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研究成果の概要（和文）：FMN結合タンパク質（FMN-bp）における補因子との結合反応解析を行った。補因子と
の結合強度は、蛍光法に加えて、表面プラズモン共鳴法および等温滴定型熱量測定法により、熱力学的に解析し
た。補因子との解離定数はリン酸イオン濃度には影響されなかった。アポタンパク質の調製法を変更することに
より、結合活性を有するアポFMN-bpを大量に得ることができるようになり、その立体構造を決定できた。これら
の結果を他のフラボタンパク質と比較し、アポFMN-bpとFMNの結合機構について、新たな提案を行った。

研究成果の概要（英文）：Binding reaction analysis with cofactor in FMN-binding protein (FMN-bp) was 
performed. Binding strength with cofactor was thermodynamically analyzed by the surface plasmon 
resonance spectroscopy and isotherm titration calorimetry in addition to the fluorescence 
spectroscopy. The dissociation constant with cofactor was not affected by the phosphate ion 
concentration. By changing the preparation method of apoprotein, I could obtain a large amount of 
apoFMN-bp having binding activity, and determined the three-dimensional structure. These results 
were compared with other flavoproteins and new proposals were suggested on the binding mechanism of 
apoFMN-bp and FMN.

研究分野：分子生物学

キーワード： フラボタンパク質　タンパク質工学　構造機能相関　補因子　国際情報交換
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１．研究開始当初の背景	
	 ゲノム生物学の進展により、現在、膨大な
数の遺伝子産物の 1次構造が明らかにされて
いる。その情報を機能と関連付けることは、
タンパク質工学における究極の目標の 1つで
あるが、その目標に向かうアプローチとして、
その遺伝子産物を実際に手に入れ、立体構造
解析を行い、立体構造情報を機能と結びつけ
るという方法が一般的である。しかし、これ
は、基質結合部位や触媒部位が立体的には保
存されているという考えが根底にあり、1 次
構造が異なっていても、同じ機能を持つタン
パク質であれば立体構造は似ている、と考え
られている。この研究では、フラビンモノヌ
クレオチド(FMN)タンパク質を取り上げ、FMN
を結合することが機能であると定義した上
で、少なくとも FMN を結合する立体構造は 1
通りではないから、他にも FMN を結合する構
造に至る道筋があるのではないか、という仮
説を立てた（図１）。	

����

��	
�

1��
 ���
 ��

1��
 ���
(1) ����

���
(2)

X¥ /$��$4H8?<$o�X
FMN0�T�.�Mp�%1�-�%"
%5¡�%�
FMN9H=3�%!$+�#2�K$a#"��$
ª

����

��

����

N

O

H3C

O

H3C
N N

N
H

R

X¦ U�Thr-Trp-Asn�P�*<@G6I
��".

U�+�#FMN0�T�.�[#U��
P�	.���Mp�%�".��'-�
C:I> 2�%g�2�
.�

33N 32W 31T
59T 60W 61NFld

FMN-bp

	

	 1992 年福山らにより、フラボドキシン
(Fld)において、ある程度保存された 1 次構
造、すなわち FMN 結合モチーフが提案されて
いる(①)。この結合モチーフの中に、イソアロ
キサジン環と相互作用する配列として、
55-57Thr-Trp-Asn がある。一方、FMN 結合タン
パク質(FMN-bp)にも 31Thr-Trp-Asn があり、
立体構造を解析したところ、確かにイソアロ
キサジン環と相互作用していたが、その相互
作用の様式は、福山らの提案とは異なってい
た（概念図を図２に示した）。そこで、論文
としては、FMN-bp の立体構造から進化的考察
を加え、FMN-bp からセリンプロテアーゼへ進
化する道筋を提案した(②)。	
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	 そこで、この概念をさらに発展させ、FMN
タンパク質は、生命発生の初期にできた FMN
を酸化還元中心に使うため、まず、これを取
り囲むようにペプチド鎖がアレンジされ（こ
れが 1 通りではなかったのではないか？）、
その後、適当な酸化還元電位を持ち、また、
酸化還元パートナーと相互作用できる分子
へと進化していった結果、たまたま
Thr-Trp-Asn という配列に集束したと考えた。
そこで、この初期に起こった「アレンジ」の
後、最終的に TWN という配列に集束する間に
何が起こったのか、すなわち、アミノ酸配列
が進化していく過程で FMN との結合反応は、
物理化学的にはどのような違いがあったの
だろうか。この研究では、これを解明するこ
とを当初の目標とした。	
	 しかし、研究材料である FMN-bp をアポ化
する際に酸を加えていたが、この調製法には
問題があった。すなわち、酸による変性が強
すぎるためか、FMN 結合能を失ったタンパク
質が大量に存在する一方で、結合能を持つも
のと分離ができないという問題である。また、
これを用いた蛍光法による解離定数(Kd)の決
定では、値のばらつきが大きく、統計的な処
理が、正しい結論に導いているか、確信が持
てなかった。	
	 一方で、タンパク質の結晶化については、
多くの経験を積んできたので、どのように進
めれば良いか、自信を持って取り組めるよう
になっていた。	
	
２．研究の目的	
	 そこで、この研究では、補因子として FMN
を取り上げ、FMN とアポタンパク質の結合に
ついて、1 次構造の共通性はあっても、FMN
とアポタンパク質との結合様式が異なって
いる FMN タンパク質と Fld を主に取り上げる
こととした。これらは FMN を結合するという
点では同じであるが、これらの進化の過程は
異なっていたのではないか？この道筋を、
FMN との結合という面を詳細に解析すること
により違いを明らかにしようとした。すなわ
ち、「FMN とアポタンパク質の結合反応を 1つ
の熱力学的過程として捉え、分子進化の過程
でどのようなことが起こってある配列に集
束したのか？」という問題について、高次構
造を基盤とした解析を行い、FMN タンパク質
の進化的な成り立ちを明らかにすることを
目標とした。	
	 具体的な目的として、アポ FMN-bp と FMN
との結合の物理化学的解析を多元的に行う
こと、変異体 FMN-bp を用いた解析を行い野
生型と比較することにより、各残基の結合反
応に対する寄与を明らかにすること、Fld の
立体構造解析と他のFldとの比較、さらにFMN
—bp と Fld の比較、フラボレドキシン(Flr)
といった他の FMN タンパク質との比較によっ
て「FMN を結合するということはどういうこ
となのか」を明らかにすることを研究の目的
とした。	



３．研究の方法	
	 FMN-bp、Fld、Flr、及びそれらの変異体は
遺伝子工学的な方法を用いて得ることとし
た（③、④）。なお、Fld については、新たに緑膿
菌由来の Fld を研究対象とした。遺伝子の変
異導入には、クイックチェンジ法を用いた。
各タンパク質をアポ化する方法として、トリ
クロロ酢酸を用いる方法とグアニジン塩酸
を用いる方法を用いた。すなわち、フラボタ
ンパク質は酸性条件下でフラビン誘導体を
解離する性質を利用して、10%トリクロロ酢
酸溶液を用いて変性させた後、アポタンパク
質を沈澱画分として分離し、ジエチルエーテ
ルを用いて十分にトリクロロ酢酸を除いた
後、緩衝液に溶解させる事によりアポタンパ
ク質を得ていた。しかし、特に変異体タンパ
ク質の場合、多くが不溶化したり、FMN 結合
能を失ったりしていた。そこで、変性剤とし
てグアニジン塩酸を用いて、より温和な条件
でアポ化しグアニジン塩酸を徐々に除いて
いくことにより再生させる条件を検討した。	
	 各アポタンパク質と FMN ないしリボフラビ
ンとの結合反応の Kdの決定には、蛍光滴定法
に加えて、表面プラズモン共鳴(SPR)法、等
温滴定型熱量測定(ITC)法を用いた。X 線結晶
構造解析法により、各タンパク質の立体構造
を決めた。	
	
４．研究成果	
	 FMN-bp、Fld及びFlrの変異体の作成を行っ
た 。 具 体 的 に は 、 FMN-bp に 存 在 す る
31Thr-Trp-Asn配列について、T31S、T31V、W32G、
W32Y、W32A、W32F、W32H、N33Q、及びN33Dの
変異体遺伝子を取得できた。さらに、FMNのリ
ン酸基と相互作用をしているH27やT54を変異
させたH27A、H27K、H27R、T54A、T54K、T54R
の各変異体遺伝子を取得できた。その後、こ
れらを発現ベクターに組み込み、変異タンパ
ク質の発現を確認した。Fld及びFlrについて
も同様である。定法に従って、野生型及び変
異タンパク質を精製した後、補因子との結合
強度を測定した。	
	 まず、	FMN-bp、Fld及びFlrの蛍光滴定法に
よるKdの測定を行った。これに関しては、ア
ポタンパク質の調製法が最大の課題であった
が、グアニジン塩酸法を用いることで、ほと
んどすべてFMN結合能を有したアポタンパク
質溶液として得られる事がわかった。そこで、
このアポタンパク質を用いて、蛍光滴定法に
よりKdの測定を行い、十分に信頼のおけるデ
ータを取得する事ができた。さらに、FMN-bp、
Fld及びFlrのSPR法によるKdの測定を行った。
これには、タンパク質の固定化や測定条件に
ついて十分な検討が必要であった。さらに
FMN-bpのITC法によるKdの測定を行った。	
	 また、FMNの結合に関して、イオン強度（特
にリン酸イオン濃度）の影響を調べた。野生
型FMN-bpについて、リン酸イオン濃度を0mM
から200mMとして蛍光滴定法によりKdを求め
たところ、リン酸イオン濃度の上昇とともに

Kdも上昇することを見出した。また、Tris塩
酸緩衝液系で硫酸イオン濃度を変化させた場
合でも、同様の傾向が見られた。一方で、SPR
法を用いた場合、リン酸イオンの影響はあま
り見られず、硫酸イオンによる競合に関して
も、若干の影響が観察された程度であった。
これらのことから、リン酸イオンや硫酸イオ
ンによる影響は、Fldに見られるほど大きなも
のではなく、FMNの結合機構が異なっているの
ではないかと考えた。	
	 緑膿菌由来のFldについては、野生型に加え
て、Fldの2量体形成に重要なCys残基をAla及
びSerに変異させた変異体の結晶を得、X線結
晶構造解析を行った。これら2つの変異体の構
造は変異体同士で非常によく似ていたが、野
生型Fldとは異なっていた。また、アポFldの
結晶を得、これもX線結晶構造解析を行った。
これらの結果から、FldのFMN結合機構に関し
て、考察を行った。	
	 FMN-bpのグアニジン塩酸を用いてアポ化す
ると、FMN結合能を有したアポFMN-bpを非常に
効率よく、大量に得られることがわかったの
で、アポFMN-bpの結晶を得、X線結晶構造解析
により立体構造を決定した。	
	 これらの結果から、FMN 結合反応における
官能基の認識順序が異なる新たな機構の提
案を行った。	
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