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研究成果の概要（和文）：創薬において蛋白質の安定化は重要である．蛋白質を安定化する化合物としてスルホベタイ
ン類がある．スルホベタインがタンパク質を安定化するメカニズムを解析するために，タンパク質のダイナミクスに及
ぼす効果を解析した．その結果，NDSB-195がユビキチンのβ4-α2 loopのダイナミクスを促進すること，NDSB-256がプ
ロリンのcis-trans異性化を促進する事を見いだした．

研究成果の概要（英文）：Stabilization of proteins (prevention of denaturation and aggregation) is 
important in drug development. Sulfobetaines are a class of protein stabilizer whose mechanisms remain 
elusive. To elucidate their stabilizing mechanisms, we analyzed their effects on protein dynamics. We 
found that NDSB-195 enhances the dynamics of β4-α2 loop of ubiquitin molecules and that NDSB-256 
enhances the cis-trans isomerization of an Ala-Pro peptide bond. These effects may contribute the 
stabilizing activities of sulfobetaines by helping the denatured protein molecules escape from kinetic 
traps. In addition, by expressing proteins and peptides as fusion proteins, we succeeded in obtaining 
soluble complex of Gαi1 and its activator peptide designed from the junction between the intracellular 
third loop and sixth transmembrane helix in the m4 muscarinic acetylcholine receptor. We also identified 
3 residues in the peptide that are critical for the binding with Gαi1.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 創薬において蛋白質の安定化は重要であ
る．まず，蛋白質製剤が承認されるためには
長期間の安定性が必要条件である．また，創
薬の最大のターゲットである膜蛋白質であ
るＧ蛋白質共役受容体（GPCR）の立体構造
を解析するためには，可溶化後の安定性が必
須である． 
 
(2) 蛋白質を安定化する化合物としてスルホ
ベタイン類（下図に主要な物の構造を示す）
があり，申請者らはスルホベタインが各種蛋
白質の変性や凝集を防止する事を見いだし
てきた．しかし，その安定化メカニズムは不
明であった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) GPCR の一種である m4 ムスカリン性ア
セチルコリン受容体の細胞内第３ループと
第６膜貫通ヘリックスの移行部に相当する
14残基のペプチド（m4I3C(14)，下図の紫色
部分）が Gαi1を特異的に活性化することを申
請者らは見いだしていた．そこで，m4I3C(14)
は受容体の良い低分子モデルとなり，GPCR
とＧ蛋白質との相互作用の解析に有用であ
ると期待されていた．しかし，複合体の調製
は，混合時の凝集により困難であった．また，
m4 ムスカリン性アセチルコリン受容体の細
胞内第３ループに含まれる VTIF (VTIL) モ
チーフが Gαi1 との相互作用に重要であると
予測されていた． 

 
２．研究の目的 
(1) スルホベタインが蛋白質を安定化するメ

カニズムを調べるために，スルホベタインが
蛋白質のダイナミクスに及ぼす効果を核磁
気共鳴で解析することを目的とした． 
① ユビキチンはダイナミクスが最も詳しく
解析されている蛋白質の１つであるので，ス
ルホベタインの１つである NDSB-195 がユ
ビキチンのマイクロ秒〜ミリ秒の範囲のダ
イナミクスに及ぼす効果を解析する事を目
的とした． 
 
② 蛋白質の最も遅いダイナミクスの１つは
プロリン残基のペプチド結合のシス・トラン
ス異性化（下図）である．この異性化速度に
及ぼす各種スルホベタインの効果解析する
事を目的とした． 
 
 
 
 
 
 
 
(2) m4I3C(14)と Gαi1との複合体を可溶性の
状態で調製すること，また Gαi1との結合に必
要な m4I3C(14)のアミノ酸残基を同定する
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)	スルホベタインが蛋白質のダイナミク
スに及ぼす効果の解析	
①	マイクロ秒〜ミリ秒の範囲のダイナミク
スはアミドシグナルの緩和に影響を及ぼす
ので，アミド 1H シグナルの線幅とアミド 15N
シグナルの横緩和速度（R2）に NDSB-195 が及
ぼす効果を解析した．	
	
②	ジペプチドであるグリシルプロリンのシ
ス・トランス異性化速度を，各種スルホベタ
イン存在下で，化学交換分光法（EXSY）で解
析した．	
	
(2)	m4I3C(14)と Gαi1との相互作用	
①	可溶性複合体の調製	
Gαi1の N 末端にグルタチオン-S-トランスフ
ェラーゼ（GST）またはマルトース結合タン
パク質（MBP）のタグをつけ，m4I3C(14)の N
末端側にヒスチジンタグ付きのユビキチン
を融合した．また，凝集防止剤であるまたコ
リン-O-サルフェート（COS）の添加効果も確
認した．	
	
②	Gαi1 との結合に必要な m4I3C(14)のアミ
ノ酸残基の同定	
MBPタグを付けたGαi1とユビキチンを融合し
た m4I3C(14)（およびその点変異体）の複合
体について，MBP 樹脂を用いたプルダウン・
アッセイを行った．点変異が複合体形成に及
ぼす効果を解析することによって，結合に必
要なアミノ酸残基を同定した．	
	



 

 

４．研究成果	
(1)	スルホベタインが蛋白質のダイナミク
スに及ぼす効果の解析	
①	ユビキチンの運動性に及ぼす効果	
ユビキチンの β4-α2ループはミリ秒のオーダ
ーでタイプ II	とタイプ I の２つのβターン
構造の間を行き来しており（下図），それが
Gly53 の 15N の R2を大きくしている．	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
NDSB-195 の添加によりその R2 が特異的に更
に大きくなることがわかった（下図）．また，
Gly53 の 1H のシグナルの線幅は NDSB-195 の
濃度依存的に小さくなった（シャープになっ
た）．この２つの観測から，NDSB-195 は β4-α2
ループのダイナミクスを高めていることが
分かった．なお，ダイナミクスを高める化合
物は一般的に蛋白質の安定性を低下させる
が，NDSB-195 はユビキチンについても安定性
を高めることが確認された．NDSB-195 は蛋白
質の安定性とダイナミクスの両方を高める
興味深い化合物であると考えられる．	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
②	プロリンのシス・トランス異性化速度	
蛋白質のリフォールディングを顕著に促進
する NDSB-256 は異性化反応を強く促進した
（下図）．一方，構造が似ている NDSB-195 と
COS は逆に抑制した．プロリンの異性化反応
は蛋白質のフォールディングの律速段階の

１つであるので，NDSB-256 の異性化促進効果
は，この化合物のリフォールディング促進活
性に寄与していると考えられる．	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(2)	m4I3C(14)と Gαi1との相互作用	
①	可溶性複合体の調製	
m4I3C(14)のペプチドと Gαi1とを結晶化に必
要な高濃度で混合すると凝集し，COS などの
凝集防止剤を添加しても凝集は防止できな
かった．しかし，m4I3C(14)をユビキチンと
の融合蛋白質とし，Gαi1に MBP や GST のタグ
を付加すると，明瞭な凝集体を形成する事な
く，複合体を形成した．その粒子サイズを動
的光散乱で分析したところ，MBP タグ付きの
方が小さかったので，構造解析に有用である
と期待され，現在結晶化を試みている．	

 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
②	Gαi1 との結合に必要な m4I3C(14)のアミ
ノ酸残基の同定	
当該受容体の細胞内第３ループと Gαi1 との
相互作用には，第３ループに含まれる VTIF
モチーフが重要であると予測されていた．実
際に，後半の Ile402 と Phe403 を他のアミノ
酸に置換すると結合能が予想通り失われた
（下図）．しかし，前半の V398 と Thr399 を
置換しても結合が弱まることはなく，結合が
強まる場合もあった．また，より前方の
Arg396 も結合に必須であることがわかった．
これらの情報はＧ蛋白質と GPCR との相互作
用について貴重な情報を提供する．	
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