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研究成果の概要（和文）：蛋白質は最も多様性にとみ、高い機能性を示す分子である。ライフサイエンスの研究分野は
言うに及ばず、近年では医薬品への応用などより身近な存在になりつつある。しかしながら、我々は未だ、蛋白質を自
在に設計し、望みの機能を実現する手法を手にしていない。本研究では、蛋白質の基本部品（エレメント）の同定を試
み、その応用可能性を検討してきた。その結果、エレメントの組み替えによって蛋白質の機能を自在に改変できる可能
性を見いだすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Nowadays, artificially engineered proteins are utilized in various life science ar
eas. In addition, engineered proteins are known to be one of promised candidates for next generation drugs
. However, effective methods for rational design of artificial proteins have not been developed. Using com
prehensive alanine insertion mutation analysis, we have revealed that regions of several subsequent amino 
acid residues in a protein, named as "Element", are responsible for the function and structure. In this wo
rk, we established a working hypothesis that those elements act as building blocks in the proteins, and ve
rified it. In the result, by implanting the elements from a protein into another protein with a different 
function, we successfully modified the protein function as we wish. This success implies that the elements
 act as a kind of building-block to mediate a particular protein function, and will enable us to design an
 artificial protein rationally.
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質は、特定のアミノ酸が並ぶことによ
って初めて蛋白質としての特徴を示すよう
になる。この事実は、物質としての基本単位
がアミノ酸 1残基であるものの、蛋白質らし
さを司る、配列の連続性を反映した基本単位
が存在することを示唆している。 
 蛋白質構造予測法の中で、高い予測率を示
すアルゴリズムの一つに、 Fragment 
assembly 法があげられる。このアルゴリズ
ムでは、予測対象のアミノ酸配列を 10 残基
程度の Fragmentに分割し、Fragmentごと
に予測した構造を組み合わせ、最適化するこ
とによって全体構造を予測する。この手法の
成功は、連続する 10残基程度の配列の中に、
構造を司る情報が暗号化されていることを
暗に示している。しかしながら、その暗号が
どのように一次配列上に記述されているの
かは明らかにされていない。申請者らは、配
列の連続性に注目し、アラニン残基を挿入す
ることによって配列を分断し、その効果が構
造や機能に与える影響を調べてきた（網羅的
アラニン挿入変異解析）。その結果、配列の
分断が構造や機能に著しい影響を与える領
域は、数残基から 10 残基程度の連続した領
域を形成し、そのような領域が蛋白質中に複
数存在することを明らかにしてきた。さらに、
複数の蛋白質に対して、網羅的アラニン挿入
変異解析を適用した結果、このような領域が
蛋白質一般に存在することが明らかとなっ
た。 

２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえ、本研究では、網羅的
アラニン挿入変異解析によって抽出された
領域が、構造や機能を司る基本単位（エレメ
ント）であるとの作業仮説に基づき、この仮
説の検証、並びに、エレメントを用いた蛋白
質工学実現のための基盤整備を行うことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、仮説の検証、並びに、蛋白質
工学的応用を目的として、機能が異なるもの
の、類似した構造を示す 2つの蛋白質に注目
し、（1）構造に関するエレメントの位置保存
性の検証、並びに、（2）機能に関与する領域
の移植による機能改変の可能性を検証した。 
 研究開始時に、すでに構造エレメント・機
能エレメントを同定していた黄色ブドウ球
菌由来の核酸分解酵素（SNase）に加え、本
研究では、SNase と類似構造を示し、異なる

機能を有する、ヒト由来転写調節因子 p100
蛋白質の C 末端ドメイン（TSN ドメイン）を
モデル蛋白質として選択した。TSN ドメイン
の結晶構造はすでに報告されており、配列一
致度は 15％にもかかわらず、SNase と類似し
た構造に、90 残基程度のドメイン（Tudor ド
メイン）が挿入された構造を有している。（1）
の構造エレメントの位置保存性を検証する
ために、TSN ドメイン（TSN）の発現・精製系
を構築し、TSN に対して網羅的アラニン挿入
変異解析を行った。さらに、（2）のエレメン
トの移植による機能改変の検証を目的とし、
SNase の機能エレメントを TSN に移植した人
工蛋白質を作製し、その核酸分解活性の評価
を行った。 
 
４．研究成果 
（1）構造エレメントの位置保存性 
 図に、TSN 並びに SNase に対して行った網
羅的アラニン挿入変異解析のα1 からβ5 に
至る領域の結果を示している。縦軸は天然状
態の円偏光二色性（CD）とアラニン挿入変異
体の CD の相対値を示している。SNase では、
65 残基周辺、73 残基周辺にアラニンを挿入
すると著しく天然構造が失われ、この領域が

構造エレメントであることを示している。
TSN でも、その長さは異なるものの、類似し
た領域に構造エレメントが存在しているこ
とがわかる。この結果から、配列保存性が低
くても、類似した立体構造を有する蛋白質の
間では構造エレメントが類似した場所に保
存されていること（構造エレメントの位置保
存性）を示すことができた。 
 構造エレメントを規定する要因を明らか
にするために、アミノ酸の性質や立体構造を
指標とした各種パラメータと比較したとこ
ろ、構造エレメントに位置するアミノ酸残基
は、他の領域と密に接触し、単位アミノ酸残
基あたりの接触表面積が高くなっているこ
とがわかった。次ページの図は、接触表面積
分布とアラニン挿入による蛋白質の変性度
の比較を示している。図から明らかなように、
構造エレメントに位置するアミノ酸は例外
なく高い接触表面積を示している。ここでは
示さないが、先に示した、TSN と SNase の構
造エレメントの長さの違いも、接触表面積分
布で説明することができた。以上の結果より、
網羅的アラニン挿入変異解析によって同定
される構造エレメントは、分子内の接触密度
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によって規定されていることが示唆された。 

（2）機能に関与する領域の移植による機能
改変の可能性 
 SNase では、機能に関与するエレメントが
5 つ同定されている。しかし、現在まで機能
エレメントを決める閾値については検討さ
れてこなかった。そこで、本研究では、野生
型との比活性を指標として、30%と 1%を閾値
として機能エレメントを再定義し、これらの
機能エレメントを下図ように、TSN の立体構
造上、SNase の機能エレメントが存在する位
置に移植した人工蛋白質を設計し作製した。 

 
 いずれの人工蛋白質でも、TSN が本来示さ
ない、核酸分解活性を示すことが明らかとな
った。興味深いことに、1％を閾値とした場
合、30％を閾値とした場合、いずれの条件に
おいても、同程度の核酸分解活性を示すこと
が明らかとなった。30％を閾値とした場合に
は、全配列に対し 56％の領域を移植する必要
があったのに対して、1％を閾値とすること
で 23％の領域を移植するだけで、機能を再現
することができた。以上の結果から、機能エ
レメント抽出の基準が実験的に見積もるこ
とができただけでなく、機能エレメントの移
植によって、機能そのものを移植することが
可能であることが実証された。この実験結果
は、機能エレメントが機能を司る基本部品で
あり、原理的には、これらの領域のみによっ
て機能が実現されていることを示唆してい

る。 

 
 現在得られた人工酵素は、SNase に比べ
1000 分の 1程度の活性しか示さない。現在の
分子設計では、構造エレメントと機能エレメ
ントを同時に考慮した分子設計にはなって
おらず、今後、構造の最適化を考慮した分子
設計を試み、人工酵素での機能最適化を試み
る必要がある。しかしながら、本研究は、従
来その実現が困難であった、Building block
を基本とした分子設計の実現可能性を示す
ものであり、蛋白質分子設計法に対して新た
な境地を切り開く成果であるといえる。 
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