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研究成果の概要（和文）： 
機能性蛋白質に対し、生理的条件下で構造をとらないが活性を持つ変異体や構造をとるが機能
を持たない変異体を作り出した。活性を保持する要因、活性を失う要因を、リガンド誘導折り
畳みや結晶構造解析により、揺らぎが分子認識を促進していることや揺らぎが活性を制御して
いることを示した。また揺らぎの制御には、蛋白質分子全体を取り囲む水和水の水素結合ネッ
トワークの形成が必須であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We created various mutants of functional proteins which do not take stable native 
conformations but possess enzymatic activity as well as the mutants which take native 
structure without enzymatic activity. The ligand-induced folding of the former mutants and 
the crystal structure analysis of the latter mutants brought the conclusion that 
fluctuations or structure dynamics facilitate the ligand recognition and that fluctuations 
controls the catalytic activity. We also revealed that the hydration water network via 
hydrogen bond encircled the protein whole molecule is essential for the control of 
fluctuations.  
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１．研究開始当初の背景 
 生化学の教科書的には、蛋白質の機能発現
のためには固有の立体構造が必要であると
され、この概念は長く信じられていた。しか
し、この概念を全く覆す、天然変性蛋白質と

呼ばれる一群の機能性蛋白質の存在が明ら
かになり、揺らぎ・機能相関と言う新たな視
点が必要とされる状況にあった。天然変性蛋
白質は、生理的条件下では変性構造を取るが、
標的分子を認識・結合することにより天然構
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造に折り畳まれる（Coupled folding and 
binding）。Coupled folding and binding は、
結合が先行する機構と、折り畳みが先行する
機構の 2 通りが可能であるが、一般には前者
は起きないとされていた。しかし、アメリカ
の研究グループから天然変性タンパク質に
ついて、前者の例のあることが示されたとこ
ろであった。我々もまた、黄色ブドウ球菌核
酸分解酵素（SNase）について、生理的条件
下では変性構造を取るが機能を持つ変異体
を数種作製し、天然変性蛋白質のモデル系を
構築することに成功し、Coupled folding and 
binding の可能な二つの機構が実際に実現し
ていることを示し、アメリカのグループとほ
ぼ同時期に公表したところであった。これら
の例は、構造をとらない揺らいだ状態で分子
認識が行われ、結合するということを意味し、
分子認識と揺らぎの関係の解明が重要な研
究課題になり始めていた。 
 平成 15年度から平成 20年度まで行われた
特定領域研究“水と生体分子の織りなす生命
現象の化学”において、揺らぎと水和の関係
が示されていた。その定量的な解析や、水和
水と構造形成の関係の解明も合わせて期待
される状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 分子認識と揺らぎあるいはタンパク質機
能と揺らぎの関係を解明するために、黄色ブ
ドウ球菌核酸分解酵素（SNase）、イェロー
プロテイン（PYP）、ジヒドロ葉酸還元酵素
（DHFR）などの機能性タンパク質を用い、
挿入や欠損変異により、生理的条件下では非
天然構造を取るが、機能を持つ変異体、天然
変性タンパク質のモデル系を作製し、
coupled folding and binding の分子機構を解
明することを目的とした。また、中性子非弾
性散乱を駆使して、水和量と動力学転移の関
係を調べることで水和と揺らぎの関係を明
らかにすることも目的とした。 
 これらの目的を達成するために、作りださ
れたモデル系蛋白質において、folding に影響
を与える相互作用領域、binding に影響を与
える相互作用領域を同定するとともに、折り
畳み構造の揺らぎや動力学特性を、中性子非
弾性散乱等により明らかにし、野生型と比較
することにより、同じ溶媒条件下で天然構造
と非天然構造の構造揺らぎを詳細に解析す
ることができると考えた。一方、分子動力学
シミュレーションにより、動力学特性の分子
論的実体を解明する。これらを通して、構造
形成や機能発現と揺らぎの関係を明らかに
することを 終目的とした。 
 
３．研究の方法 
１．天然変性蛋白質モデル系の作製と構造や
物性の評価：様々な機能性蛋白質について、

欠損や挿入を利用して、変異体を作製し、そ
の構造、物性、機能を評価する。生理的条件
下で構造をとらないが、活性を有する変異体
を天然変性蛋白質モデル系として以降の研
究に用いる。また、構造を有するが活性を持
たない変異体についても、以降の研究に用い
る。 
２．Coupled folding and binding の機構の測
定：上記で得た変異体のうち、基質誘導折り
畳みを示すモデル系に対して、ストップトフ
ローCD やストップトフロー蛍光測定により、
分子機構を解明する。 
３．天然変性蛋白質モデル系のダイナミクス
測定と野生型との比較：天然変性蛋白質のリ
ガンドフリーの状態とリガンド結合状態の
ダイナミクスを中性子非弾性散乱により測
定し、野生型と比較し、分子動力学シミュレ
ーションを援用して解析する。 
４．蛍光性非天然アミノ酸導入系の設計
と作製および FRET による非天然構造や
US 複合体の揺らぎ測定：天然変性蛋白質
のモデル系に、非天然アミノ酸を系統的に
導入し、導入部位の揺らぎと coupled 
folding and binding の関係を詳細に解析
する。 
 
４．研究成果 
１．天然変性蛋白質モデル系の作製： SNase
を用いて、生理的条件下で変性構造を取
るが、酵素活性を有する変異体を数種類
創出した。W140A、136-149、140-149、
L109A、33A34 他のアラニン挿入体であ
る。これらはすべてリガンド誘導折り畳
み能を示した。  

DHFR の系統的アラニン挿入により、1)
構造、酵素活性ともに失う変異体、2)構造を
失うが酵素活性は保つ変異体、3)構造を保つ
が酵素活性を失う変異体、4)構造、活性とも
保つ変異体の４種類が得られた。挿入により
構造や酵素活性が失われる領域は、一次配列
上で連続して現れる。これらの領域では配列
の連結性が重要であり、構造形成や酵素活性
に必須の相互作用を担う領域であることが
わかった。これらの領域を構造エレメント、
機能エレメントと名付け、蛋白質はこれらの
エレメントとそれをつなぐリンカーから構
成されるという新しい構築原理を提唱した。
また、2)の変異体は、天然変性蛋白質のモデ
ル系として用いることができ、阻害剤による
誘導折り畳みを確認した。一方、3)の中の数
種類は、活性部位と遠く離れた領域への挿入
が活性を失うという予想外の結果を示した。
この部位は揺らぎを制御している可能性が
ある。 

PYP についても同様にアラニン挿入によ
り、生理的条件下で構造をとらない変異体を
作製した。 



２．Coupled folding and binding の機構の解
明：W140A、136-149 については、折り畳
みに先立ってリガンド結合が起き、アラニン
挿入変異体はリガンド結合は折りたたまれ
た後に起きることが示された。これらの機構
を模式的に示したものが図１である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．リガンド誘導折り畳みの二つの機構。
上の経路は、折り畳みに先立って結合が起き
る経路（Binding before folding）、下の経路
は、結合は折りたたまれた状態でのみ起きる
経路（Folding before binding）。 
 
これら二つの経路が、同等に起きうることを
示したのは、本研究が世界で初めてである。 
結合が先立つ場合、非天然構造にリガンドが
結合した US 複合体が生じるはずである。こ
の状態の構造を示すことが、Binding before 
folding 経路の存在を証明することになる。 
 拡張 φ 値解析を考案し、US 複合体の結合
部位の情報を得た。その結果、結合に関与す
る残基のうち、R35、R87、Y115 は天然様配
向をとっているものの、K84、Y85、Y113 は
非天然様の構造になっていることが示され
た。さらに α へリックス１に位置する V51
やへリックス３に位置する K127、Q131 は構
造をとっていないことが示された。US 複合
体の蛋白質部分の構造は天然構造にはなっ
ていないことが明らかとなった。 
 Binding before folding と Folding before 
finding の機構を分ける原因は何かをさらに
調べた。前者の機構に従う場合、折り畳みの
初期に形成される疎水クラスターを構築す
るための鍵となる非局所相互作用が失われ
ていることが明らかとなった。この非局所相
互作用はW140を核とする疎水相互作用であ
る。L108 のこの相互作用に関与しているた
め、L108 の変異体も Binding before folding
機構に従うと推定される。失われた相互作用
をリガンド結合が代替するため、結合が折り
畳みに先立って起きなければならない。また、
人工的に SS 架橋を導入することでも、この
相互作用を代替できることが分かった。 
３．天然変性蛋白質モデル系のダイナミクス 
 得られたモデル系のうち、136-149 を用
いて、中性子非弾性散乱により変性構造のダ

イナミクスを測定し、野生型と比較した。動
力学転移の様相は、乾燥状態でわずかに異な
り、非天然構造の方が天然構造よりも柔らか
いという結果になった。しかし、水和状態で
は顕著な差は見出されなかった。このため、
水和水のダイナミクスがポリペプチドのダ
イナミクスよりも支配的であると考えられ
た。 
 ダイナミクスと水和水の関係を調べるた
めに、様々な水和率で動力学転移を詳細に調
べた。その結果、水和水はタンパク質の調和
的揺らぎを固くするが、非調和的な揺らぎは
柔らかくするという正反対の性質を付与す
ることがわかった。調和的揺らぎに対する効
果は水和率に線型的であるが、非調和的揺ら
ぎにはしきい値が存在する。このしきい値は
水和水のパーコレーション転移点であるこ
とが明らかになった。すなわち、水和水が水
素結合によってネットワークを形成し、この
ネットワークが蛋白質全体を覆い尽くす水
和率がしきい値になっている。また、パーコ
レーション転移前後の水和水のダイナミク
スも測定できる方法を開発した。 
４．蛍光性非天然アミノ酸導入系の設計
と作製およびFRETによる非天然構造や
US 複合体の揺らぎ測定：計画班員の芳
坂貴弘教授の開発した方法により、SNase の
野生型と天然変性蛋白質モデル系となる変
異型に対し、蛍光ドナーとアクセプターとな
る 2種類の非天然アミノ酸を導入した変異体
を 5 種類作製できた。これらについて FRET
を観測できたが、定量的な解析にはいたらな
かった。さらに折り畳まれた状態と変性状態
とで FRET の差を検出したが、これも定量的
解析にはいたっていない。蛋白質の精製に問
題のあることが判明しており、現在その改善
に取り組んでいる。この方法は、任意の箇所
に蛍光性残基を導入できるため、変性構造の
特徴づけには有効であると期待される。 
５．構造を形成するが活性を失った変異体の
解析：天然変性蛋白質モデル系の作製の過程
で、構造を形成しながら酵素活性を失った
SNase の変異体を得た。活性部位を含まない
44－49 残基の欠損体（44-49）と 114－119
残基の欠損体（114-119）である。このため、
失活の要因を解明するという新しいテーマ
を含めた。114-119 は、基質結合能を失って
おり、そのため酵素活性がないことが分かっ
たが、44-49 は基質結合能を有しており、熱
安定性も野生型より向上している。リガンド
フリーの状態とリガンド結合状態の結晶構
造解析を行ったところ、折り畳み構造は欠損
部位を除き同一であった。触媒残基である
E43 とリン酸基及び加水分解に関与する水
との関係もほとんど変化がない。リガンドフ
リーの状態での E43 の配向には大きな違い
があり、この残基の運動性が欠損により失わ



れていることがわかった。このため、揺らぎ
の変化が失活の原因と考えられた。そこで、
欠損した部分を全てアラニンに置換した変
異体を作製した。活性がわずかに獲得された
が野生型の 1 割以下であった。結晶構造解析
の結果、アラニン変異体の揺らぎは野生型よ
りもはるかに大きくなっていた。この結果よ
り、制御された揺らぎが活性に重要であると
推測した。 
６．揺らぎと機能の関係：これまでの研究の
結果、立体構造だけでは機能は決定せず、立
体構造に基づく構造揺らぎが機能発現には
必須であることが示された。また、ランダム
な熱揺らぎだけでは不十分であり、配列にプ
ログラムされた制御された揺らぎが必要で
あることも示唆された。蛋白質を設計するた
めには、構造だけではなく構造が規定する揺
らぎも設計する必要がある。今後は、生理的
に意味のある揺らぎと単なる熱揺らぎの違
いを検出する方法論の開発が必要となるで
あろう。 
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