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研究成果の概要（和文）：Ferredoxin(Fd)とsulfite reductase間、そして、FdとFd NADP(+)-reductase間の分子間相
互作用と酵素活性との関連性を熱測定、核磁気共鳴分光法、Ｘ線結晶構造解析、酵素活性測定などの様々な手法を用い
て調べた。蛋白質間の静電的相互作用とともに非静電相互作用も電子伝達複合体形成に重要であることを明らかにした
。加えて、分子間の非共有結合の微調整によって酵素の活性が制御されることを提案した。様々な病気の原因となるア
ミロイド線維も球状蛋白質のように高温で高温変性し、低温で低温変性することを見出し、線維の低温変性には分子間
の静電反発が重要であることを提案した。

研究成果の概要（英文）：We have conducted thermodynamic studies on binding reactions between ferredoxin 
(Fd) and sulfite reductase (SiR) as well as Fd and ferredoxin NADP(+)-reductase (FNR) using calorimetry, 
NMR spectroscopy, and X-ray crystallographic analysis with FNR and SiR activity assays.
We have revealed that oppositely-charged Fd and SiR formed the electron transfer complex using attractive 
charge-charge interactions, and that non-electrostatic interactions was also important for fine tuning of 
binding modes between Fd and SiR to optimize SiR activity. The same results were also obtained in the 
binding system between Fd and FNR. We have also revealed that amyloid fibrils of alpha-synuclein 
cold-denatured below 293K due to the repulsive electrostatic interactions at low temperature.
We have clearly demonstrated that interprotein electrostatic interactions play an important roles in 
normal protein functions and in clearance of disease-related amyloid fibrils.

研究分野： 蛋白質科学

キーワード： Amyloid fibril　Binding thermodynamics　Calorimetry　Electron transfer　Electrostatics　Enzym
e activity　Interprotein interaction　Protein misfolding
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１．研究開始当初の背景 
分子間の非共有結合は、蛋白質の複合体形

成の調節など酵素活性に重要であるが、分子
レベル・原子レベルにおけるその詳細な理解
はまだ不十分である。蛋白質間に働く非共有
結合は、蛋白質の溶解度も調節し、様々な蛋
白質の異常凝集反応を統御する。非共有結合
には、大きく静電的相互作用と非静電的相互
作用があるが、最初に、電子伝達蛋白質の複
合体形成に鍵となると提案されている静電
的相互作用に着目した。 
近年、電荷を多く持つため生理的条件下で

立体構造をとらない天然変性蛋白質に関す
る研究が盛んでいる。天然変性蛋白質である
alpha-synuclein は、凝集してアミロイド線
維を形成し、パキンソン病の発症に深く関与
している。Alpha-synuclein が形成するアミ
ロイド線維の構造安定性は全く未知であり、
温度に対する線維の構造安定性と電荷同士
の静電的相互作用の構造安定性への寄与に
関する情報がない。 
 
２．研究の目的 
分子間の静電的相互作用の役割を調べ、蛋白
質の機能や凝集反応をより深く理解する。 
 
３．研究の方法 
酵素活性 
蛋白質工学 
熱測定 
円二色性分光法 
核磁気共鳴分光法 
Ｘ線結晶構造解析 
原子間力顕微鏡法 
 
４．研究成果 
（１）Ferredoxin(Fd)と sulfite reductase
間、そして、Fd と Fd NADP(+)-reductase 間
の分子間相互作用と酵素活性との関連性を
熱測定、核磁気共鳴分光法、Ｘ線結晶構造解
析、酵素活性測定などの様々な手法を用いて
調べた。蛋白質間の静電的相互作用とともに
非静電相互作用も電子伝達複合体形成に重
要であることを明らかにした。加えて、分子
間の非共有結合（静電的相互作用と非静電相
互作用）の微調整によって酵素の活性が制御
されることを提案した。 
 
上記の研究内容で下の出版に寄与した。 
〔図書〕（計１件） 
①Kim et al. 
 
加えて、一つの論文がアプセフトされた（発
表論文の実績にはのせていない）。 
Kinoshita M., Kim J.Y., Kume S., 
Sakakibara Y., Sugiki T., Kojima C., 
Kurisu G., Ikegami T., Hase T., 
Kimata-Ariga Y., Lee Y.-H. 
Physicochemical Nature of Interfaces 
Controlling Ferredoxin NADP+ Reductase 

Activity through Its Interprotein 
Interactions with Ferredoxin (2015) 
Biochimica et Biophysica 
Acta-Bioenergetics In press 
 
他方、二つの原稿を準備している。 
 
（２）様々な病気の原因となるアミロイド線
維も球状蛋白質のように高温で高温変性し、
低温で低温変性することを見出し、線維の低
温変性には分子間の静電反発が重要である
ことを提案した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑦Ikenoue and Lee et al. 
 
（３）蛋白質は溶解度を超えない可溶化され
た状態で機能するが、溶解度を超えると凝集
し、失活とともに様々な病気の原因となるア
ミロイド線維や無定形凝集体を形成する。蛋
白質の溶解度が凝集反応を支配する因子で
あることを明らかにした。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文④Yagi et al. 
発表論文⑤Terakawa et al. 
発表論文⑥Muta et al. 
発表論文⑪Lin and Lee et al. 
発表論文⑭Mangione et al. 
発表論文⑮Kimata-Ariga et al. 
 
（４）L-PGDS という蛋白質と１０種類以上の
難溶性リガンドとの相互作用を熱測定を用
いて調べた。分子間の疎水性相互作用が
L-PGDS と難溶性リガンドとの相互作用を支
配する主な駆動力だと提案されてきた。しか
し、両分子間の相互作用は、疎水性相互作用
とともに静電的相互作用も重要であり、これ
らの分子間相互作用の微調整によって複合
体が形成されることを明らかにした。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑫Kume and Lee et al. 
 
（５）球状蛋白質の構造形成反応の熱力学は
既に確立されているが、蛋白質の凝集反応に
関する熱力学的な研究は未だにない。熱測定
を用い、蛋白質が凝集するときの熱を正確に
測定し、様々な熱力学的パラメータを得るこ
とに成功した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑩Ikenoue and Lee et al. 
 
（６）円二色性分光法を用い、アミロイド線
維構造を予測できるアルゴリズムを作った。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文①Micsonai et al 
 



（７）球状蛋白質と抗体の構造安定性を調べ、
蛋白質の構造安定性を維持できる因子を議
論した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文③Sakurai et al. 
発表論文⑨Akazawa-Ogawa et al. 
 
（８）核磁気共鳴分光法と重水素交換法を用
い、様々な pH における alpha-synuclein の
構造状態を議論した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑬Okazaki et al. 
 
（９）核磁気共鳴分光法と熱測定を用い、蛋
白質間や蛋白質とリガンド間の相互作用を
原子レベルで特徴づけた。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑯Tanaka et al. 
発表論文⑰Konuma et al. 
 
（１０）天然変性蛋白質や凝集反応に適した
新たな核磁気共鳴分光法を開発した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文②Oktaviani et al. 
 
（１１）遺伝子修復蛋白質のドメイン間の相
互作用に基づき、遺伝子修復機構の一つのモ
デルを核磁気共鳴分光法を用いて提案した。 
 
上記の研究内容で下の論文を発表した。 
発表論文⑧Mizushima et al. 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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