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研究成果の概要（和文）：プロペプチド変異体CPY(カルボキシペプチダーゼY)を酵母分子ディス

プレイ法を用いて調製し、活性を測定したところ、成熟体のアミノ酸配列は同一であるが活性が

変化しているCPY成熟体が得られた。精製したこれらのCPYを速度論的解析により比較したところ、

触媒効率の上昇が認められた。活性化エネルギーにも変化が認められることから、プロペプチド

への変異導入が成熟酵素の機能や構造の改変を誘導した可能性が示唆された。これらの結果は、

「プロテインフォールディングメモリー」として、分子内シャペロンが関わるタンパク質構造形

成について新たな知見となった。 

研究成果の概要（英文）：CPYs (carboxypeptidase Y) with mutated propeptides were 

successfully displayed on yeast cell surface, and the mature enzymes were purified by 

the selective cleavage of mutated propeptides. Measurement of the activity and kinetics 

of the displayed CPYs indicated that the propeptide mutation altered the catalytic 

efficiency of mCPY. Although the mature region of the wild-type and mutant CPYs had 

identical amino acid sequences, the mCPYs from the mutant proCPYs had higher catalytic 

efficiency than the wild-type. These results indicate that proteins with identical amino 

acid sequence can fold into isomeric proteins with micro-conformational changes through 

mutated intramolecular chaperones. 
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１．研究開始当初の背景 

 
タンパク質の構造は、アンフィンセンに
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より、RNaseA を用いて、その一次構造により

一義的に決定され、エネルギーの最低安定状

態に収束定着するという「アンフィンセン理

論」が形成されている。この理論は、ノーベ

ル賞受賞でもわかるように、一つのタンパク

質の構造と機能を研究するのに、「足かせ」

のようになっている。この発見と提唱は、ま

だ、ゲノム解析の行われる前の、遺伝子組み

換えなどの自由でなかった時代のものであ

る。今回の挑戦的萌芽研究では、この理論に

挑戦できる新しい研究手法の適用とその展

開を試みる。 

 
２．研究の目的 

 

タンパク質の構造形成と機能創出への全

く新しい視点である「タンパク質のフォール

デイングメモリー」という概念を提唱する。

タンパク質の基本的な要素であるフォール

デイングにおいて、特に、「分子内シャペロ

ン」には、タンパク質の前駆体として N末端

にプロペプチドとして機能しているものが

多い。この分子内シャペロンプロペプチドは、

本体のタンパク質の成熟化をサポートし、そ

の構造形成に、いわゆる機能をもつ構造をイ

ンプリンテイングする役割をもつものが存

在する。したがって、この分子内シャペロン

への変異導入により、酵素本体に「構造異性」

ともいうべき新たな機能をもつ生体触媒を

形成させることができることを見出した。こ

の手法により、酵素本体に変異を入れること

なく、酵素に新たなエネルギー状態にある

「構造変異」の機能が創出可能であることが

わかった。この手法により、いわゆる「フォ

ールデイング原理（メモリー）」の解明への

挑戦とその応用による新しい生体触媒の創

製に挑む。 

 

３．研究の方法 

 

CPY のプロペプチドは成熟体を不活性な前

駆体として維持することから阻害剤として

も機能するが、CPY には別に CPY 特異的阻害

タンパク質 ICが存在する。プロペプチドと IC

の相同性検索により、両者の配列には相同性

が認められた。更に、相同性のある ICの配列

は CPY と相互作用するのに必須な部分である

ことが CPY-IC結晶構造より明らかとなり、プ

ロペプチドの成熟体への結合様式が推察さ

れた。これらの情報を基に作製したプロペプ

チド変異体 CPYを酵母分子ディスプレイ法を

用いて調製し、活性を測定することにより、

成熟体のアミノ酸配列は同一であるが活性

が変化している CPY 成熟体を得る。更に、精

製しこれらの CPYを速度論的解析により比較

することにより、触媒効率の変化を活性化エ

ネルギーのレベルの観点から、構造異性の本

質を追究し、応用展開を企る。 

１． 分子内シャペロン機能を持つ CPY のプ

ロペプチドへの変異導入体の調製 

プロペプチドと CPY 特異的阻害タンパ

ク質 IC の相同性が認められたので、そ

の相同性に基づいた変異を加えたプロ

ペプチド配列を導入した CPY 前駆体を

酵母分子ディスプレイ法を用いて各種

調製する。その後、プロペプチド配列取

り外した成熟体 CPY に変換する。 

２． 配列が全く同一であるが、変異プロぺプ

チドを介して作製した構造異性各種

CPY の速度論的解析 

構造異性があると予想される精製 CPY

の活性や活性化エネルギーを測定し、野

生由来の CPY（WT）との速度論的比較を

行う。 

３． 構造異性 CPY の物性比較 

コンフォメーションの違いを明らかに

するため、CD スペクトル解析などを行

い、構造変異の本質を追究するとともに、



 

 

フォールディング原理（メモリー）を推

察・検討する。 

４． 応用への展開 

４－１．こういう構造異性をもつ酵素の

存在を実際の細胞内の各種酵素から探

索し、このメモリーの一般性を検証する。 

４－２．分子内シャペロン（プロペプチ

ド）と成熟タンパク質の組み合わせを各

種酵素に適用し、新しい機能を持った酵

素の創製にチャレンジする。 

 

５． 研究成果 
 

CPY のプロペプチドは、配列の欠損や置換

による CPY活性への影響を解析する実験は行

われているが、CPY とプロペプチド間の詳細

な分子間相互作用に関しては未解明のまま

である。CPY とプロペプチドの相互作用にお

ける新たな知見を得るために、CPY との相互

作用が明らかな ICの情報を利用した。ICはプ

ロペプチドと同様に、CPY に結合し、その活

性を阻害する。すなわち、ICとプロペプチド

は CPY の阻害機構に共通性があるのではない

かと考えた。そこで、CPY に結合する ICと CPY

のアミノ酸を比較したところ、プロペプチド

のC末端とそれに続く成熟領域にICのN末端

と相同性が高い配列を見つけた。特に阻害に

必要とされる N末端配列と良く似たものがプ

ロペプチドの C 末端側に存在した。つまり、

この部位が前駆体において阻害配列となっ

て、CPY の成熟領域に結合しているのではな

いかと考えた。そこでこれらの配列のペプチ

ドを合成し、mCPY の阻害実験を行った。その

結果、ICの N 末端配列ペプチド ICN 及び ICN

と相同性のあるプロペプチド内配列ペプチ

ド CPICN は CPY の活性を阻害した。この結果、

ICの N 末端と相同性のあるプロペプチド配列

が阻害部位として CPYの基質認識部位に結合

している可能性が示唆された。 

また、上記の相同性と阻害実験の結果から、

前駆体から成熟体へと変換する過程におい

て、プロペプチドは IC様の結合様式で CPY に

結合する、特にプロペプチドの CPY 阻害部位

が CPY 成熟体の基質認識部位に結合し、かつ

その部位を形成しているという分子モデル

を予測した。 

CPY の詳細な成熟化機構を解析するために、

プロペプチドの IC と相同性のある部位を順

次 ICの相同性配列へと置換し、その変異の影

響を酵母分子ディスプレイ法を用いて検証

した。上記のモデルによると、プロペプチド

変異体から形成される成熟体 CPY の活性は野

生型と同じ活性を示すと考えられる。分子デ

ィスプレイ法を用いることで、2 種類のプロ

ペプチド変異体により形成された成熟体

CPY(mCPYICN5, mCPYICN8)を作ることに成功した。

この酵母を用い、蛍光基質に対する分解活性

を行った。予想に反して、提示した mCPYICN5, 

mCPYICN8の活性は、野生型よりも活性が高い結

果となった。プロペプチドの変異箇所を各々

アラニン置換した CPYは活性が野生型よりも

減少したことからも、この部位はフォールデ

ィングに重要な部位だということも示唆さ

れた。さらに、成熟体酵素（mCPY、mCPYICN5、

mCPYICN8)を精製し、速度論的解析を行った結

果、mCPYICN5, mCPYICN8は mCPY よりも活性効率

が上昇することが認められた。つまり、プロ

ペプチドに変異を導入することで、成熟体

CPY のアミノ酸配列は同一にも関らず異なる

活性を持つ mCPY を創出することができた。

プロペプチドに変異が入った結果、成熟体の

フォールディング経路が変化して異なる構

造を持つ状態へとフォールドされたと考え

ている。すなわち、分子内シャペロンに成熟

体の構造を決定するフォールディング経路

の情報が入っており、その構造情報を成熟体

へとインプリンティングして残すことから



 

 

この現象を‘プロテインフォールディング

メモリー’と命名した。非常に興味深いこと

に、CD スペクトル解析により 2次構造を比較

したところ、mCPY、mCPYICN5, mCPYICN8 間で大

きな差は見られなかった。今回、変異を導入

した部位は、基質認識部位へと結合するので、

全体の構造が変化するというよりも基質認

識部位周辺の構造が微細に変化したものと

予測している。 
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