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1章 緒言 

1-1. タンパク質の構造揺らぎと機能 

タンパク質は 20 種類のアミノ酸で形成されるポリペプチド鎖である。一本鎖のタンパク

質は、一般的に残基間の非共有結合(van der Waals力、水素結合、静電相互作用、疎水性相

互作用)と共有結合(ジスルフィド結合)によって折りたたまれ、自由エネルギー的に最安定

な立体構造(いわゆる天然構造)を形成する。タンパク質の立体構造は、X 線結晶構造解析や

核磁気共鳴法などにより原子座標決定がされている。2014年には、約 10万件の立体構造が

蛋白質構造データバンク(Protein Data Bank: http://pdbj.org/)に登録されている。タンパク質

の特異的な立体構造は、タンパク質と標的の複合体の原子座標決定によって、機能発現に

重要な働きがあることがわかっている 1-5。しかし、水溶液中でのタンパク質の立体構造は、

天然構造で常に存在しているわけではなく、それより自由エネルギー的に不利な状態(高エ

ネルギー状態)との間に化学平衡が成り立っており、天然状態から変性状態の幅広い構造空

間を揺らいでいる。タンパク質の構造揺らぎは、分子認識などの機能発現やアミロイドな

どのミスフォールディング病に重要な働きがあるといわれている(Fig. 1.1)
6-15。例えば、高エ

ネルギー状態が機能に関わる例としてジヒドロ葉酸還元酵素 (DHFR)がある。DHFR は、活

性中心が closed型と occluded型、open型の 3つの構造を持つことが、NMR スピン緩和解析

からわかっている 6-7。反応の変化に伴いこれら 3 つのコンホメーションの分布率が変化す

るが、最安定構造に対し他の 2 つのコンホメーションの分布率は低く、立体構造解析は困

難である。一般的にはこのような高エネルギー状態は存在確率が低く、分光学的に捉える

ことは困難であるため、その立体構造や機能的意義はよくわかっていない点が多い。本研

究では、ユビキチンの高エネルギー状態を模倣した変異体を合理的に設計し、高圧力 NMR

法により精密な立体構造と機能発現機構を明らかにすることを目的とする。 

 

 

http://pdbj.org/
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Fig. 1.1 生体内のさまざまなイベントに関わるタンパク質の構造揺らぎ 
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1-2. 高圧力 NMR法 

高圧力下で核磁気共鳴(NMR)測定を行うことで、高圧力 NMR 法は、分布率の小さい高

エネルギー状態を原子分解能で捉えることのできる強力な方法である 16,17。タンパク質の立

体構造や分子構造の揺らぎは、温度、圧力、溶媒条件によって摂動を受ける。そのうち圧

力摂動は、部分モル体積が小さい状態を安定化する。タンパク質水溶液に圧力を加えると、

タンパク質の二面角などに変化が見られ、体積が小さい状態が安定化される。状態間のギ

ブズ自由エネルギー差∆G と平衡定数 K の関係式と∆G を圧力について一次項までテイラ

ー展開した式が①式である。 

∆𝐺 =  −𝑅𝑇ln𝐾 =  ∆𝐺° + ∆𝑉°(𝑝 − 𝑝0)・・・① 

R は気体定数、T は熱力学温度、V は状態間の体積差、p は圧力である。∆V°状態間の部

分モル体積差である。タンパク質は、一般的に構造の秩序性が失われるほど、天然状態で

存在する内部の空隙が表面に露出し、部分モル体積が小さくなるため、加圧により状態間

の体積差に応じて、高エネルギー状態が安定化される。NMR法は、タンパク質のフォール

ディング研究でよく使用される蛍光スペクトルや赤外吸収スペクトルなどに比べ空間分解

能が高く、原子分解能で解析を行うことができ、ほかの分光器と比べて情報量が非常に多

い。多次元NMR法が基礎にある近代の NMR法は、立体構造だけではなく、分子構造の揺

らぎや安定性に関わる様々な情報を得ることができる。耐圧セル方式で行われる高圧力

NMR法(Fig.1.2)では、検出器内に設置した耐圧セルにステンレスチューブにつながったハ

ンドポンプにより、加圧して測定を行う。NMR 分光器には手を加えないため、最先端の

NMR機器を用いたあらゆるNMR測定が可能である。そのため、距離情報(NOE)や Jカッ

プリング、残余双極子相互作用 (RDC)による結合角度の測定に基づく、立体構造研究とス

ピン緩和解析による分子構造のダイナミクス研究が可能である。水溶液中でのタンパク質

のこれらの情報は他の手法で得ることは難しく、高圧力NMR法は高エネルギー状態の研究

において非常に強力な方法である。 
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Fig. 1.2. 耐圧セルを用いた高圧力NMR法のシステム 
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1-3. ユビキチンの構造揺らぎ 

ユビキチンは、76 残基の小さなタンパク質で、NMR 解析でよく使われるモデルタンパ

ク質の一つである。ユビキチンは、真核生物でアミノ酸配列が高度に保存されていること

が知られている。その一方、原核生物には存在しない。その小ささとは裏腹にユビキチン

は、多様な生体反応に関わっている。例えば、分解のターゲットとなるタンパク質の翻訳

後修飾を行い ATP 依存的なタンパク質の分解に関わる。他にもシグナル伝達、DNA の修

復など 18,19 に関わっていることが知られている。この機能は、ターゲットに結合したユビ

キチン同士の結合様式の違いによって決まることが知られている。ユビキチンには 7 つの

Lys残基があり、ポリユビキチンを形成するとき、これらの Lysとユビキチン C末端の Gly

が結合する。この時、どの Lys残基に結合するかにより、その後の機能が変わる。例えば、

Lys48を介したポリユビキチン鎖が結合したタンパク質は、プロテアソームに運ばれ、ATP

依存的なタンパク質の分解が行われる。これは生体内で不要となったタンパク質を分解す

る役割がある。ポリユビキチン鎖の形成機構は、はじめにユビキチンとユビキチン活性化

酵素 E1 が複合体を形成する。次にユビキチン結合酵素 E2 と、ユビキチン転移酵素 E3

によって C 末端部分が標的のタンパク質もしくは標的と結合状態にあるポリユビキチン鎖

と結合する。ポリユビキチン化された標的タンパク質は、プロテアソームに輸送され、分

解される 20。2004年に「ユビキチンを介したタンパク質分解の発見」の功績により、Aaron 

Ciechanover、Irwin A. Rose、Avram Hershkoの 3人がノーベル化学賞を受賞している。

Lys48 以外にも例えば Lys63 を介したポリユビキチン鎖は、シグナル伝達とエンドサイト

ーシスと膜タンパク質の輸送と DNAの修復に関わっている 20。さらにはモノユビキチン化

されたユビキチンはクロマチンが調整する転写に関わっている 20。 

ユビキチンの立体構造を Fig.1.3 に示す。ユビキチンの立体構造は、2 つの平行

-sheet(1:1-7, 5:64-72)、3つの逆平行-sheet(-sheet 2 :10-17、-sheet 3:40-45、-sheet 

4 :48-50)、1-helix(1-helix:23-34)、310-helix (2-helix:56-59)及びループで構成されている。
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ユビキチンと相互作用を行うタンパク質(脱ユビキチン化酵素 DUB、ユビキチン相互作用モ

チーフ UIMなど)は、L8、I44、V70を中心とした共通の疎水性パッチで相互作用すること

が、ユビキチンとリガンドの構造解析 21-27などから知られている。 

 

 

 

NMR法によるスピン緩和測定と原子間距離情報に基づいて、動的な構造アンサンブルの

解析 (dynamic-ensemble refinement DER28、 ensemble refinement with orientational 

restraints EROS29、refinement for native proteins using a single alignment tensor 

ERNST30)が行われている。構造アンサンブルの解析は、水溶液中におけるタンパク質の構

造変化を原子分解能で理解するための強力な手法である。DER はオーダーパラメーターと

NOEs によって、ピコ秒からナノ秒で揺らぐ構造アンサンブルを再構成する。EROS と

ERNST は、残余双極子相互作用(RDC)と核オーバーハウザー効果 NOEs によって、ピコ

 

Fig. 1.3. ユビキチン野生型の結晶構造(PDBID:1UBQ) 

-helixを赤色、-strandを青色で示す。 
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秒から数十マイクロ秒で揺らぐ構造アンサンブルを再構成する。これらの解析によってユ

ビキチンは L8、I44、V70 の疎水性パッチを囲む 1-2間のループと3-4間のループが、

構造的に揺らいでおり、タンパク質の認識に重要 21-27であることがわかっている。 

高圧力 NMR法によれば、ユビキチンの天然構造(N1)と準安定構造(N2)と局所変性構造 I

と変性状態Uは、水溶液中で Fig. 1.5のような平衡状態で存在することが知られている 30,31。

N2構造は、3000気圧下で座標決定がされている 30。30 気圧でN1は約 85%、N2は約 15％

存在し、3000気圧ではN1は約 23％、N2は 77％存在することが分かっている。N2状態で

は R42と V70をつなぐ 2つの水素結合が弱まっており1-helixの配向が変わり、疎水性コ

アが部分的に水溶液中に露出する 30,31。ほかにも、C末端アミノ酸残基(アミノ酸残基 70-76

残基)に構造上の大きな違いが表れる。また、局所変性構造 I は 8、33-42 番が局所的に変

性している構造である 30,32。これらユビキチンの高エネルギー状態は、E1-E2-E3カスケー

ド反応を有するホモログ群で保存されていることが知られている 31,32。さらに N2 構造、I

構造で構造が変化している部位は、E1 や E2 との相互作用部位である 33-38。これらの点か

らN2構造がE1との相互作用に重要な働きをしていることが示唆されている 30,32。しかし、

高エネルギー状態がどのように分子認識と関わっているかは、いまだわかってはいない。

ほかの問題点として、N2 状態の立体構造解析に使われたキャピラリー型耐圧セルの感度が

低く、二次元NOESYスペクトルで解析されているため精度が悪い 30,31ことと、N2状態の

存在確率が、77%と低いことなどが挙げられる 30-32。 
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本論文では、先行研究より高精度かつ高感度で、十分に N2状態の存在確率が高い条件で

座標決定を行い N2状態の意義を明らかにした。耐圧セルの改善により、耐圧性を高めるこ

とは重要であるが、3000 気圧以上では局所変性状態 I や完全変性状態 U などの準安定状

態 N2以外の高エネルギー状態の分布率も増加するため、準安定状態 N2の選択的な安定化

は困難である。２章では、準安定状態 N2の選択的な安定化のために、N2状態を模倣した変

異体を作製し、ダイナミクスと安定性の検証を行った。３章では、高圧力 NMR 法により

N2状態が安定化した変異体の解析を行い N2状態が 97%分布している状態で座標決定を行

った。この立体構造をもとに N1-N2 状態転移と標的との結合機構の関係について検証を行

った。4 章では、2 章と 3 章の結果についてまとめ、ユビキチン N2状態の機能的意義を明

らかにした。 

 

Fig. 1.4. 高圧力NMR法によって明らかになったユビキチンの構造揺らぎ 40 

黄色: N2状態で N1状態と比べ配向に変化が見られた部位 

赤色: 変性状態にあるアミノ酸残基 
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2章 N2状態を模倣した Q41N変異体の合理的設計と性質 

2-1. 緒言 

1.3で、ユビキチンの機能、構造、ダイナミクスは、様々な生化学的、生物物理学的手法

により研究 1-8が進められているが、高エネルギー状態の 1 気圧下における研究は、まだ進

んでいないことを示した。これの最大の問題は、1気圧において、高エネルギー状態のみを

存在させることが、野生型ではできないためである。そこで、高圧力下で変化した相互作

用部位を特定し、アミノ酸変異によってそれを模倣することにより、高エネルギー状態と

類似した立体構造をもつ変異体を作製できるか試みた。我々は 30 気圧下の N1状態の立体

構造と 3000 気圧下における N2状態の立体構造比較を行い、N1-N2状態転移に関わる 2 つ

の重要な相互作用を発見した(Fig.1.1)。 

 

 

Fig. 2.1. 高圧力下で切断されている相互作用 

30気圧下の立体構造(PDB: 1v80)を青色で、3000気圧下の立体構造を赤色で示す。 

(A)K11, E34間の塩橋周辺、(B)I36カルボニル基と Q41水素結合周辺である。 

これら二つの相互作用が高圧力下で切断されている。 
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一つは、K11と E34の間にある塩橋である。もう一つは I36の主鎖のカルボニル基と Q41

の側鎖のアミノ基との間にある水素結合である。特に I36 と Q41 はユビキチンホモログ群

で進化的に保存されているアミノ酸残基である 9。アミノ酸置換法により、我々はこれら 2

つの相互作用を切断、もしくは減弱する変異体 (K11A、E34A、Q41A、Q41N)を作製した。

K11A、E34Aは高圧力下で切断されている K11-E34間の塩橋を切断した変異体である。同

様に Q41A は、I36 のカルボニル基と Q41 のアミノ基間の水素結合を切断した変異体であ

る。Q41Nは、Q41→Nのアミノ酸置換により、水素結合を減弱した変異体である。 

 

2-2. 実験方法 

2-2-1. 試料調製 

 ユビキチン野生型と全ての変異体は、Escherichia coli の BL21(DE)株に形質転換を行い、

安定同位体を用いた最少培地により発現した。超音波破砕後、上澄みを 20 mM酢酸ナトリ

ウム緩衝液 pH 4.5 で透析を行った。その後、陽イオン交換クロマトグラフィー(SP 

Sepharose: GE health care)およびゲル濾過クロマトグラフィー(Sephadex G-50: GE 

health care)で精製を行った。陽イオン交換クロマトグラフィーでは 400 mM 酢酸アンモ

ニウムを含む、20 mM 酢酸ナトリウム緩衝液 pH 4.5で溶出を行った。 

NMR で使用した蛋白質の濃度は 1-2 mM であった。緩衝液は 7% D2O を含む 20 mM 

d-TrisHCl pH 7.2、298 Kで行った。 Vps27のユビキチン相互作用モチーフ (UIM)は、

Vps27 の 256-278 の領域の配列を用いた 24 残基のペプチドである。配列は

YPEDEEELIRKAIELSLKESRNSA であり、P2-A24 が Vps27 配列である。サンプルは、

Fmocアミノ酸を用いて、固相合成法により合成した。その後、逆相クロマトグラフィーで

精製を行い。紫外可視分光光度計によって濃度を決定した。 
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2-2-2. NMRの測定と解析 

 NMRのアミノ酸残基の帰属に関わる測定は、すべて 298 Kで DRX-600 (1H: 600M Hz) 

spectrometer( BrukerBioSpin Co.)を使用した。野生型と Q41Nの帰属は、15N,13C 二重標

識されたタンパク質により、CBCA(CO)NH、HNCACB、HNCA、HN(CO)CA、HNCO、

HN(CA)CO 、 HBHACONH 、 HCC(CO)NH 、 (H)CC(CO)NH 、 HCCH-TOCSY 、

CCH-TOCSY10、15N edit TOCSY-HSQC、15N edit NOESY-HSQC、13C edit NOESY-HSQC

で帰属を行った。K11A、E34A、Q41Aの HSQCスペクトルの帰属は、15N ラベルされた

サンプルを使用し、15N edit NOESY-HSQCおよび 15N edit TOCSY-HSQC実験に基づい

て、野生型及び Q41N の信号帰属を参照して行った。1H 化学シフトのリファレンスには

DSS (4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid)のメチル基のシグナルを使用した。デー

タは全て TOPSPIN 1.1(BrukerBioSpin Co.)と NMR Pipe11で処理を行った。シグナルの帰

属と解析にはNMRView12と KUJIRA13を利用した。高圧力NMRの測定は、15N標識され

たユビキチンで行い、野生型の測定についてはDRX500 (BrukerBioSpin Co., 500.13 MHz、

理化学研究所播磨研究所)とハンドメイドのキャピラリー型耐圧セル 14を、Q41N の測定に

は DRX600 (BrukerBioSpin Co., 1H: 600.23 MHz)または Avance Ⅲ (BrukerBioSpin Co., 

1H: 800 MHz)とセラミックスタイプの耐圧セル (Daedalus Innovations)15を用いて行った。 

15N緩和解析は、15N 標識されたユビキチンを使用し、298 Kと 278 Kにおいて、DRX-600 

spectrometer (BrukerBioSpin Co.、1H:600.23 MHz)と Avance Ⅲ (BrukerBioSpin Co.,、

1H:950.33 MHz) を使用し、使用したパルスシークエンスの選択と解析は文献 16を参考に

行った。ユビキチンのモデルフリー解析は、Model Free 4.1517と FAST-Modelfree18プログ

ラムを使用し、軸対称性のタンブリングモデル(axially symmetric molecular tumbling)に

よって行った。15N-1Hの結合長と 15N化学シフト異方性は 1.02 Åと-170 ppmを使用した。 

 



18 

 

2-2-3. Cleanex-PM測定 

Cleanex-PMは水とアミド水素が交換している残基を観測する方法である 19。全ての測定

は 15N 標識されたユビキチンを使用し、298 K において DRX-600 spectrometer 

(BrukerBio Spin Co.) を使用した。測定の混合時間mは 5、10、15、20、25、50、100 ms

で行った。水-アミド水素の交換反応の解析は式(1)で示される。 

I

𝐼0
= 𝑘

(𝑅1𝐴 + 𝑘 − 𝑅1𝐵) × (exp(−𝑅1𝐵 × 𝜏𝑚) − exp(−𝜏𝑚(𝑅1𝐴 + 𝑘)))⁄ ・・・(1) 

k は疑一次水アミド水素交換反応に対応する交換速度定数である。R1Aは Cleanex と縦

緩和速度の複合関数であり、R1Bは水の縦緩和速度であり、0.6 s-1を使用した 19。 

I0 は Fast-HSQC 測定の信号強度を使用した。信号強度 Iの変化を混合時間mに対して

プロットし、式(1)にフィットし k および R1Aを得た。 

 

2-2-4. UIM滴定実験の解離定数の解析 

UIM滴下実験における、UIM結合状態の分布率Pは、化学シフトの変化量 、100%UIM

結合状態における化学シフトの変化量 max、Mは測定条件における UIMとユビキチンの

割合 [UIM]/[UB]、A=Kd/[Ub]として、(2)式と(3)式のように表すことができる。解離定数

Kdは、これらの式を用いて Origin 7.0によって Aを共通のパラメータとして、∆𝛿𝑚𝑎𝑥を個

別のパラメータとしてフィッティングと解析 20を行った。 

𝑃 =
{1 + M + A − [(1 + M + A)2 − 4M]0.5}

2
 ・・・(2) 

∆δ = ∆𝛿𝑚𝑎𝑥𝑃・・・(3) 
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2-2-5. 熱力学的解析 

 N1状態と N2状態の分布率が 100%の状態の時の化学シフトをN1、N2とすると、観測さ

れた化学シフト、N1 状態の化学シフト 𝛿𝑁1
、N2 状態の化学シフト 𝛿𝑁2

を用いて、平衡定

数 Kは式(4)のようにあらわされる。 

𝐾 =
𝛿𝑁1

− δ

δ − 𝛿𝑁2

・・・(4) 

さらに圧力に対するギブズ自由エネルギーの差Gp は、状態間の部分モル体積差 Vを

用いて、式(5)のように表すことができる。p0は Q41Nの解析では 1気圧とした。 

∆𝐺𝑝 = −𝑅𝑇 ln 𝐾 = ∆𝐺° + ∆𝑉°(𝑝 − 𝑝0)・・・(5) 

式(4),(5)から化学シフトの圧力依存性は式(6)のようにあらわすことができる 

δ =
𝛿𝑁1

+ 𝛿𝑁2
exp [−

∆𝐺° + ∆𝑉(𝑝° − 𝑝0)
𝑅𝑇 ]

1 + 𝑒𝑥𝑝 [−
∆𝐺° + ∆𝑉°(𝑝 − 𝑝0)

𝑅𝑇 ]
・・・(6) 

熱力学解析のためには 15N 標識された野生型と Q41N のサンプルを用いて、各圧力におけ

る化学シフトを観測した。圧力に対して化学シフトをプロットし、G、Vを共通のパラ

メータとして、𝛿𝑁1
と𝛿𝑁2

を残基ごとのパラメータとして熱力学量を求めた。N1 状態と N2

状態の部分モル体積の差は、Q41N のアミノ酸変異によってほとんど変化しないと仮定し、

Q41Nの解析では、Vは野生型と同じ値を用いた。 
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2-3. 結果 

Fig. 2.2に、15N標識されたユビキチンの野生型と変異体 K11A、E34A、Q41A、Q41N

の 1H/15N HSQCスペクトルを示す。 

 

野生型との化学シフト差は、多くのアミノ酸残基で K11AE34A<Q41A<Q41Nとなって

いる(Fig. 2.2)。化学シフトは立体構造の変化をしめすことから、最も大きな化学シフト変

化が見られた Q41Nは、最も大きな構造変化をしていると期待される。 

 

Fig. 2.2. ユビキチン野生型と変異体(K11A、緑; E34A、青; Q41A、紫; Q41N、赤)の

1H/15N HSQC スペクトル 

 実験は 1-1.5 mMのタンパク質濃度で 20 mM Tris-HCl 7% D2O pH 7.2で 298 Kで行

われた。信号の帰属は野生型のスペクトルをもとに 15N-edited TOCSY-HSQCと 

NOESY- HSQC によって行った。大きく化学シフトが変化したアミノ酸残基の信号を

23 (○)、42 (×)、44 (×)、45 (∗) 、50 (+)、68 (○)、70 (+)で示す。直線で同じWTと Q41N

の同じ残基を結んだ。アミノ酸変異による信号の変化は、直線的である。 



21 

 

 

Fig. 2.3. 野生型とQ41Nの化学シフト() (A) amide 1H、(B) amide 15N、(C) 13C、 (D) 

13Cα、(E) 1Hα 
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Q41N と野生型の化学シフト(HN、NH、C、H、C’)の差を Fig. 2.3 に示す。大きな化

学シフトの差が観測されたのは、1-helixと1-3間のループ、3-strand、C末端 5-strand

である。特に大きな化学シフト変化を示したのは、アミノ酸置換部位である 41の周辺を除

けば、27、30、70と 71のアミノ酸残基である。特にNH、C、H、C’の化学シフト変化

は主鎖の二面角に敏感であり、主鎖の構造変化を反映する。化学シフト変化は、NMR観測

時間より速い構造の揺らぎがある場合、その存在比に応じた加重平均の値をとる。 

 

 

 

Fig. 2.4 は変異により大きな化学シフト変化が観測された領域のアミノ酸の相対的な化

学シフト変化を示している。各変異により化学シフト変化量の割合が類似していることか

ら、アミノ酸変異によって、変異体間で共通の高エネルギー状態が安定化したことを意味

する。 

 

Fig. 2.4. 野生型を 0、Q41N を 1 としたときの変異に対する 15N 化学シフトの相対

的変化。化学シフト変化の大きい 23、27、28、33、36、43-46、68-70、72 残基を

表示した。 
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先行研究において、293 Kのユビキチン野生型は、30 barから 3 kbarへ圧力を変化させ

ることによって、N1 から N2 への構造転移をすることがわかっている 2-6。アミノ酸変異

(Q41Nと野生型)による化学シフト差と、圧力摂動(野生型, 30 barと 3 kbar)による化学シ

フト差の間には相関が存在した(Fig. 2.5)。これはアミノ酸変異によって、圧力摂動と同様

に N2状態の分布率の増加したことを示唆する 4,6。 

 

 

Fig. 2.5. アミノ酸置換 (Q41→N41)と野生型の圧力摂動(1 bar→3 kbar)による化学シ

フト変化の関係。 (A) amide 1H、(B) amide 15N、(C)13C’、(D) 13Cα 、(E) 1Hα を示

す。すべて 66-72のデータ数を使用し、相関係数 Rを算出した。 



24 

 

我々は高圧力NMR法により、野生型と Q41NのN2状態の熱力学的解析を行った。Fig. 

2.6に、野生型(A)と Q41N(B)の高圧力 NMR法による各圧力のHSQCスペクトルの重ね合

わせを示す。高圧力NMRの測定は、250気圧刻みで野生型は 3000気圧まで、Q41Nは 2500

気圧まで行った。野生型の 7、8、33、42、70などの残基の 1Hと 15Nの化学シフトは、圧

力に対して、シグモイド状に変化を示した(Fig. 2.7 A,B)。 

 

 

 

Fig. 2.6. (A)野生型および(B)Q41N変異体の HSQCスペクトルの圧力変化 

野生型は 30 barから 3000 barまで測定した。Q41N変異体は 1 barから 2500 barまで

測定した。V70の化学シフト変化を矢印で示す。 
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Fig. 2.7. 圧力摂動に対する7、8、33、42、70アミノ酸残基の化学シフト変化 

 (A) 野生型ユビキチン pH 4.7、293 K.16 (B) 野生型ユビキチン pH 7.2、298 K. (C) 

Q41Nユビキチン変異体 pH 7.2、298 K. G、Vを共通のパラメータとしてフィット

した結果を曲線で示す。 
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N1-N2 の状態転移によるギブズ自由エネルギーの差 Gと状態転移における部分モル体

積の差 Vを共通のパラメータとして、圧力に対する化学シフトのプロットから値を見積

もった (Table 2.1)(実験方法 熱力学的解析を参照)。 

 

 

 

 

 

Table 2.1. 高圧力 NMR 法によるユビキチン野生型および Q41N 変異体の N1-N2構

造転移に伴う熱力学的パラメータと化学シフト 

 

    WT pH4.7, 293 K WT pH7.2 298 K Q41N pH7.2 298 K 

G°(kJ/mol) 3.9 ± 0.16 3.4 ± 0.13 2.2 ± 0.3 

V°(ml/mol) 22.7 ± 0.9 24.7 ± 0.8 24.7   a 

7H N1 8.65  ± 0.03  8.70  ± 0.02  8.40  ± 0.07  

 
N2 9.16  ± 0.03  9.13  ± 0.02  8.97  ± 0.01  

8H N1 9.09  ± 0.03  9.10  ± 0.02  9.10  ± 0.05  

 
N2 9.48  ± 0.02  9.50  ± 0.02  9.11  ± 0.01  

33H N1 7.41  ± 0.02  7.40  ± 0.02  7.60  ± 0.05  

 
N2 7.51  ± 0.02  7.51  ± 0.02  7.71  ± 0.01  

42H N1 8.47  ± 0.03  8.42  ± 0.02  8.07  ± 0.10  

 
N2 8.77  ± 0.02  8.78  ± 0.02  9.16  ± 0.01  

70H N1 9.34  ± 0.03  9.32  ± 0.02  9.12  ± 0.05  

 
N2 8.81  ± 0.03  8.79  ± 0.02  9.00  ± 0.01  

42N N1 123.09  ± 0.08  123.23  ± 0.07  123.91  ± 0.3  

 
N2 127.69  ± 0.07  127.68  ± 0.06  120.03  ± 0.01  

70N N1 130.12  ± 0.18  129.42  ± 0.17  127.66  ± 0.50  

  N2 118.69  ± 0.17  118.52  ± 0.13  121.34  ± 0.01  

a For the analysis of Q41N, the V value of WT at pH 7.2 (-24.7 ml/mol) is 

used , as a constant. 
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pH 7.2、298 Kにおける野生型のGは、3.4  0.1 kJ/mol、Vは、24.8  0.8 kJ/mol

と見積もることができた。これは、先行研究である pH4.7、293 K のデータを同様の方法

で再解析したものとほとんど変わらなかった。Q41Nの圧力に対する化学シフト変化を Fig. 

2.7 Cに示す。Q41Nの化学シフトは、野生型と比べ変化量が小さいが非線形な変化を示し

た。これはアミノ酸変異によってN2状態の分布率が１気圧に置いて既に増加していること

を示唆している。そのため、圧力に対する化学シフト変化のプロットは、野生型のシグモ

イド変化の後半部分に対応すると考えた。Q41NでもN1とN2の状態間のVは、野生型の

それと同じと仮定すると、Gは2.20.3 kJ/molと見積もることができた。また Q41N変

異体は、1気圧下においてN2状態の分布率が 71%まで増加していることが明らかとなった。

ただし、Q41Nにおいては、転移の一部しか観測されていないため、Vを変数とした解析

では良好な値が得られなかった。 

15N緩和解析により、Q41Nの構造変化を測定した。Fig. 2.8 A、Bに 15N緩和速度解析

の結果を示す。マイクロ秒からミリ秒の構造変化を反映する 15N 横緩和速度 R2 は野生型

(A)と Q41N(B)で大きな違いが見られた。野生型は、23、25、70 を除き、タンパク質全体

で、おおよそ一定の値を有している。2 状態(a、b)の化学交換がある場合、R2 値は式(7)の

ようにあらわすことができる。 

𝑅2 = 𝑅2,𝑎
0 + 𝑅2,𝑏

0 + 𝑅𝑒𝑥 ,  𝑅𝑒𝑥 =  
∆𝜔2𝑝𝑎𝑝𝑏

𝑘ex
・・・(7) 

R2,a0
、R2,b0はそれぞれ状態 A、B が有する固有の横緩和速度であり、Rexは化学交換によ

る緩和速度である。二状態の化学交換がある場合、Rexは、その存在比 pa pbと構造間の立

体構造の違いに由来する化学シフト差()とその交換速度 kex によってあらわすことがで

きる。化学シフト差は磁場の強度に依存する値である。また、化学交換速度は、温度の低

下によって遅くなる。そのため状態 a、bの存在比が温度や磁場によって変わらないとして

も、Rex は磁場と強度に依存することになる。そのため、温度、磁場強度に依存的する R2

値が局所的に増加することは、マイクロ秒からミリ秒の分子構造の揺らぎがあることを意
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味する。 

先行研究 6 において、野生型の 3000 気圧下では1-helix、1-3 間のループ、3-strand

の部位に R2値の増加が見られる (Fig. 2.8 E)。この R2値の増加は、N2状態の分布率の増

加または状態転移速度の低下と考えられる。野生型では、１気圧では温度、磁場強度の変

化に対して、ポリペプチド全般でわずかな増加が見られた。これは R2,a0、R2,b0に対するそ

れらの寄与と考えられる。一方で、R2 の局所的な増加はあまり観測されなかった。このこ

とは野生型では、N2 状態の存在確率が小さく、化学交換の効果が比較的小さいことを意味

する。それに対して、Q41Nでは低温度(278 K)、高磁場(950 MHz)で1-helix、1-3 間の

ループ、3-strand で R2値の局所的な増加(Fig. 2.8 C、D)が見られた。Q41Nにおける R2

値の増加は、アミノ酸変異により、高圧力下と同様にN2状態の分布率が増加したことを意

味する。温度の低下により、R2 値の増加が顕著見られたのは、状態転移の速度が低下し、

Rexの観測に適した状態転移速度になったためであると考えられる。 
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Fig. 2.8. (A) ユビキチン野生型および(B)Q41N変異体の横緩和速度(R2) 解析結果(1H 

600.23 MHz 298 K 灰色; 278 K青色、1H 950.33 MHz 298 K 緑; 278 K 赤) 

600 MHz NMRでは、緩和のための時間を20-280 ms間で10点、950 MHz NMRでは

緩和のための時間を20-150 ms間で7点を測定した。19、37、38はプロリン残基であ

るため、24、53はピークが消失しているため測定できなかった。ユビキチン野生型 (○) 

とQ41N変異体(●)の異なった(C)温度(278 Kと298K)および(D)磁場( 1H 950 MHzと

600 MHz)で測定した横緩和速度の差。(E)ユビキチン野生型の293 K、1H 800 MHz

における3000 気圧と1気圧の横緩和速度の差。36番は信号が高圧力下において消失

するため測定できなかった。また二次構造を図の上に示す。 
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さらなる詳細な解析のため、278 K、600 MHzにおける 15N緩和解析(R1、R2、NOE)の

結果を Fig. 2.9 A、B、Cに示す。ナノ秒からピコ秒の状態転移を示す R1と NOEは野生型

と Q41Nではほとんど違いが見られなかった。 

 

 

Fig. 2.9. ユビキチン野生型(●)とQ41N変異体(棒グラフ)の15N緩和速度解析の結果

(pH 7.2, 278K) 

全てのデータは1H 600.23 MHz 15N 60.83 MHzで測定した。(A) 15N 縦緩和速度, R1. 

(B) 15N 横緩和速度、R2. (C) 異種核核オーバーハウザー効果、15N-NOE. モデルフリ

ー解析の結果(D) オーダーパラメータ S2. (E) Internal correlation times, τe. (F)化学

交換による 15N 横緩和速度の寄与 Rex. モデルフリー解析は、ModelFree version 

4.15とFAST-Modelfreeで解析を行い。 axially symmetric molecular tumblingで解析

を行った。回転相関時間は8.1 ns で行い。BMRB( 11505)にデータを登録した。 
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 Lipariと Szaboにより 17,18,21、15N横緩和速度(R2)と 15N縦緩和速度 (R1)と 1H-15N異種

核オーバーハウザー効果により、タンパク質の分子構造の揺らぎを解析する方法としてモ

デルフリー解析が提案されている。これはN-H結合の単純な円錐状の運動eと構造変化に

よる緩和速度への寄与 Rexを仮定(Fig. 2.10)17,18,21し、その分子構造の揺らぎを見積もる手

法である。Fig. 2.10中のNとHはそれぞれアミド窒素とアミド水素である。 

 

その計算結果を Fig. 2.9 D、E、Fに示す。ピコ秒からナノ秒の主鎖構造の規則性を示すオ

ーダーパラメーターS2は、1-hleixの真ん中である 28番を除いてほとんど違いが見られな

かった (Fig. 2.9 D)。ピコ秒からナノ秒のN-H結合の分子振動であるeは、構造が柔らか

く外に露出している C末端で一致が見られた (Fig. 2.9 E)。マイクロ秒からミリ秒の構造転

移を反映する緩和速度 Rexは、Q41N では 13、14、23、25、28、29、33、71 などで増加

が見られる。さらに、これらの残基は高磁場、低温で R2値に変化が見られた残基(Fig. 2.8)

と一致しており、N1-N2状態転移による Rexへの寄与と考えられる。 

先行研究 18において、野生型では圧力摂動によりN2状態の分布率が増加し状態転移速度

が遅くなることにより、Rexの増加が観測されている。Q41Nの場合、アミノ酸置換による

N2 状態の分布率の増加と低温にすることで状態転移速度を遅くなることで Rex を観測する

ことができた。ここから野生型と Q41N で状態転移速度は、おおよそ一致していると考え

られる。 

 

Fig. 2.10 Lipariと Szaboによるモデルフリー解析の図 
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次に我々は、タンパク質の安定性を調べるために、水 -アミド水素交換 NMR 

( CLEANEX-PM NMR)法 19の解析を行った。CLEANEX-PM HSQCスペクトルと HSQC

スペクトルの重ね合わせの図を Fig. 2.11に示す。さらに CLEANEX-PMによって見積られ

た水-アミド水素交換速度定数の値を Fig. 2.12 A(野生型), Fig. 2.12 B(Q41N)に示す。

CLEANEX-PM NMR 法は、水と交換しているアミド水素を観測する方法である。野生型

で水とアミド水素の交換が観測された残基は、立体構造(PDB: 1d3z)によるとすべて外側に

アミド水素が向いている残基である (Fig. 2.12 C)。Q41Nは、それに加えて、31-33、35、

40、41番で水とアミド水素の交換が観測された。これらの残基は、1-helixの終わり、1-3 

間のループ、3-strandの始まりにかけての領域であり (Fig. 2.12 D)、N1-N2状態転移が生

じている領域と一致する。高圧力NMR法 2-6と高圧力分子動力学計算 8によって、1-helix、

1-3 間のループ、3 strand、C 末端 5-strand は、分子内空隙が構造変化することによ

り、水が浸入すると示唆されている。水-アミド水素交換が観測されたこれらの残基は、こ

れらの結果を支持している。これらの結果から、Q41NはN2状態の分布率が増加した影響

によって、1-helix の終わりから 3-strand の始まりにかけての局所的に水-アミド水素交

換反応が生じていることが示された。 
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Fig. 2.11. (A)ユビキチン野生型と(B)Q41N変異体の CLEANEX-PM-fastHSQC(赤)

と fastHSQC (黒) スペクトル 

残基番号は水-アミド水素交換反応が観測された残基について示した。 
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Fig. 2.12. (A)ユビキチン野生型と(B)Q41N変異体の水-アミド水素交換速度定数 

(C、D)水-アミド水素交換速度定数 k が速い残基(k  > 1 s−1)を赤色、遅い残基(1 s−1 > k  > 0.01 s−1 )

を橙で野生型ユビキチンの立体構造上(PDB: 1D3Z)に示す。(C:野生型、D:Q41N変異体) 
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 UIM は、ユビキチンと相互作用する Vps27 の相互作用部位(256-278)をモチーフとして

設計された 24 残基のペプチドである。UIM は多くのタンパク質輸送に関わるタンパク質

でみられる配列であり、Vps27は UIMによってエンドサイトーシスと液胞タンパク質の機

能発現に関与している 20。その配列は YPEDEEELIRKAIELSLKESRNSA である。UIM

はすでに遊離状態と複合体の立体構造とその解離定数(Kd = 270 M)が知られている 20。

UIM は、ユビキチンの共通の相互作用界面 21,23である L8-I44-V70 の疎水性パッチで相互

作用することが知られている。我々は滴定実験から UIM との相互作用界面にある残基(7、

11、13、41、43、44、46-48、69-72)の化学シフト値の変化量を用いて、解離定数を求めた

(Fig. 2.13、2-2-4 UIM滴定実験の解離定数の解析を参照)。 

 

 

Fig. 2.13. 298 Kにおける(A)ユビキチン野生型と(B)Q41N変異体のUIM滴定実験によ

る 15N化学シフト変化 

滴定実験はすべて 2状態モデルで解析を行った。解離定数 Kdの算出には 13残基 (7、11、

13、41、43、44、46、47、48、69、70、71、72)によって行った。 
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解離定数は野生型で 210  11 M、Q41N 230 ± 30 Mとなり、野生型と Q41Nでは、ほ

とんど違いが見られなかった。さらに UIM 結合状態(WT:UIM=1:3.4)と遊離状態の野生型

と Q41Nの 1Hと 15Nの化学シフト差を Fig. 2.14に示す。 

 

UIM結合状態と遊離状態では、ほとんど化学シフト差がみられなかった。これは、UIM

結合状態において、N1-N2状態転移が生じていない事を示し、UIM の結合による構造変化

と N1-N2状態転移は互いに独立した分子運動であることが示された。 

 

2-4. 考察 

2-4-1. 圧力とアミノ酸変異による効果 

 今回、我々は、圧力摂動で見られた構造揺らぎをアミノ酸変異により再現することに成

功した。例えば、Q41Nの化学シフト変化は1-helix、1-3 間のループ、3-strand、5-strand

で観測された。この結果は加圧による野生型の化学シフト変化と一致している、これは先

行研究 4,6とも一致した。緩和解析や野生型の高圧力 NMR 実験の結果は、これらの領域で

 

Fig. 2.14. UIM結合状態(●)と遊離状態(棒グラフ)におけるユビキチン野生型とQ41N変

異体の化学シフト差 (上: アミド水素、下:アミド窒素) 

UIM結合状態はUB:UIM=1:3.4で測定をし、その条件で約 75-80%のユビキチンが結合

している。 
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分子構造が変化していることを示す。高圧力NMR法による熱力学的解析によれば、1気圧

で N1:N2は 29:71になることが示された。 

 タンパク質への圧力摂動の寄与は、二状態間のギブズ自由エネルギーによって式(5)のよ

うに関連づけることができる。変性状態と天然状態の部分モル体積の差は、折りたたまれ

ることによって形成された空隙の体積変化と水和量の変化によって決まる。一般的に折り

たたまれた天然状態は、空隙を持つため最も部分モル体積が大きく、変性状態は最も部分

モル体積が小さい。そのため、加圧により、部分モル体積の小さな変性構造が安定化され

る。 

 アミノ酸置換は、温度や圧力と全く違う効果を及ぼす。アミノ酸置換は、分子内相互作

用変化させる。今回、我々が示した Q41→N のアミノ酸置換は、1-3 間のループと

3-strand間に存在している I36の主鎖のカルボニル基とQ41の側鎖のアミノグループの距

離を C-C結合長分だけ短くする。このアミノ酸置換によって、1-helixから3-strandの分

子構造の変調を加え、N1状態を選択的に不安定化させたため、相対的にN2状態の分布率の

増加を引き起こしたと考えられる。 

 

2-4-2. 高エネルギー状態の構造的な特徴 

 1気圧下において、Q41NはN2状態が 71%存在する変異体である。Q41Nは、野生型で

存在する I36 の主鎖のカルボニル基と Q41 の側鎖のアミノ水素の間に存在する水素結合が

弱まり、Q41N の1-3 間のループと3-strand 間の距離が離れると考えられる。この水素

結合は、ユビキチンファミリーの中で高い保存性がある水素結合である。Q41Nは、この水

素結合を不安定化させたため、N41のアミノ基は野生型の Q41のアミノ基より、溶媒へ露

出していると考えられる。しかし、CLEANEX-PM の解析によれば、N41 のアミノ基で、

水-アミノ水素交換反応が観測されなかった。N41の側鎖はタンパク質内部に存在し、野生

型の Q41と同様にアミノ基が溶媒から保護されていると考えられる。MOLMOLによって、
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Q41Nの 2500気圧下の立体構造(PDB: 2RD6, 3章)をもとに水素結合の計算を行った。N41

は 20 構造中 5 構造で P37 のカルボニル基および Q40 のカルボキシル基と２つの水素結合

を形成している。また、N41は、20構造中 8構造で、どちらか一方と水素結合を形成して

いることが分かった。そのため、Q41N における N41 のアミノ基は、20 構造中合計 13 構

造で 1つ以上の水素結合を形成していることになる。また、Q41Nの 2500気圧下において、

N41 アミノ基と P37HD 間に帰属される NOE と N41 アミノ基と Q40HB 間に帰属される

弱いNOEが観測されていることから、N41のアミノ基と P37と Q40の側鎖は隣接してい

ると考えられる。そのため、N41はP37もしくはQ40と水素結合を形成していることから、

N41 のアミノ基が溶媒から保護されていると考えられる。その一方で、I36 と N41 周辺で

ある1-helixと3 strandで、水-アミド水素交換反応が観測された。これはN1-N2状態転移

によって、局所的に安定性が低下していることを意味する。 

Q41Nにおいて、1-helix中央におけるマイクロ秒からミリ秒の分子構造の揺らぎを反映

する R2値は増加している。この分子構造の揺らぎによって、タンパク質のパッキングが弱

まり、水がタンパク質内部へ浸入し、水-アミド水素交換反応が進行すると考えられる。水

が蛋白質内部へ浸入することにより生じる相互作用の変化は、N2 状態を安定化させる。ま

た、K11A、E34Aより Q41A、Q41NのほうがN2状態を安定化した。これは I36の主鎖の

カルボニル基と Q41の側鎖のアミノ水素間に存在する水素結合のほうが、K11と E34間に

ある塩橋より、N1 状態を強く安定化させていることを意味する。水素結合の減弱という観

点では、Q41Aの方が Q41Nに比べ大きな効果が期待されたが、化学シフト変化や R2解析

からは、Q41N の方が若干小さな変化となった。この結果についての明確な理由は無いが、

A41では分子内部のC末端領域に存在する疎水性相互作用によりN1状態を安定化する効果

が生じたのかもしれない。K11-E34 間にある塩橋は、もともとタンパク質表面に露出して

いる塩橋として発見されたものである。その一方で、水溶液中では非常に弱く相互作用し

ているため 24-26、野生型のユビキチンにとって、N1状態の安定性に強く寄与する重要な相
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互作用ではないと考えられる。 

 

2-4-3. ユビキチンの分子認識メカニズム 

 ユビキチンは、DNAの修復やクロマチンの再構造化や ATP依存的なタンパク質の分解

など、非常に多くの機能を有するタンパク質である 27。これらの多くの場合で、ユビキチン

は、ユビキチン活性化タンパク質 E1、ユビキチン結合タンパク質 E2 、ユビキチン転移酵

素 E3を介して標的に結合する。NEDD 8や SUMOなどユビキチンホモログ群でも同様の

カスケードで標的に結合する。多くの場合、標的に結合したユビキチンは共通の疎水性パ

ッチ(L8-I44-V70) で、相互作用するということがわかっている。しかし、I36 を活性中心

として1-helixと2-strandで標的タンパク質と結合することもある 28,29。また、C末端の

5-strandで標的と結合することもある 47,48。ここで N2状態の構造の揺らぎとタンパク質

の機能発現の相関関係を解明するのは重要な問題である。 

 スピン緩和解析により、野生型の化学交換による R2への寄与 Rexは、I23、N25、T55、

V70のアミノ酸残基で、観測される 30,31。I23、N25、T55は空間的に1-hleixのN末端の

周辺に存在する。1-hleixのN末端の残基である Gly24は、Asp52状態もしくは Gly53と

水素結合を形成する。この 2 つの状態は、化学平衡状態にあり、X 線結晶構造解析によっ

て原子座標が決定されている 32。ユビキチンは、Gly24-Asp52 が水素結合を形成した状態

もしくは Gly24-Gly53 が水素結合を形成した状態の間を構造的に揺らいでいる。この構造

的揺らぎの R2への寄与が、野生型でみられる I23、N25、T55 残基の Rexとして観測され

ていると考えられる。N2 状態の存在確率の小さい野生型で観測されているこの構造揺らぎ

は、天然状態の構造アンサンブル内の揺らぎと位置づけられ、N1-N2状態転移とは関わりが

ないと考えられる。 
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2-4-4. まとめ 

高圧力 NMR 法で観測された蛋白質の構造および分子構造の揺らぎの特性に基づいた合理

的なアミノ酸変異は、タンパク質の特定の状態を増幅するための新たな戦略である。我々

は、このアプローチが、タンパク質の高エネルギー状態の構造や機能の研究において、強

力な方法であることを示した。合理的に設計されたユビキチン Q41N は、1 気圧下で 71%

分布している変異体であり、加圧により N2状態を増幅できることを示した。また、I36 の

カルボニル基と Q41N の側鎖アミノ基の水素結合が N1-N2状態転移に重要であることを示

した。  
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3章 ユビキチン準安定構造 N2の 1気圧と 2500気圧における立体構造解析 

3-1. 緒言 

 高圧力NMR法によって、ユビキチンは天然状態 N1と変性状態Uと 2つの高エネルギー

状態(準安定構造N2、局所変性構造 I)の間に化学平衡が成り立っており、構造的に揺らいで

いることが明らかにされている 1-5。北原らは、3000気圧下で 77% N2状態が分布した野生

型ユビキチンの立体構造を決定した。しかしながら、立体構造解析に使われたキャピラリ

ー型耐圧セルの感度が低く、二次元 NOESY スペクトルで解析されているため、感度と精

度に技術的な問題があった 6。さらには N2状態の分布率が、77%と十分に高くないことな

どが問題点としてあげられている。そこで、圧力摂動の影響のない 298 、1気圧(N2状態の

分布率=71%)と, N2状態の分布率が大きい 298 K、2500気圧(N2状態の分布率 = 97%)の条

件で Q41N 変異体の原子座標を決定した。今回、我々が使った耐圧セルはキャピラリー型

耐圧セル 7より約 9倍感度の良いセラミックスタイプの高感度耐圧セル 8である。さらに三

次元 NOESY-HSQC スペクトルをもとに解析を行った。分布率と感度の問題を解決し、精

密な高エネルギー状態の座標決定に成功した。 

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. 試料調製 

ユビキチン野生型と全ての変異体は Escherichia coli によって発現し精製した (2 章 

2-2-1. 試料調製を参照)。2.0 mM Q41N変異体を 7% D2O を含む 20 mM d-TrisHCl pH 7.2 

中で原子座標決定と帰属のための測定を行った。 

 

3-2-2. NMRの測定と構造計算 

 Q41Nの信号帰属は、1気圧下において三重共鳴NMR法により行った 5,6。1気圧におい

て、立体構造計算に使う距離情報の収集は、13C/15N ラベルされた Q41N サンプルを用い
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て、15N edit NOESY-HSQC、13C edit NOESY HSQC、13C edit aromatic  NOESY-HSQC

によって行った。二面角の束縛条件としては、化学シフトから TALOS10 により二次構造

を予測し、-helixと予測された残基を200 <  < 80、40 <  < 220、-strandと予測

された残基を120 <  < 20、100 <  < 0として計算条件に加えた。さらに 15N edit 

HNHA測定 11を行い 3JHNHA カップリングの値から主鎖の角の二面角角度制限(3JHNHA > 

8: 160 <  < 80、3JHNHA < 6:90 <  < 40)を行った。さらに 1H-15N 残余双極子相互

作用(RDC)の測定 12から、主鎖 NH ベクトルの磁場配向情報を収集し、立体構造計算に用

いた。RDCの測定 12は 7 mg/mlの pf1ファージを加えて測定を行った。構造計算における

RDCの比重は 0.05(5%)として計算を行った。 

 2500気圧下における信号帰属は、15N edit HSQC、13C edit HSQC、2D-H(N)CO実験を

500 気圧毎に測定し、1 気圧の信号帰属からの連続的変化として決定した。13C/15N 

simultaneous edited NOESY HSQC (Mixing time 100 ms)を 298K, 2500気圧で測定し、

距離制限を計算に加えた。主鎖の二面角 、は、TALOS+10を使って、1 気圧下と同様の

制限を与えた。 

すべての立体構造決定は、CYANA 3.9313を用いて、NOESYの信号帰属を行った後、立

体構造計算を行い、構造の精密化とエネルギー最適化を TIP3P の水モデルを用いて

AMBER 1114によって行った。 

 

3-3. 結果と考察 

N2状態の分布率が増加した Q41N変異体について、距離情報と角度情報から立体構造の

決定を行った。Fig. 3.1 Aに 1気圧 298 Kにおける Q41Nの立体構造である。Table.3.1に

示すのが、解析および統計の結果である。この構造は N1:N2の分布率が 29:71 の時の平均

構造であり、N2 状態が 100%分布したときの立体構造ではない。しかし、構造計算ソフト

(CYANA19)のアルゴリズムでは NOE の強度の6 乗で二原子間の距離が決まり、もともと
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信号強度の小さいマイナー状態であるN1の影響は小さく、信号強度の大きいメジャー状態

である N2状態の立体構造を、計算結果は十分に反映していると考えられる。また、常圧下

であるため、圧力による構造圧縮の影響がない。Q41N (green)と野生型 の 30 barの構造

3(N1、blue)と野生型の 3 kbarの構造 3 (N2、red)を重ね合わせた図がFig. 3.1 Bである。Q41N

の立体構造は1-helixと1-3 間のループ、C末端5-strandの配向がN1構造から変化して

いる。しかし、ユビキチンの共通の相互作用部位である L8-I44-V70の疎水性パッチはほと

んど変化がない。 

 

 

 

 

Fig. 3.1. 気圧 298 Kにおける Q41N変異体の立体構造 

(A)リボンモデル。 (B)Q41N の 20 個のエネルギーが低かった主鎖の立体構造(緑、PDB 

entry 2RSU)と 30 気圧におけるユビキチン野生型の 10 個の立体構造(青、PDB entry 

1V80)、3000 気圧下におけるユビキチン野生型の 10個の立体構造 (赤、PDB entry 1V81)

の重ね合わせたステレオ図。分子構造は 1-23、45-70残基で重ね合わせた。Q41Nの立体

構造は CYANA 3.93で計算を行い。エネルギー最適化を AMBER11で行った。 
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Table 3.1 1気圧、298 KにおけるQ41N変異体の立体構造計算の束縛条件と計算結果a 

Restraints used in the structure calculation 

 
Number of distance constraints 1445 

 
Number of  angle constraintsa 36 

 
Number of  and  angle constraintsb 80 

 

Number of angle constraints by residual dipolar coupling 

constraintsc 
67 

Residual violations in the CYANA calculation 

 
Target function values (Å) 3.99 ± 0.04 

 
Number of van der Waals restraints violationsd 3 

 
Number of residual dipolar coupling restraints violationsd 3 

Residual violations after AMBER energy minimization 

 
Close contacts 1 

 
Distance deviation > 0.2 Å (number of violations) 0.23 ± 0.02 

 
RDC deviation (|Hz|) 0.74 ± 0.33 

Geometric statisticse 

 
average backbone atoms RMSD to mean (Å) 0.21 

 
average heavy atoms RMSD to mean (Å) 0.65 

Ramachandran analysisf 

 
most favored regions (%) 87.5 

 
additional allowed regions (%) 12.5 

 
disallowed regions (%) 0 

20 structures with the lowest target function are selected out of 200 structures 

calculated with CYANA3.93 from randomized starting structures. Atomic 

coordinates and structure constraints are deposited in PDB (2RSU). Signal 

assignments are deposited in BMRB (accession code :11505). aTorsion angle 

constraints obtained from J-coupling constants by three dimensional HNHA 

experiment; 160° <  < 80° for J > 8Hz and 90 <  <40° for J< 6 Hz. bTorsion 

angle constraints from chemicals shifts using the program TALOS plus: -120° <  

< 20°and 100 <  < 0° forβ-sheet, 200° <  <80°and 40 <  < 220° 

forα-helix.1H-15N residual dipolar couplings are used for the angle onstraints 

with 0.5 Hz error. The weight of the RDC constraints in the CYANA calculation is 

set to be 0.05.dConstraints violated in > 6 structures. eRMSD for residues 

1-70.fRamachandran analysis for residues 1-74. Pro and Gly are not involved in 

the evaluation. 
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2 章 Fig.2.3 で 1 気圧において Q41N と野生型で大きな化学シフト変化(HN、NH、C、

H、C’)が観測されたのは、1-helixと1-3 間のループ、3-strand、C末端 5-strandの

アミノ酸残基であることを示した。アミノ酸置換部位 Q41 の周辺を除けば、27、30、70

と 71のアミノ酸残基で大きな化学シフト差が観測されている。NH、C、H、C’の化学シ

フト変化は主鎖の二面角に敏感であるため、これらの残基で大きな構造変化が観測された

と考えられ、立体構造の結果と定性的に一致している。 

SHIFTX214により Q41Nの立体構造から化学シフトの逆計算を行った。Fig. 3.2に逆計

算の結果を示す。計算による化学シフトと実験的な化学シフトには強い相関がみられた(相

関係数は、HNは 0.90、NHは 0.91、C’は 0.87、Cは 0.99、H0.94、Cβは>0.99であった)。 
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Q41N の構造的な特徴は、1-helix の配向を除き、3 kbar における野生型の立体構造 3

と非常によく似ており、圧力および Q41→N アミノ酸置換によって分布率が増加する N2

構造は、同一であると考えられる。我々は Q41Nの残余双極子相互作用 RDCによってNH

ベクトルの磁場配向角度の解析を行った。RDC は配向剤中において僅かに生じた双極子カ

ップリングから、タンパク質全体の配向と結合の角度を算出する方法である。Q41Nの RDC

値をもとに野生型の 30 barの構造(N1: PDB 1v80)と 3 kbarの構造(N2: PDB 1v81)から、

タンパク質の配向と NH 結合の角度の計算を行い、タンパク質の立体構造と配向情報から

RDC値の逆計算を行った。Q41NのRDC値をもとにQ41Nの立体構造から逆計算したRDC

 

Fig. 3.2. 立体構造から SHIFTX2を用いた化学シフトを逆計算した値と実験結果の相関 

縦軸: SHIFTX2による逆計算の結果、横軸：実験値 

全ての化学シフトの計算は 1気圧 298 KにおけるQ41Nの立体構造(PDB: 2RSU)をもと

に SHIFTX2 version 1.07 を用いて計算を行った。SHIFTX2 と実験結果の相関係数は

HN: 0.90、NH: 0.91、C’: 0.87、C: 0.99、H:0.94、Cβ: >0.99であった。 
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値は、23-43 のアミノ酸残基でずれが見られた。そのずれは N1構造では平均 4.1 Hz、N2

構造では 2.5 Hzであった。そのため、Q41NはN1構造よりN2構造に近い立体構造を有し

ていることが示唆された。 

ユビキチンの構造アンサンブルの解析は EROS15、ERNSR16、DER17などで解析が行わ

れている。DERはNOEsとオーダーパラメーターによって構造の精密化を行っており、ピ

コ秒からナノ秒の速い構造揺らぎを反映する。EROSと ERNSTはNOEsと RDCsによっ

て構造の精密化を行う解析である。RDCsは、ピコ秒から数十マイクロ秒の比較的遅い構造

の揺らぎの情報を含んでいる。 

これらの構造アンサンブルと野生型ユビキチンの立体構造と 1 気圧 Q41N の立体構造を

用いて、主成分解析(PCA)を行った。PCAの結果を Fig. 3.3に示す。Q41Nの立体構造は、

3つの構造アンサンブル(EROS、ERNST、DER)より野生型の 3 kbarの構造に近いことが

わかった。N1-N2状態転移は 1-10 sの時間スケールで揺らいでおり、N2状態は N1状態の

構造アンサンブルから逸脱した状態である 15,16,17。PCA の結果から、疎水性パッチで相互

作用したユビキチン-Vps27 UIMの複合体構造(1Q0W)は N1の構造アンサンブルに含まれ

た状態であるので、Q41N の立体構造は、UB-UIM 複合体とは異なっているということが

分かった(Fig. 3.3) 23,24。これは、UIM結合に伴う構造変化と N1-N2状態の分子構造の変化

が互いに異なることを示している。さらに N1-N2 状態転移が疎水性パッチの構造変化にほ

とんど影響がないこと、野生型と Q41Nの UIMに対する相互作用の強さにほとんど変化が

ないこと(2章 Fig. 2.13)、野生型と Q41Nの化学シフト差が、遊離状態とUIM複合体状態

でほとんど変化がないこと(2章 Fig. 2.14)を説明することができる。 
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 Q41Nは、2500気圧下において 97%のN2状態が分布しており、N1状態の影響がほとん

ど見られない純粋な N2状態にある。我々は純粋な N2状態の立体構造を決定するために、

2500 気圧下における Q41N の立体構造計算を行った。立体構造計算は、1245 個の距離制

限と72個の二面角の制限で行った(Table 3.2 Restraints used in the structure calculation)。

エネルギー最適化された 20 個の構造の解析結果、主鎖の RMSD 値は、0.35Å と 1 気圧下

において通常の NMR 試料管で決定される構造と同等の収束結果となった(Table 3.2 

Geometric statistics)。また、ラマチャンドランプロット (Table 3.2 Ramachandran 

analysis)は既知の立体構造の統計的な二面角との比較解析から、得られた構造の統計的な

妥当性を示す。2500 気圧における Q41N の立体構造を基に解析した結果、most favored 

 

Fig. 3.3. ユビキチン野生型と 1気圧における Q41Nの立体構造の主成分解析の結果 

×:ERONST 構造アンサンブル(2KOX)、+:EROS構造アンサンブル(2K39)、×:DER構造

アンサンブル(1XQQ)、●:UB-UIM複合体(1Q0W)、●:30気圧におけるユビキチン(1v80)、

●:3000 気圧におけるユビキチン(1v81)、×:1 気圧におけるユビキチンの NMR 構造

(1d3z)、●:1気圧におけるユビキチンの結晶構造(1UBQ)、●:1気圧における Q41N(2RSU) 
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regions と additional allowed regionsの和が 99%を超えているため、1気圧下において通

常のNMR試料管で決定される構造と同等の精度といえる。 

 

 

 

ユビキチンの N1状態 (野生型、1 気圧)と N2状態 (Q41N、298 K、2500 気圧)の立体構

造を比較したものが Fig. 3.4である。 

Table 3.2. 2500気圧、298 Kにおける Q41N変異体の構造計算の束縛条件と計算結果 a 

Restraints used in the structure calculationb 

 
Number of distance constraints 1245 

 
short range, |i-j|≤1  669 

 
medium range, 1<|i-j|<5 189 

 
long range, |i-j|≥5 387 

 
Number of angle constraints 36 

 
Number of and  angle constraints 80 

Residual violations after AMBER energy minimization 

 
Close contacts 1 

Geometric statisticsc 

 
average backbone atoms RMSD to mean (Å) 0.35 

 
average heavy atoms RMSD to mean (Å) 0.85 

Ramachandran analysisd 

 
most favored regions (%) 83.2 

 
additional allowed regions (%) 16 

a20 structures with the lowest target function are selected out of 200 structures 

calculated with CYANA3.93 from randomized starting structures. bBackbone φ and 

ψ angle constraints were obtained from the chemical shifts of Cα, Hα, H, N, and C′ 

using the TALOS+ program: for α-helix, -120°< φ <-20° and -100°< ψ <0°, and for 

β-sheet, -200°< φ <-80° and 40°< ψ < 220°. Energy minimization was performed in 

explicit water (TIP3P) at 2500 bar and 298K using AMBER11. Atomic coordinates 

and structural constraints are deposited as PDB entry 2RU6. Signal assignments are 

deposited as BMRB entry 11547. cRMSD for residues 1-70 are calculated by the 

program MOLMOL. dRamachandran analysis was performed for residues 2-75 by the 

program PROCHECK-NMR (8) 
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N1状態 (野生型、1気圧)からN2状態 (Q41N、298 K、2500気圧)の Cの位置の変化を

Fig. 3.5 (A)に示す。Fig. 3.5 (B)、(C)に N1とN2の二面角(、)を示す。純粋なN2状態の

立体構造は、1 気圧における Q41N の立体構造と同様に、野生型と比較すると C 末端 

5-strand (68 番以降の残基)の配向が大きな変化が見られ、それに伴い-helix と-3 間

のループ (33-41)に配向の変化が見られた。そしてこれらの領域で主鎖の二面角に変化が見

られた。構造変化に伴う重要な二面角(、)の変化は、34-42および 68-72の領域でみられ、

～50くらいの変化が観測された。これ以外の領域は、D52 の角と G53 の角を除き二面

角のずれは小さかった。先行研究で、高圧力下の野生型ユビキチンで観測された R42の 1H

と V70 の 13C’ 間の h3J(HN, C’)水素結合スカラーカップリングの測定に基づいて水素結合

の減弱が観測されている 18。高圧力下における C末端5-strandの位置の変化は水素結合の

 

Fig. 3.4. (A)ユビキチン基底状態 N1(PDB: 1d3z)と(B)2500気圧における Q41N変異体

(PDB: 2RU6)の 10個のエネルギー最適化された立体構造 
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減弱を伴うと考えられ、N1→N2への状態変化と一致する。 

 

 注意しなくてはいけないのは、D52の角の値と G53の角の値が野生型 1気圧の構造と

異なっていることである。ただし、TALOS+の二面角予測とは一致している。D52 のカル

ボニル基と E24 のアミド基が水素結合を形成する状態と G53 のアミド基と E24 のカルボ

キシル基が水素結合を形成する状態は、化学平衡状態にあることが知られている 19,20,21。ユ

ビキチン野生型が D52-D24間で水素結合を形成する場合、D52の角はおよそ50、G53

の角は100を取る(PDB: 1ubq、1d3z)。一方で、G53-E24間で水素結合を形成する場合、

D52 の角はおよそ、G53 の角はを取る 21(PDB: 3ONS)。今回の構造解析では、

 

Fig. 3.5. ユビキチン野生型(○)と 2500気圧下におけるQ41N変異体(●)の(A)主鎖の

C間の原子間距離と、C)二面角 Φ、Ψ 

ユビキチン野生型の立体構造は、NMR 構造(1d3z)で解析を行った。 

二面角の計算は 10 個のエネルギー最適化された構造で行い。その標準偏差を誤差と

した。 
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これらの部位で報告されている最安定な構造(PDB: 1d3z)ではなく、G53-E24間が水素結合

を形成したコンフォメーション(PDB: 3ONS)となったと考えられる。E24、G53 では１気

圧下でHSQC信号が観測されないため圧力効果を評価できないが、D52では構造揺らぎの

増加を示す加圧による R2値の増加は観測されていない。そのため、D52、G53の二面角の

変化は、N1-N2状態転移とは関係ないと考えられる。 

 化学シフトの変化は立体構造の変化を反映する。SHIFTX214を用いて Q41N 2500 気圧

の構造から化学シフトを計算した。実験で求められた化学シフトと SHIFTX2から計算され

た化学シフトの値には高い相関性が見られた(相関係数 R = 0.90(Hn)、0.92 (Nh)、0.99 (C)、

0.94 (H)、0.94(C’)、0.99(C))。 

 Fig. 3.6 に示すのは、1 気圧における野生型の立体構造 (緑、PDBID:1d3z)と 2500気圧

下における Q41N の立体構造 (赤、PDBID:2RU6)とユビキチン-E1 複合体の立体構造(青、

PDBID:3CMM)である。E1-ユビキチン複合体はユビキチンの C末端が E1と相互作用する

ために配向が変化している。このような変化は、ubiquitin associated protein(UBA)や

ubiquitin interacting motif (UIM)などとの複合体では観測されない 22,23。非常に面白いこ

とにNEDD 8も、E1との複合体中でC末端 5-strandの配向の変化が観測されている(Fig. 

3.7)。また、高圧力 NMR 法により、ユビキチンと同様の構造的特徴を有する N2状態が保

存されている。C末端5-strand の構造変化を伴うN1-N2状態転移は、E1-E2-E3カスケー

ドを有するホモログ群で進化的に保存されている 24。そのため、ユビキチンと NEDD 8の

E1分子認識機構は、誘導適合モデルというよりかは、C末端 5-strand の配向が変化した

N2が E1と相互作用する構造選択モデルであると考えられる。 
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Fig. 3.6. ユビキチン野生型(緑、PDB: 1D3Z)と 2500気圧下における Q41N変異体

(赤、PDB: 2RU6)とユビキチン-ユビキチン活性化酵素 E1 の複合体(青、PDB: 

3CMM)。 

E1は灰色で分子表面モデル、ユビキチンはリボンモデルで示した。 

 

Fig.3.7. ユビキチン様タンパク質NEDD 8の遊離状態(緑)とNEDD 8-E1複合体にお

けるNEDD 8(青)の立体構造 
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 非常に興味深いことに、C末端 5-strandの構造変化は、L69S変異体でも観測されてい

る。L69S 変異体は 1H と 15N の化学シフトの変化が、圧力摂動や Q41N などの N2状態の

分布率が増加した状態と類似している 24。例えば、V70 の 15N の化学シフトの大きな高磁

場シフトや I36の 1Hの化学シフトの大きな低磁場シフトが、観測されている。 

さらに興味深いことに 41の Gln残基や 69の Leu残基は、6つのユビキチンサブファミ

リーグループうち NEDD8 とユビキチンが含まれるグループで、アミノ酸の保存性が非常

に高い 23。Q41 の側鎖のアミノ基は I36 のカルボニル基と水素結合を形成している。そし

て L69 は I36 を含むユビキチンの疎水性コアを形成する様々な疎水性残基と疎水性相互作

用を形成している。これらの疎水性相互作用を形成している残基は、サブグループで保存

性が高く 23、N1-N2状態転移のバランスを正常に保つ役割があると考えられる。 

 N2状態の機能的な役割を解明するために、我々は野生型とQ41N変異体の両方について、

Vps27 のユビキチン相互作用モチーフ(UIM)との結合機能を 2 章において評価した。ユビ

キチンの野生型は、N2状態が 20%, Q41NはN2状態が 71% 分布している 5。UIMはエン

ドサイトーシスおよび液胞タンパク質の選択の経路に関係していることが知られている。

UB-UIM の複合体によれば、UIM は L8-I44-V70 の疎水性パッチを中心とする1-strand、

3-strand、5-strand で相互作用することがわかっている。その解離定数 Kdは、野生型が

210  11 M, Q41Nが 230  30 Mであり、N1-N2状態転移が UIMの結合にほとんど影響

を及ぼさない(2章 Fig. 2.13)。しかし、Haririniaらの L69S変異体は Rpn10と S5aのUIM

に対して結合親和性が劣ることがわかっている 24。これらの結果は、UB-UIM 複合体にお

いて、ユビキチンの立体構造は N1状態に類似している点 23から、C 末端 5-strandの配向

が変化する N2状態はUIMとの結合に好ましくない可能性もある。 

 Haririnia らは、L69S を唯一の ubiqiutin 供給源として生育する酵母は高分子量のユビ

キチン化されたタンパク質の増加を示した 24。これは、L69S 変異体を含む酵母において、

ポリユビキチン化の速度が速くなり、過剰にポリユビキチン化された可能性を示すが、ポ
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リユビキチン化されたタンパク質と他の細胞構成物との相互作用が正常に行われず、正常

に代謝されなかったためとも考えられる。Q41Nと L69Sの立体構造は類似していることか

ら、Q41Nにおいても、L69Sで見られた類似した結果が見られるかもしれない。ユビキチ

ンは数多くの細胞機能において、重要な役割を果たしており、様々なユビキチンを標的と

するタンパク質とそれに応じた相互作用機構によって機能を発現していると考えられる。

例えば、L8-I44-V70からなる疎水性パッチは UIMと UBAを含む数多くのタンパク質との

相互作用に関与している。そのため、C末端 5-strandの配向が変化するN2状態の存在確

率が高すぎるとそれらとの相互作用を通じた細胞機能には問題が生じてしまう可能性があ

り、野生型では N2状態を高エネルギー状態として存在させているのかもしれない。 

 N2状態が 97%分布した状態である 2500気圧下の Q41Nの原子座標を決定した。これは

ユビキチンの 1-10 sの時間スケールで生じている N1-N2状態転移を捉え、精密に原子座標

決定に成功したことを意味する。さらに N2状態が UB-E1 複合体中の UB と構造的な特徴

が一致していることを発見した。E1-E2-E3カスケードを介して翻訳後修飾される NEDD8

でもN2状態が存在し、E1との複合体形成に伴いN2状態に似たコンホメーションをとる事

から、E1の分子認識のためにN2状態が準備されていることを示した。 
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4章 まとめ 

 生体高分子であるタンパク質は、一本鎖のポリペプチド鎖が、特異的な立体構造を形成

することで生体内の役割を担っている。タンパク質の高エネルギー状態の立体構造と安定

性を解析することは、その機能発現機構を知る新しいアプローチである。しかし、高エネ

ルギー状態は分布率が低いことから分光学的に捉えることは困難である。核磁気共鳴

(NMR)法はピコ秒から秒という広い時間スケールでの構造の揺らぎを原子分解能で調べる

ことができる強力な手法である。特に高圧力NMR法は、加圧により高エネルギー状態の分

布率を増加させ、高エネルギー状態の特性や原子座標決定を行える優れた方法である。高

圧力NMR法によって、ユビキチンは天然状態 N1と変性状態Uのほかに 2つの高エネルギ

ー状態(準安定状態 N2、局所変性状態 I)の間を構造的に揺らいでいることがわかっている。

ユビキチンの高エネルギー状態は、ユビキチン活性化酵素 E1と相互作用するユビキチンホ

モログ群でのみ保存されており、重要性が指摘されているがその構造や機能的意義に関す

る詳細は分かっていなかった。これを明らかにするために、野生型ユビキチンの 3000気圧

下の座標と 30気圧下の座標を比較することで、N1-N2状態転移を制御する重要な 2つの相

互作用を発見した。ひとつは K11と E34間にある静電相互作用で、もうひとつは I36のカ

ルボニル基と Q41の側鎖の水素結合である。 

  2章でこれらの相互作用の N1-N2状態転移における役割を検討した。これら相互作用を

切断もしくは減弱した変異体である K11A、E34A、Q41N、Q41Aを作成した。変異に伴う

化学シフト変化の大きさは K11AE34A<Q41A<Q41Nとなった。最も大きい Q41Nについ

てさらなる構造揺らぎ解析を行った。圧力摂動と変異による化学シフト変化には相関があ

り、1-helixと1-3 間のループ、C末端 5-strandで大きな化学シフトの変化が観測され

た。さらに Q41N 変異体は 1 気圧下で 71%の N2状態が分布していることが高圧力 NMR

法によってわかった。さらに野生型の 3000気圧下と同様に、マイクロ秒からミリ秒の構造

の揺らぎを反映する横緩和速度 R2値の増加が観測され、N2状態の存在確率の増加が示され
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た。 

 次に 3章で Q41N変異体について精密な座標の決定を行った。N2状態が、71%分布して

いる 298 K, 1気圧下において、距離情報(NOE)と角度情報(RDC、TALOS+)によって立体

構造を決定した。さらに高圧力 NMR 法によって、97%の N2状態が分布した状態 298K、

2500 気圧下で立体構造解析を行った。座標決定された純粋な N2 状態の立体構造は野生型

と比較すると1-helix と1-3 間のループ、C 末端 5-strand の配向が変化しており、特

に C末端 5-strand が大きく変化していた。非常に面白いことに C 末端 5-strandの配

向の変化は、E1-ユビキチン複合体でみられる変化と類似している。これは E1 の分子認識

機構に深くかかわりがあると考えられ、ユビキチンは C末端 5-strandの配向が変化した

N2状態を水溶液中で用意しており、E1の分子認識機構は、誘導適合モデルというよりかは、

N2状態を認識している構造選択モデルであることが示唆された。 

 準安定構造N2の明確な立体構造の決定のためにはN2状態を100%に近い高い分布率にす

ることが求められる。合理的戦略によって設計された点アミノ酸置換と高圧力 NMR法によ

る高エネルギー状態の研究戦略は、他のタンパク質に適用が可能な一般性のある手法であ

り、今後、高エネルギー状態の構造研究が活性化されることが期待できる。高エネルギー

状態の構造研究が進むことにより、高エネルギー状態を標的とした分子創薬研究なども進

むかもしれない。また、高エネルギー状態は、タンパク質の分子認識などの機能発現だけ

ではなく、アミロイドーシスなどのミスフォールディング病などにも関わりがあるといわ

れている。本手法を用いることにより、これらの病気の解明などが進むかもしれない。今

後、高エネルギー状態の構造研究は、発展と創薬研究などへの応用が期待できる。 
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