、水溶液中では様々な立体構造をとり、
受容体との相互作用の場において、決まった
生理活性構造を取ると考えられている。しか
し、実際には、生理活性ペプチドの立体構造
は前駆体蛋白質の段階で形成される必要が
あり、少なくとも、それを含む前駆体蛋白質
は‘水に溶ける’必要がある。従って、その
溶解性に影響し、分子を不安定化、即ち、不
溶化させるような遺伝子変異は進化の過程
で除外されたと推測できる。このことから、
我々は、前駆体蛋白質の立体構造形成あるい
は全分子構造の安定性・水溶性は、進化の過
程における成熟ペプチドの生理活性成熟化
と何らかの相関を有すると考えている。そこ
で、実際に、前駆体であるプロウログアニリ
ンの全領域における変異体の立体構造形成
を検討した結果、生理活性部位（機能部位）
である-Asn-Val-Ala-の Asn 残基に Gly 置換
を施したときのみに、正しい立体構造が形成
されないことを明らかにした。結晶構造解析
の結果、また、この Asn残基は生理活性構造
の形成・保持に重要なアミノ酸残基であるこ

とが明らかになった。このことから、生体は、
生理活性構造を壊すような変異は、前駆体蛋
白質の立体構造（形成）を不安定化すること
で、分子進化を制御したと推測している。そ
こで、我々は、この生理活性構造を形成する
-Asn-Val-Ala-配列に着目し、その部位に様々
な変異を導入した前駆体蛋白質の立体構造
形成を評価し、同時に、それら変異体の結晶
構造解析を行い、進化の過程において、分子
の高機能化を促進した機構について明らか
にする。 
また、その成熟ペプチドの生理活性構造に
引き続く-Thr-Gly-配列は分子内シャペロン
として機能するプロ領域と直接相互作用す
る部位である。この部位は、前駆体中では-
シート構造を形成しているが、成熟ペプチド
では II型の-ターンを形成している。この立
体構造変化は、分子構造として劇的な変化で
ある。特に、II型の-ターンは、Gly残基だ
けが許される立体構造であることから、我々
は、この Gly残基による II型の-ターン構造
の保持が、ウログアニリンの分子進化を逆に
抑制したものと推測している。即ち、ウログ
アニリンが、他のペプチドホルモンのように、
独自で立体構造を形成できず、プロ領域の分
子内シャペロン機能を必要としたのは、Gly
残基によって進化が抑制されたためと考え
る。そこで、本申請課題によって、この Gly
残基を II型の-ターン構造を安定化できる非
天然型のアミノ酸残基に変異させ、進化の抑
制因子を除去した場合について検討する。そ
れにより、分子進化の抑制因子の存在意義を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）進化促進部位の機能評価 
X 線結晶構造解析の結果、成熟ホルモンの生
理活性部位（-Asn-Val-Ala-）は-ターン構
造を形成しており、Asn 残基の主鎖および側
鎖カルボニル基により安定化されている。ま
た、その部位の Gly 残基の変異は前駆体の立
体構造形成を著しく阻害する。即ち、分子進
化において、Asn 残基が生理活性構造の保持
に必須であることを意味している。そこで、
分子進化の生理活性部位の活性促進効果を
評価するため、Asn 残基を様々なアミノ酸残
基に変異した前駆体蛋白質を大腸菌遺伝子
組換え法により調製し、その立体構造形成反
応を調べた。 
２）分子進化抑制因子の機能評価 
X 線結晶構造解析の結果、成熟ホルモンの C
末端領域の-Thr-Glyはプロ領域のN末端領域
と相互作用し、 -シート構造を形成してい
ることが分かっている。その部位は、生理活
性ペプチドであるウログアニリンでは II 型
の-ターン構造であり、それが生理活性構造
に必要である。しかし、通常のアミノ酸残基
では II 型の-ターン構造をとることができ
ないために Gly が保存され、結果として分子
進化が抑制されている。そこで、その部位に、



II 型の-ターン構造を形成できる種々の D-
アミノ酸を導入した成熟ホルモンあるいは
前駆体蛋白質を調製し、それらの立体構造形
成及び構造安定性を評価した。非天然型ペプ
チドについては、化学合成により調製し、前
駆体蛋白質については native chemical 
ligation 法により調製した。 
３）前駆体蛋白質の立体構造解析 
本研究は、立体構造に基づく生理活性構造の
分子進化を評価するものである。そこで、進
化促進・制御部位である Asn 残基を側鎖官能
基を持たないAla残基に変異した前駆体蛋白
質の構造解析を行い、前駆体の立体構造レベ
ルでAsn残基の役割を明らかにすることにし
た。得られた種種の変異体について、NMR 法
による立体構造解析を行った。 
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 
本研究で得られる概念を更に発展させ、
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、
様々なペプチドホルモン前駆体に対する研
究が必須である。我々は、数年来、様々なペ
プチドホルモン前駆体について、その発現系
および立体構造解析を行ってきた。既に、ナ
トリウム利尿ペプチドを代表として、アルツ
ハイマー病関連の-アミロイド前駆体など、
数種類の前駆体蛋白質の発現系および大量
精製系の構築に成功していた。そこで、プロ
ウログアニリン以外のペプチドホルモン前
駆体蛋白質についても、これまでの情報を考
慮し、様々な変異体を作成して、Ｘ線小角散
乱法による解析あるいは NMR 解析を行った。 
 
４．研究成果 
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。これは、
分子進化にとって重要な意味を持つ。そこで、
本研究は、分子進化において、ペプチドホル
モンの生理活性構造が如何に保たれ、高い生
理活性を獲得したのかを明らかにすること
を目的として行った。 
１）進化促進部位の機能評価 
ウログアニリンの生理活性部位の熱力学的
安定性と前駆体タンパク質の立体構造形成
との相関を調べるため、生理活性に直ｓてう
関与しない部位への変異を施した様々な前
駆体を調製し、そららの in vitro での立体
構造及び構造形成反応を調査した。その結果、
生理活性に直接影響しない部位への変異は
前駆体の立体構造形成にほとんど影響しな
いことが分かった。また、これら変異体をヒ
ト細胞を用いて細胞内立体構造形成を調べ
た場合も同様な結果となり、我々の提唱する
仮説を支持するものであった。 

即ち、分子進化に於いて、生理活性に直接影
響しない部位への変異は立体構造形成に対
して活性部位におけるそれよりも許容され
ることが分かった。しかし、生理活性（部位）
に直接影響する変異は、前駆体の立体構造形
成に顕著に影響することが分かった。このこ
とは、最終的な生理活性構造を有する 3次構
造そのものだけでなく、その立体構造形成そ
のもにおいて、分子進化上、品質管理機構が
働いていること示すものと考えられる。 
２）分子進化抑制因子の機能評価 
化学ライゲーション法をにより遺伝子組換
体と化学合成ペプチドを融合することによ
り、前駆体中に D-アミノ酸を組み込んだタン
パク質を得ることに成功した。そこで、様々
な D-アミノ酸を分子内に導入して、それらの
立体構造形成および遊離する成熟体の立体
構造を評価した結果、それらは正しい立体構
造形成を促進すること、即ち、D-アミノ酸置
換により生理活性構造をよりrigidなものに
することに成功した。これは、前駆体に含ま
れた進化抑制因子の存在を証明するもので
あり、今後、なぜそのような気候が存在する
のかを明らかにする必要がある。 
３）前駆体蛋白質の立体構造解析 
進化促進・制御部位である Asn 残基を側鎖官
能基を持たないAla残基に変異した前駆体蛋
白質のNMR法による立体構造解析および動力
学による構造計算を行った。その結果、前駆
体蛋白質中で、成熟体領域の立体構造はプロ
セッシング後よりも更に生理活性が強い立
体構造を形成していることが分かった。これ
は、局部構造の部分的な熱力学的安定化と全
構造の熱力学安定化との相関によって引き
起こされるものであり、我々の提唱した説を
支持する結果である。 
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 
様々なペプチドホルモンの前駆体を調製し、
それらの立体構造形成を評価した結果、特に、
ANP と POMC について興味深い知見が得られ
た。特に、POMC に関しては、これまで機能が
不明であったjoiningペプチドの生理活性を
初めて見出した。また、pro-ANP が天然編成
タンパク質として存在し、それ自身、他のタ
ンパク質等との相互作用により、まったく異
なる立体構造に安定化されることを見出し
た。これらの事項についても、更なる発展が
期待される結果となった。 
 以上のように、本研究課題における当初の
目的は、ほとんど達成することができた。さ
らに、本研究過程でえられた天然型とは異な
る立体構造を持つ中間体において、局部的な
2 次構造の安定化が起こること、それが次の
段階である、天然型への立体構造形成に必須
であり、引き続いて 2次構造変化を伴う天然
型への構造移動が起きることを見出した。即
ち、前駆体タンパク質は、その立体構造形成
過程において、わざと別の立体構造を形成し、
その後、2 次構造変化を伴って正しい立体構



造に移行している可能性を見出した。これは、
タンパク質・ペプチドの生理活性を保つ上で、
分子進化上、理にかなった高度な品質管理機
構の存在を示唆するものである。本発見に基
づき、現在、科学研究費の支援のもと、更な
る研究の発展を行っている。 
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