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研究成果の概要（和文）：結晶化できないために構造解析が困難な天然変性領域を含むタンパク質の気相および
溶液における構造について、イオンモビリティ質量分析(IM-MS)とX線小角散乱（SAXS)および分子動力学シミュ
レーション(MD simulation) を組み合わせて解析した。200 kDaを超える巨大分子であるヌクレオソームコアの
ESI-MSで観測される構造について、計算科学を用いてテイル部分を含めた解析を試みた。さらに、結晶構造解析
が困難なCGリッチなDNAを用いたヌクレオソームコアの特性解析を目指して試料調製した。

研究成果の概要（英文）：The gas-phase and solution structures of not crystallizable proteins with 
intrinsically disordered regions were characterized by ion mobility mass spectrometry (IM-MS) in 
combination with small angle X-ray scattering (SAXS) analysis and molecular dynamics simulation (MD 
simulation). To analyze the structures　observed　in　the　ESI　mass　spectra,　computational　
calculations　were performed for the canonical　nucleosome　core particle. To characterize the 
structure of nucleosome core particle with CG-rich DNA sequence, sample preparation was examined 
with 147 bp-DNA fragment.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 蛋白質　生体分子　分析科学　質量分析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
質量分析ではネイティブに近い条件で試

料調製しナノエレクトロスプレー(nanoESI)
でソフトにイオン化することで、ネイティブ
な複合体の状態と矛盾しない質量を与える
ことが、これまでの研究で明らかになってい
る。私たちも、これまでに、ヒト基本転写因
子 TFIIE および TFIIF（Proteins 2005、
Protein Sci. 2008）、Bacillus 属の転写翻訳
制御因子 TRAP－anti-TRAP 複合体（PNAS 
2009, Anal Chem 2009）など巨大複合体丸ご
との質量分析に成功し、構成するタンパク質
のストイキオメトリーを決定している。観測
されるイオンの価数は、イオンの表面積と相
関することから、複合体の質量を示すイオン
が比較的小さな価数かつ狭い分布であれば、
非変性のネイティブに近いフォールドした
状態であると考えられる。表面積とイオンの
価数の関係は、球状もしくは球状に近いタン
パク質では問題なく適用できるが、フレキシ
ブルな領域を有するタンパク質や極端に細
長い構造を有するタンパク質では外れる場
合が多いという問題がある。この問題を解決
する方法としてイオンモビリティ質量分析
（IM-MS）による衝突断面積の測定がある。
球状タンパク質では、気相でも溶液構造と矛
盾しない衝突断面積を示すことが IM-MS の
実験から示されており、タンパク質のコンフ
ォメーション解析に IM-MSの情報が有用で
あることが報告されている。 

一方、柔らかい複合体の気相における構造
が溶液における構造と同一かは不明である。
私たちは、酵母の相同組換え補助因子 
Swi5-Sfr1 複合体（Analyst 2013）、核内に 
DNA を収納する最小構成単位ヒトヌクレオ
ソームコア（Biochemistry 2013）、ヒトヒス
ト ン 多 量 体 （ Anal Chem 2013 ）、
B2B3-crystallin ヘテロ二量体（FEBS J. 
2011）、TFIIE 等について、IM-MS による測
定を行い、複合体の質量に加え、気相での構
造を反映する衝突断面積の値を求めること
に成功している。しかしながら、長いフレキ
シブルな領域を有するこれらの複合体は、結
晶化しないことから原子レベルの構造は得
られておらず IM-MS で得られた衝突断面積
がはたしてどのような意味を持つのか、その
情報だけで解釈することは容易でない。そこ
で、私たちはこれまでに、X 線小角散乱
（SAXS）や分子動力学シミュレーション
（MD シミュレーション）等と組み合わせて、
IM-MS で得られる衝突断面積を指標に、気
相における構造について考察してきた。
SAXS では、溶液構造の低分解能モデルとし
て、一般に粗視化モデルが複数構築される。
以前には、粗視化モデルから衝突断面積を計
算する方法は存在しなかったので、私たちは、
まずこの計算方法を確立した後、構造未知の
Swi5-Sfr1 の SAXS で得られた溶液構造の
粗視化モデルと、IM-MS で得られた気相に
おける複合体イオンの衝突断面積を比較し、

フレキシブルな領域が、気相では極めて小さ
くなっていることを見出した  (Analyst 
2013)。次に、ヒストン多量体について、MD
シミュレーションにより原子レベルの推定
構造アンサンブルを構築し、IM-MS で得ら
れた実験値と矛盾しない衝突断面積を有す
る構造を比較した結果、テイル領域が気相に
おける構造の多様性を生み出していること
が示唆された (Anal. Chem. 2013)。 

しかしながら、SAXS で一般に構築される
粗視化モデルは分解能が低く、また MD シミ
ュレーションでは計算の力場や仮定が適切
であることを前提に理論的に構造群が得ら
れるため、いずれの手法も完璧とはいえない
のも事実である。また、これまでの研究では、
気相と溶液の構造について、様々な長さのフ
レキシブルな領域を有するタンパク質を用
いて系統的に特徴づけるような解析は、国内
のみならず、世界的にも行われていない。 

また、真核生物が核の中に DNA をコンパ
クトに収納する最小構造単位であるヌクレ
オソームコア(NCP)は、100 種類以上の構造
が X 線結晶構造解析で解かれている。一方、
ヌクレオソームコアを構成するヒストンタ
ンパク質の N 末端領域の 20－40 残基は天然
変性領域であり、この部分に様々なエピジェ
ネティクな修飾が施され、転写開始が制御さ
れているといわれている。しかしながら、機
能に重要なヒストンテイルの領域は一定の
構造を有しないため結晶構造では見えない。
また、結晶構造が出されている NCP を構成
する DNA の配列は 3 種類のみであり、結晶
化されやすい DNA を用いて再構成された
NCP での構造に基づいた議論がなされてい
るのが現状である。 
 
２．研究の目的 

IM-MS を用いて、気相でのタンパク質イ
オンの振る舞いを観測し、海外共同研究者の
協力の下、SAXS で得られる溶液中の構造と
その衝突断面積を比較して解析する。これに
より、溶液における構造と一致する衝突断面
積を気相でも与えるタンパク質と、溶液構造
と矛盾する衝突断面積を与えるタンパク質
の構造上の特性の違いを明らかにする。特に、
X 線結晶構造解析を適用することができない
フレキシブルな部分を有するタンパク質の
振る舞いについて精査する。また、ネイティ
ブな状態で質量分析することにより、結晶構
造解析では得られない情報を獲得すること、
および気相におけるフレキシブルな領域の
振る舞いを解析することを目指し、結晶構造
解析が行われている 601 配列と人工的な CG
リッチな配列のハイブリッド DNA で構成さ
れるヌクレオソームコアを調製し、両者の振
る舞いを解析する。また結晶構造解析が行わ
れている NCP については、全原子モデルを構
築して MD シミュレーションを行い、気相に
おける構造を考察する。 
 



３．研究の方法 
(I) フレキシブルな領域の長さのバラエティ
のある一連のタンパク質およびペプチド群
の解析 
(1) IM-MS の実験および衝突断面積の測定 

試料の溶媒を酢酸アンモニウム水溶液に
透析で交換し、タンパク質試料濃度を 10 M 
となるように調製した。IM-MS の測定には、
10 mM、100 mM、500 mM、1 M の様々な濃
度の酢酸アンモニウム水溶液を用いた。調製
したタンパク質試料について、nanoESI イオ
ン源を装着した Travelling wave 型イオンモ
ビリティ質量分析装置 Synapt G2 HDMS を
用いて、ソフトなイオン化および測定条件を
精査した後、タンパク質の衝突断面積の測定
を行った。 
(2) SAXS の測定と構造アンサンブルの構築
（海外共同研究者：Dr. P. Bernadó） 

一連のタンパク質について、そのタンパク
質が安定に存在できる条件で SAXS の測定を
行い、回折データを取得した。散乱曲線を算
出した後、その散乱曲線を矛盾なく説明でき
る構造アンサンブルを Ensemble Optimization 
Method (EOM) で構築した。この際、一つの
タンパク質について、10,000 個の構造アンサ
ンブルを作り原子座標を取得した。この実験
は共同研究者が担当した。 
(3) 衝突断面積の計算 

(2) で得られた構造アンサンブルについ
て、Mobcal （M.F. Mesleh et al., J. Phys. Chem. 
1996）を用いて衝突断面積を計算した。計算
する構造が多いため、原子座標を連続して入
力し計算することが可能なアルゴリズムを
組み合わせ、かつ並列計算を行った。 

 
(II) 高塩基性ペプチドの解析 （海外研究
者：Dr. K.M. Downard との共同研究） 
(1) IM-MS の実験および衝突断面積の測定 
上述(I) と同様の条件で、ヒストンの N-テイ
ル領域の配列を含む塩基性の高いペプチド
15 種類について、ESI-IM-MS の測定を行い、
ESI マススペクトルでの最大価数および衝突
断面積を求めた。 
(2) 計算による溶液構造の算出 
アミノ酸残基数 39 残基までのペプチドにつ
いて、 Web で利用可能な プログラム
PEP-FOLD を用いてエネルギーレベルの低
い構造モデルを 5 つ求め、その衝突断面積を
計算した。衝突断面積の理論値の計算は、
MOBCAL（PA 法、TM 法、EHSS 法）で行っ
た。 
 
(III) 天然変性領域を有するヌクレオソーム
コアの解析 
(1) 結晶化が困難な塩基配列からなる DNA

での NCP 再構成のための DNA の調製 
CG の繰り返し配列を有する二重鎖 DNA は

鎖間の水素結合が多いため、湾曲しにくいと
考えられる。601 配列 DNA と CCG の繰り返
し配列をタンデムにつなげた 147 塩基対の

DNA の調製を試みた。601 配列側と(CCG)n

側の 73 もしくは 74 塩基対の二重鎖 DNA を
アニーリングして調製後、ライゲーションし
て 147 塩基対 DNA の調製を試みた。 
(2) NCP の構造計算 

カノニカルな NCP について、50 mM NaCl
水溶液での MD シミュレーション後、真空下
での構造計算を行った。 

 
４．研究成果 
(I) フレキシブルな領域の長さのバラエティ
のある一連のタンパク質およびペプチド群
の解析 

5～10 M に調製した天然変性タンパク質
試料（3ｋ～ 26 k Da）について、ネイティブ
条件でのマススペクトルの測定を行うとと
もに、衝突断面積を求めた。一方、同じ一連
のタンパク質群について、X 線小角散乱
（SAXS）の測定を行い、得られる散乱曲線
を矛盾なく説明できる構造アンサンブル（一
つのタンパク質当たり 10,000 個の構造モデ
ル）を作成した。この構造アンサンブルにつ
いて、横浜市大の汎用クラスター計算機を用
いて、Mobcal プログラムで衝突断面積を計算
した。その結果、10 kDa 程度までは、気相と
溶液構造のサイズの分布に大差はないもの
の、26 kDa の天然変性タンパク質では、気相
における衝突断面積の分布が溶液に比べて
幅広く、極めて大きいサイズ（5850 Å2）の
ものが最も多く存在するという結果が得ら
れた。この理由として、arrival time から衝突
断面積のキャリブレーションのための天然
変性タンパク質の標準物質として、8 kDa 程
度のものしか適用できるものがないことが
一因と考えられた。そこで、文献調査の結果、
-casein をキャリブレーションの標準物質と
して加えることにした。しかしながら、上述
の実験結果から天然変性タンパク質に共通
する構造特性について言及するには至らな
かった。 
 

(II) 高塩基性ペプチドの解析 
ヒストンのテイルペプチドを含む 15 個の

高塩基性ペプチドについて、IM-MS の測定を
行った結果、ESI-MS で観測された最大価数
と衝突断面積は図 1 に示すような比例関係に
あることがわかった。 

図 1 高塩基性ペプチドの最大価数と衝突
断面積（実測）の関係 
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また、 IM-MS で得られた衝突断面積と
PEP-FOLD で求められた 10 個の高塩基性ペ
プチド構造の衝突断面積の相関について解
析した。その結果、図 2 に示すように、実測
の衝突断面積は、計算で出された構造につい
て Mobcal TM 法で産出される衝突断面積と
よく一致することが分かった。このことから、
塩基性の高いペプチドは、かなりの高い精度
で、アミノ酸配列から衝突断面積を予測でき
ることが分かった。 

図 2 高塩基性ペプチドの衝突断面積（実
測）と PEP-FOLD で予測された構造の衝突
断面積の関係 
 
(III) 天然変性領域を有するヌクレオソーム
コアの解析 
(1) 結晶化が困難な塩基配列からなる DNA

をもつ NCP 再構成のための DNA の調製 
5’側半分を 601 配列に、3’側半分を(CCG)n

配列の DNA としてヌクレオソームコアの再
構成を試みるべく、147 塩基対 DNA の調製を
行った。147 塩基対の中央部分に相当する 50
塩基対 DNA ではアニーリング、ライゲーシ
ョンの手順で問題なく調製することができ
たが、147 塩基対では 3’側の CG リッチな配
列部分が原因でライゲーションがうまくで
きないことが分かった。 
(2) NCP の構造計算 

ESI IM-MS で観測されるイオンの構造を
算出することを目的として、50 mM NaCl 水
溶液中での NCP の全原子 MD シミュレーシ
ョンを 10 ns 行った後、真空下での MD シミ
ュレーションもしくは脱溶媒過程を模した
エネルギー最小化の計算を行った。その結果、
真空中でのMDシミュレーションで得られた
構造は、実験値よりも 1－2 割小さな衝突断
面積を示し、ヌクレオソームコアの構造もつ
ぶれていることが分かった。一方、真空中で
のエネルギー最小化計算で得られた構造で
はコア部分の構造は保たれ、テイル部分で構
造の多様性を生じさせていることが示唆さ
れた。 
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