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概 要 近年、天然変性タンパク質という新たな概念が提案され、注目を集めている。通常のタンパク質が、フォールディ

ングにより一次構造に規定された立体構造を形成し、その構造に基づいた特異的機能を発現するのに対し、天然変性タ

ンパク質は、生理的条件下で、単独では特定の立体構造を持たない。ゲノムプロジェクトは、こうした天然変性タンパク質

と考えられる配列が、ゲノム中に多数ふくまれることを示した。ゲノム情報からの予測によると、細菌よりも高等真核生物に

多く、また、脳神経細胞や細胞核内タンパク質など、タンパク質機能の高次の制御が必要とされる細胞・オルガネラに多

いことから、その生理機能の解明が急がれている。天然変性タンパク質には、配列中に親水性のアミノ酸残基が多く含ま

れることから、通常のタンパク質よりも溶解度が高く、塩析に対しても抵抗性を示すことが予測された。そこで、いくつかの

天然変性タンパク質について、塩存在下ならびに非存在下で、溶解度を比較すると同時に、塩存在下・非存在下で

1H-15N 2D-NMR を測定し比較することで、天然変性タンパク質に特徴的な塩との相互作用が見られるかどうかを観察し

た。 

今回、天然変性タンパク質試料の調製法として、Npro 自己プロテアーゼ融合タンパク質発現系を用いて、精製条件を改

良することで、NMR測定に十分な量の 15N標識された天然変性タンパク質を得ることができた。試料の溶解度を調べた結

果、天然変性タンパク質の多くが、必ずしも高い溶解度を示すわけではないことがわかった。特に、一部の天然変性タン

パク質は、アミノ酸組成に荷電アミノ酸を多く含むにもかかわらず、また、精製途中は溶解していたにもかかわらず、溶液

条件の変化により中性付近の緩衝液にまったく溶けないなど、特異な挙動を示した。天然変性タンパク質の 1H-15N 

2D-NMR スペクトルは、塩を添加することで、ほとんどの残基が低磁場化学シフト変化を示した。しかし、塩の添加による α

へリックス構造の誘起などは見られなかった。多くの残基では 15N 化学シフトは変化せず、1H のみが変化を示した。また、

その変化量は立体構造を持っているタンパク質よりも大きかった。一部の残基に、15N が大きな化学シフト変化を示すもの

があった。 

 

１．研究目的 

生物を構成する主成分の一つであるタンパク質は、高

濃度の塩の存在下では、溶解度が低下し、塩析して沈殿

する。従って、好塩性・耐塩性生物においては、高濃度の

塩によってもタンパク質の溶解度が低下しにくいような特

別なしくみが存在しているのではないか、と考えた。 

一方で、近年、天然変性タンパク質という新たな概念が

提案され、注目を集めている。通常のタンパク質が、フォ

ールディングにより一次構造に規定された立体構造を形

成し、その構造に基づいた特異的機能を発現するのに対

し、天然変性タンパク質は、生理的条件下で、単独では

特定の立体構造を持たない。ゲノムプロジェクトは、こうし

た天然変性タンパク質と考えられる配列が、ゲノム中に多

数ふくまれることを示した。ゲノム情報からの予測によると、

細菌よりも高等真核生物に多く、また、脳神経細胞や細胞

核内タンパク質など、タンパク質機能の高次の制御が必

要とされる細胞・オルガネラに多いことから、その生理機能

の解明が急がれている。 
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申請者はこれまでに、バイオインフォマティクス研究者

（清水佳奈博士、産総研）と密接な共同研究を行い、ラン

ダムにデータベースから選択した 50 種類の天然変性タン

パク質の半網羅的な物性研究を目指して、タンパク質発

現系を構築した（論文投稿準備中）。これまでに、25 種類

の天然変性タンパク質の NMR スペクトルを測定し、その

物理化学的性質、とくにペプチド鎖の柔軟性に関して分

類を行った。研究の過程で、天然変性タンパク質の中に、

高い溶解度を持つものがあることを見出した。これらの天

然変性タンパク質は塩析に対して抵抗性を示すことが予

想される。本研究では、それらのタンパク質試料を利用し

て、（1）通常のタンパク質と天然変性タンパク質において

塩析されやすさに違いがあるか、（2）天然変性タンパク質

の水和状態はどのようになっているのか、（3）通常タンパ

ク質に天然変性タンパク質を連結した融合タンパク質が、

塩析抵抗性を持つか、（4）好塩性･耐塩性生物ゲノム中に、

溶解度の高い天然変性タンパク質が、有意に多く含まれ

ているかどうか、について調べることを目的とした。 

 

２．研究方法 

２．１ タンパク質試料の調製 

（１）発現系の作成 

既に同定済みのヒトゲノム由来機能未知天然変性タン

パク質 5 種、および好熱菌 Hef およびヒト遺伝子修復因子

FANCM 由来天然変性領域 2 種について、大腸菌を用い

てタンパク質を発現するためのベクターを作成した。天然

変性タンパク質の大腸菌発現系は、オートプロテアーゼ

融合発現系を利用して構築した。本実験で使用したオー

トプロテアーゼ融合発現系は、オーストリア生物薬学研究

所のアウアー博士らが開発した、ブタコレラウイルス N 末

端オートプロテアーゼ NPRO のアウアー博士らによる改変

体 NPRO(EDDIE)をコードした人工遺伝子を、T7 プロモー

ター下流につないだ発現ベクター（自作）を用いた 1。表 1

に 示 し た ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 人 工 遺 伝 子 を 、

NPRO(EDDIE)遺伝子の直後に接続し、融合タンパク質とし

た。コントロールとなる立体構造を有するタンパク質として

ヒト Vps4b-MIT ドメイン、マウス ZO1-PDZ1 ドメイン、ユビキ

チン、WW ドメインを利用し、それらとの融合タンパク質の

発現系を構築した（表 2）。なお天然変性タンパク質のリス

トは、共同研究者、清水佳奈博士（産総研）が作成した天

然変性タンパク質領域予測ソフト poodle によって決定され

た 2。 

 

表 1. 今回発現系を作成した IDP のアミノ酸配列ならびに諸性質 
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表 2. 今回コントロールとして使用したフォールドを持つタンパク質ドメイン試料のアミノ酸配列とその立体構造 

 

 

（２）タンパク質試料の調製 

天然変性タンパク質（非融合型）試料は、後述する

NMR 解析に用いるために 15N 標識を行った。当研究室に

おいて、天然変性タンパク質の大量培養生成に最適化し

た培養精製プロトコルに従い、天然変性タンパク質を発現

し精製した。具体的には、15N NH4Cl を単一の窒素源とす

る M9 最少培地を用いて、大腸菌を培養し、IPTG 添加に

よるタンパク質発現誘導後、7～13 時間後に集菌した。菌

体を緩衝液（20 mM Na-phosphate pH 8.0, 300 mM NaCl, 

5 mM EDTA）中で破砕後、遠心分離を行い、上清を除去

後、沈殿をさらに緩衝液（20 mM Na-phosphate pH 8.0, 

300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.2% Triton X-100）で洗浄し

た。その後、沈殿に変性溶液（8 M Urea, 50 mM Tris-HCl, 

300 mM NaCl, 25 mM DTT）10 ml を加え、軽く懸濁した

後、4℃で撹拌しながら 1～3 日かけて完全に溶解した。溶

け残りを遠心分離で除去し、上清を、DTTを含まない変性

溶液で 5 倍に希釈（DTT 終濃度 5 mM）し、Ni カラム（5 ml）

に通すことで Npro-IDP 融合タンパク質を結合させた。8 M 

Urea 存在下で融合タンパク質をアフィニティー精製したあ

と、Npro-IDP が溶出した画分を refolding buffer（1 M 

Tris-HCl, 2 mM EDTA, 10 mM DTT 5% Glycerol, pH 7.5）

に約 3 日間透析し、それをさらに 20 mM Tris-HCl pH 7.5

に透析することで、NPROによる自己切断反応を完結させた。

最終的に、逆相 HPLC で IDP に相当する試料を分取し、

15N 標識の IDP 試料を得た。 

２．２ 各種物性の評価 

（１）通常のタンパク質と天然変性タンパク質の塩析され

やすさの評価 

天然変性タンパク質（非融合型）試料を凍結乾燥し、緩

衝液（20 mM Na-phosphate pH 8.0）中の塩濃度（硫酸アン

モニウム，KCl，NaCl）を変化させて試料（タンパク質）を溶

解したのち、チューブを遠心分離し、上清と沈殿のタンパ

ク質量を SDS 電気泳動による分析することで見積もった。 

（２）天然変性タンパク質の水和状態 
15N 標識天然変性タンパク質（非融合型）試料の NMR

を測定し、1H-15N 2D化学シフト相関スペクトルの比較を行

った。天然変性ペプチドの試料濃度は0.2 mM、測定温度

を 298 K とし、試料を 300 L の 20 mM リン酸緩衝液（pH 

6.55） （塩なし，または 0.5 M NaCl）に溶解してシゲミ社製

NMR 試料管（5 mmφ，微量試料用，生体試料用）に封

入して測定を行った。測定は、筆者の前職である神戸大

学医学研究科に設置してある 600 MHz NMR 装置
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（Bruker Avance III）を用いて行った。 

 

３． 研究結果 

３．１ ヒトゲノム由来天然変性タンパク質の NMR 解析の

ための試料調製法の確立 

本研究の目的は、天然変性タンパク質の水和の状況や

イオンとの相互作用を、溶液 NMR 法により詳細に解析す

ることである。しかし、これまでに、生理活性的に特徴のあ

る個別の天然変性タンパク質を NMR で解析された例は

あるが、多品種の天然変性タンパク質の NMR 試料を統

一されたプロトコルで合成・精製するためのシステマティッ

クな方法論はなかった。一方、一般に、30～100 残基程度

のペプチド～タンパク質ドメインと他の分子の相互作用を

NMR 解析するためには、15N 標識を導入して研究する戦

略が一般的である。しかし、化学合成ペプチドに 15N 標識

アミノ酸を導入するのは極めてコストが高いので、通常は

微生物による発現系、特に大腸菌によるタンパク質発現

系の使用が好まれる。筆者らは、これまでも NMR 試料調

製に特化した大腸菌発現系を複数開発してきたが 3,4、そ

れ自体が立体構造を有しているタンパク質・タンパク質ドメ

インよりも、天然変性タンパク質は大腸菌の内在性プロテ

アーゼによる分解を特に受けやすいことが想定された。今

回利用することとした NPRO 発現系は、ほとんどのタンパク

質を大腸菌の封入体として発現するという特徴がある。封

入体として発現された外来タンパク質は内在性プロテアー

ゼによる分解を受けにくい。NPRO 発現系を利用することに

より、すべての試料につき、15N 標識されたタンパク質試料

を、NMR 測定に十分な純度と濃度で得ることができた（図

1）。 

３．２ 天然変性タンパク質と立体構造を有するタンパク

質の塩析における差異 

ついで筆者らは天然変性タンパク質と一般的なタンパ

ク質の溶解度の差、あるいは、塩析に対する挙動に差が

あるかどうかを調べるために、塩析に一般的に用いられる

硫酸アンモニウムの濃厚水溶液ならびに 2 M KCl、5 M 

NaCl を用いて、溶解度比較の実験を行った。まずはじめ

に KCl / NaCl を用いた塩析実験を行ったが、今回用意し

たいずれの試料（天然変性タンパク質もフォールドしてい

るコントロールも含む）もそれらの高塩濃度溶液では良好

な溶解性を示し、有意な塩析が見られなかった。そこで、

タンパク質濃度をさらに上げることにして、凍結乾燥状態

にした各タンパク質を濃厚硫酸アンモニウム溶液に溶か

すという方向で、溶解度の評価を行った。その結果、実験

に供した3種の天然変性タンパク質（B4，D10，E1）の中で、

溶解度に有意な差が見られた（図 2）。具体的には、D10、

E1 の溶解度は B4 よりも低い。ここで、この実験が行われ

た pH（5.5）とそれぞれの IDP の pI を比較してみると、この

溶解度の差異は pI によるものではないことがわかる。ま 

 

 

図 1. オートプロテアーゼ NPRO 発現系を使用した IDP の精製例 
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図 2. 構造を持つタンパク質と IDP の、塩析効果の比較 

 

た、NaCl / KCl を用いた予備実験では天然変性タンパク

質は塩析を示さないかもしれないと考えられたが、硫酸ア

ンモニウムでは塩析するものがあることがわかった。一方、

データは示さないが、よりアミノ酸残基の長い FANCM の

天然変性領域については、そのアミノ酸組成に電荷の多

いアミノ酸が相当数含まれているにもかかわらず、溶解度

に関して異常な挙動を示すことが確認された。具体的に

は、実験の項に示したプロトコルによって精製を進めると、

逆相 HPLC 直後のフラクション（0.1% TFA，アセトニトリル

などを含む）の状態で一度凍結乾燥を行い、揮発性成分

を飛ばしたのち（したがって pH はほぼ中性，アセトニトリル

も残存していない）、純水に溶かすとよく溶けるが、前述の

緩衝液や他の緩衝液に溶かそうとするとまったく溶解しな

い、という現象が再現よく観察された。この現象に関して、

文献調査を行ったところ、シンガポール大のソン博士によ

る、これまで通常の緩衝液に対して難溶性を示すタンパク

質試料の大部分が、“pure water”に対してのみ溶解するこ

と、またその溶解した状態においては特定の立体構造を

とっていない（＝天然変性状態）という報告に行き着いた 5。

今回、我々はバイオインフォマティクス研究から出発して、

得られた天然変性タンパク質の一部に、pure water にのみ

溶解する可能性のある試料を得ることができた。FANCM

はヒトの遺伝子修復因子であり、ゲノム安定性にかかわる

因子であるため遺伝性悪性貧血の一つファンコニ貧血の

原因遺伝子である。今後、更に、詳細に、FANCM の天然

変性領域の溶解度にかかわる物性を調べていく必要があ

ると考えられる。 

３．３ 塩存在下・非存在下での天然変性タンパク質の

NMR スペクトルの比較 

最後に筆者らは、NMR スペクトルの比較を行った。アミ

ド（NH）プロトンの 1H-15N 化学シフト相関は、タンパク質の

NMR 解析において、指紋領域とも呼ばれているスペクト

ル領域であり、タンパク質ひとつひとつで異なるスペクトル

パターンを与える。プロリンを除くすべてのアミノ酸は一残

基あたり一つの NH 基を持つ。従って、図に現れた交差ピ

ークの点一つ一つが、それぞれの試料のいずれかのアミ

ノ酸 1 残基に相当するのである。今回の研究では、まだ、

どのシグナルがアミノ酸のどの残基の NH 基なのかの帰属

同定（配列特異的アサインメントという）を行っていないの

で、特徴的な変化を示すシグナルがどの残基なのかにつ

いて議論することはできない。しかし、変化が起こったかど

うか、またその変化の全体の傾向などについて、定性的な

情報を得ることができる。5 個の天然変性タンパク質試料と、

ほぼ同じアミノ酸の長さの構造を持つタンパク質の NMR

スペクトルについて、スペクトルを指標に塩の効果を比較

することにより、いくつかの興味深い知見を得た（図 3）。す

なわち、 

１．測定した 5 個の天然変性タンパク質試料においては、

いずれも NMR スペクトルは立体構造を持たないタンパク

質に典型的なスペクトルを示した。具体的には、NH のプ

ロトン化学シフトの分散ぐあいが、7.5～8.5 ppm に固まると

いう特徴である。すなわち、poodle によって予測された領

域は、いずれも予測通りに天然変性であったということが

実証された。 
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図3. 天然変性タンパク質とコントロールタンパク質のNMRスペクトルの塩濃度依存性 シアン：0 M NaCl 赤：0.5 M NaCl 

 

２．ついで、0.5 M NaCl を添加すると、ほとんどすべて

のアミドプロトンシグナルの 1H 化学シフトは、低磁場側（図

では左）にシフトした。 

３．立体構造を持っているタンパク質と、天然変性タン

パク質を比較すると、天然変性タンパク質において大きな

化学シフト変化を示す残基がある一方、立体構造を持っ

ているタンパク質ではシグナル移動が少ない。 

４．同様に、立体構造を持っているタンパク質において

15N の化学シフトはほとんど変化しないため、スペクトルは

平行移動したように見える。 

５．一方、天然変性タンパク質において 15N の化学シフ

ト変化に規則性を持たない残基が散見される。そのため、

二次元 NMR のスペクトルのパターンが、塩の添加によっ

て変化する個所がある。 

６．これまで、立体構造を持たないペプチドの一部に、

高塩濃度化でα-helix が誘起形成される例が知られている。

また、多くのタンパク質で塩はタンパク質内部の疎水性相

互作用を相対的に安定化するため、タンパク質の変性温

度を高めることが知られている。しかし今回検証した天然

変性タンパク質については、いずれも、塩の添加により何

らかの立体構造が誘起されることはなかった。 

３．４ 好塩性･耐塩性生物ゲノム中の天然変性タンパク

質の探索 

今回の研究（結果３．２）において、アミノ酸配列的には
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水溶性の高いアミノ酸が多数並んでいる天然変性タンパ

ク質 FANCM 断片が、条件によっては全く水溶性を示さな

い、という、当初の予測とは正反対の結果が得られた。そ

のため、仮に、これまでのバイオインフォマティクス的方法

で好塩性･耐塩性生物ゲノムを網羅的に解析したとしても、

その結果を「タンパク質の溶解度と生物の好塩性･耐塩性

とを結び付けて考察する」ことには無理があると考えた。し

たがって、研究計画には上記項目を挙げたが、その研究

については実験を断念した。 

 

４．考 察 

今回、筆者らは、天然変性タンパク質の、巨視的な物

性について統一的な性質を導き出すべく、天然変性タン

パク質の汎用性のある試料調製法を確立することができ

た。また、それを利用して、8 種類の 15N 標識した天然変

性タンパク質試料を実際に作成し、その NMR スペクトル

を得た。図 4 に示したように、マルチドメインタンパク質中

の天然変性領域は、その部分が柔軟性に富むと考えられ

ており、それによってタンパク質全体が動的に揺らぐことを

保証するための部品として使われていると考えられている。

と同時に、タンパク質翻訳後修飾やプロテアーゼ認識な

ど、シグナル伝達における分子認識や複合体形成の際の

核としての機能も予測されている（図 4）。 

天然変性タンパク質は、その定義ないし前提として特定

の立体構造をとらない配列であると考えられている。これ

は実際には、その一連のアミノ酸配列が、さまざまなコンフ

ォメーションを取りうるということであり、特定の二次構造を

安定化する機能をもつアミノ酸残基が、一定個数以上連

続しないという制限のもと、コンテキスト依存的に出現する

と考えられる。しかし、今回、塩の添加により大きくシグナ

ルが動いたという現象は、特定のアミノ酸の近傍に塩の成

分（アニオン・カチオン）が結合したから、と解釈すべきで

はない。立体構造を有するタンパク質試料におけるリガン

ド滴定実験から、NMR で観察される化学シフト変化は、そ

の変化を示した原子近傍での分子間相互作用の結果で

ある、と短絡しがちであるが、それには、「リガンド結合の

前後での立体構造の変化が小さい時に限る」という前提

条件が必須である。後述するように、IDP はこの条件を満

たさない可能性が極めて高い。なぜなら、IDP の「構造」は

「ランダムコイル」であると考えられているが、実際にはラン

ダムコイルというのは特定のコンフォメーション状態を指す

わけではなく、あくまで水溶液中で多くの異なる多型構造

が動的に平衡状態にあるということに過ぎないからである。

このとき、NMR で観測している IDP のスペクトルパターン

というのは、溶液 NMR における化学交換（chemical 

exchange）現象に即して、無数にあるコンフォメーションか

ら由来する複数のシグナルの時間平均であるということで

ある。したがって、今回みられた化学シフト変化は、塩の 
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添加によって、天然変性タンパク質のコンフォメーション間

の動的平衡がずれたことの結果であると解釈できる。一方、

立体構造をもともと有するタンパク質の場合は、その立体

構造が塩濃度によって大きく変化するわけではないので、

塩の添加による化学シフト変化も小さかったと考えられる。

更に、一部の残基において、塩の添加により他の残基と

は異なる化学シフト変化が現れた個所があるが、その周

辺の残基において、local な構造セグメントが誘起されたか、

あるいはもともと低塩濃度化で存在していた local 構造セ

グメントが破壊されたなどの変化が起きた可能性がある。 

 

５．今後の課題 

今回の研究は、特定の生理機能に着目することなく「無

名の」天然変性タンパク質の物性の解明に着手した研究

である。しかし、試料調製にかかる手間が多かったため、

NMR を用いた十分なデータ収集ならびにその解釈まで

には至らなかった。しかし、塩濃度の変化にともない、す

べての残基が統一的な挙動を示すのではなく、15N 化学

シフトの変化や、1H 化学シフトの変化量などにばらつきが

みられることから、天然変性状態をとっているタンパク質に

おいても、局所的な環境・構造動態には「個性」がある可

能性が示された。今後、その個性が見られた試料につき、

13C 標識を施してすべての残基を帰属して、解析を続ける

ことで、天然変性タンパク質中に含まれる local structural 

element の存在について、より理解を深めていきたいと考

えている。 
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Summary 

In recent years, the new concept of intrinsically disordered protein (IDP) is proposed, which draws many 

attention of researchers.  Usual proteins adopt into certain structures that are specified in their primary structures 

through folding processes.  The specific functions of proteins are then exhibited based on their structures.  IDP 

is believed to adopt into a specific structure under physiological conditions.  The genome project showed that 

many IDP was found in genomes of higher-eukaryotes rather than prokaryotes.  Especially, neuron-specific genes 

and nuclear-specific genes contain much more IDPs, the elucidation of the physiology function is hurried.  Since 

many hydrophilic amino acid residues are contained, IDP’s solubility was expected to be higher than the usual 

protein.  Also, it was predicted that IDP may show resistance against salting-out.  In this study, we examined 

whether a characteristic interaction with salt of IDP would be observed by measuring and comparing 1H-15N 

2D-NMR with and without high concentration salt.  At the same time solubility of some IDP samples are also 

examined.  

Herein, we succeeded in obtaining enough amount of 15N-labeled IDP samples for NMR measurement, by 

refining conditions of the Npro autoprotease fusion protein expression system.  As a result of solubility 

experiments, we revealed that many IDP’s do not necessarily show high solubility.  Although some certain IDPs 

contain many charged amino acids, some were never solved into the buffer solution at neutral buffer.  The 1H-15N 

2D-NMR spectra of IDP with and without salt were measured.  Almost all the residues showed downfield 

chemical shift changes.  However, induction of the -helical structure was not observed alpha by addition of salt.  

With many residues, 15N chemical shift did not change but only 1H showed changes.  Moreover, the amount of 

change was larger than folded proteins.  Some of them also showed a relatively large chemical shift changes in 
15N axis. 


