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【Abstract】

We previously attempted X-ray crystal structure analysis to study the structure and 

function of the Plasmodium falciparum endoplasmic reticulum-resident calcium-binding 

protein (PfERC), which is the target protein of N-89, a novel antimalarial drug 

candidate. Despite a suggestion that the crystallization sample prepared using E. coli is 

suitable for the investigations, it appeared to be not the case, due to the substantial 

structural changes upon high-affinity binding with calcium ions, and monodispersity in 

dynamic light scattering analysis. In the present study, we identified an interesting 

phenomenon in the process of investigating the underlying cause. We found that there 

are two types of structures that cause conformational changes after calcium binding in 

the prepared sample, which was thought to be uniform. Furthermore, two specific sites 

were characterized as regions of limited breakdown during storage for one week at 4°C. 

We, therefore, used various predictive programs of disorder regions in the vicinity of the 

cutting sites and were able to predict the presence of three main disorder regions. Our 

results suggest that PfERC is a type of intrinsically disordered protein.
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【緒言】

現在，既存薬に対する薬剤耐性マラリア原虫が出現しており新しい作用機序を有する抗マ

ラリア薬の開発が求められている．その候補化合物の１つとして岡山大学のグループにより

提案された N-89（1,2,6,7-tetra-oxaspiro［7.11］-nona-decane）が挙げられる１）．N-89は既

存薬であるクロロキンの耐性株に in vivo で有効であり，さらにその標的タンパク質として

PfERC が関与していることが示唆されている１）．PfERC はマラリアに固有の343アミノ酸

残基からなる分子量約40kDa のタンパク質で，N 末端にシグナル配列，内部に６つの EF

ハンドモチーフ，C 末端に小胞体局在性シグナルを有するカルシウム結合タンパク質である

が，その機能については解明されていない．そこで，我々は PfERC の構造と機能を解明す

る目的で X 線結晶構造解析を試みてきた．我々が調製した試料は種々の生化学的，物理化

学的解析により結晶化用試料として適していると思われたにも関わらず，未だに結晶化に成

功していない２）．その理由として PfERC が天然変性タンパク質である可能性が考えられる．

天然変性タンパク質は intrinsically disorder（ID）領域を有していて，単独ではポリペプ

チド鎖が大きく揺らいだ変性状態として存在しているが，パートナータンパク質と結合する

と，パートナー分子の構造に応じて規則正しく折りたたまれて特定の立体構造を誘起させて

分子認識を行っており，単独では結晶化しにくいと考えられる３）．

代表的な天然変性タンパク質の例としては，p53やカルシニューリンなどがある．p53は，

N 末端側から５つの主要なドメイン（転写活性化ドメイン，プロリンリッチドメイン，

DNA 結合ドメイン，四量体形成ドメイン，塩基性ドメイン）で構成されている393アミノ

酸残基からなるタンパク質で，N 末端の93アミノ酸残基は固有の構造を持たない disorder

領域である．p53は，DNA の損傷や酸化，飢餓など様々なストレスから細胞を守り，がん

化することを防ぐ働きがある．このような多様な働きからも予想できる通り，細胞内では様々

なタンパク質と相互作用している．実際に，order 領域のみならず，disorder 領域にも15種

類以上のタンパク質が結合することが知られており，立体構造の揺らぎを最大限に利用する

天然変性タンパク質ならではの存在である４）．また，カルシニューリンにも disorder 領域

が存在する．カルシニューリンは４つの EF ハンドモチーフを有するカルシウム結合性のカ

ルモジュリン依存性セリン／トレオニンホスファターゼであり，構造中に95アミノ酸残基か

らなる disorder 領域を有し，そこにカルモジュリンが結合することでカルシニューリンが

活性化される．

以上より，PfERC の結晶化が困難であるのは PfERC の分子内に disorder 領域が存在し，

特定の構造を取っていない可能性があると考えた．そこで PfERC が天然変性タンパク質で

あると推測される幾つかの知見を示すとともに，disorder 領域の予測プログラムを用いて

PfERC が天然変性タンパク質である可能性について検討したので報告する．



−143−

マラリア小胞体局在性カルシウム結合タンパク質，PfERCに内在するDisorder領域の予測

【方法】

１．大腸菌を用いた遺伝子組換えタンパク質の発現及び精製とその活性評価

pMALc-4x-ΔPfERC（27-343）-6His 発現べクターで形質転換された E. coli. Lemo21（DE3）

株（NEB 社製）を Overnight Express 培地（Novagen 社製）で25℃にて24時間培養した後

に，細胞内可溶性画分を BugBuster Protein Extraction Reagent（Novagen 社製）を用い

て調製し，得られた画分を，ニッケルキレートカラム（20mM Tris-Cl，0.15M NaCl,10mM 

Imidazole，pH7.5で 平 衡 化 ） に 吸 着 さ せ た 後，20mM Tris-Cl，0.15M NaCl，0.5M 

Imidazole，pH7.5で溶出させた．次に溶出画分をアミロースカラム（20mM Tris-Cl，0.15M 

NaCl，pH8.0で平衡化）に吸着させた後，20mM Tris-Cl，0.15M NaCl,10mM Maltose，

pH8.0で溶出させた．得られた融合タンパク質を16℃で48時間，Factor Xa protease により

消化して MBP（maltose binding protein）タグ及び6His タグを除去した後，1mM CaCl2

を含む20mM Tris-Cl，pH8.0緩衝液で平衡化した UNOTM Q6陰イオン交換カラム（12mm 

ID x 53mm L；BIO-RAD 社製）に添加して0-0.3M NaCl の濃度勾配で溶出させ，最終精製

物を得た．得られた発現産物の評価は，0.15M NaCl を含む20mM Tris-Cl，pH8.0緩衝液で

平衡化した SuperdexTM 200 10/300 GL（1.0×30cm L；GE Healthcare 社製）カラムでゲル

ろ過クロマトグラフィーを行い，1mM CaCl2存在下及び非存在下における発現産物の移動

度の変化を解析することにより，機能体として働くか否かの確認を行った２）．

２．Protein thermal shift (PTS) assay

PfERC（8μM），CaCl2（1mM），そして Protein Thermal ShiftTM Dye（Life Technologies 

社製）を0.15 M NaCl を含む20m M Tris-Cl, pH 8.0緩衝液中で混合し，StepOneTM Real-

Time PCR 装置（Applied Biosystems 社製）を用いて熱安定性を解析した．25℃から99℃

の温度範囲を0.05℃/sec の速さで変化させたときの蛍光強度の変化を測定し，熱安定性を融

解温度（Tm）の値で評価した .

３．アミノ酸配列解析

エドマン法により，４℃で１週間放置後に生じた degradated fragments の N 末端アミノ

酸配列を解析した．

４．タンパク質中の disorder 領域の予測

タンパク質中の disorder 領域を予測するプログラム PONDR（Predictors of Natural 

Disordered Regions）®VSL2を用いて PfERC に内在する変性領域の予測を行った（http://

www.pondr.com/）．

【結果】

１．大腸菌を用いた PfERC 発現産物の解析

Fig.１に E.coli Lemo21（DE3）株を用いて高発現させた PfERC の精製過程を示した．

得られた発現産物は SDS-PAGE 解析により少なくとも３種類存在することがわかった（フ
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ラクション１、２、３）（Fig.１，Fig.２）．このとき，フラクション１及びフラクション２

の陰イオン交換カラムからの溶出時間は全く同じで、それぞれの分子の表面電荷に差がない

ことが示された（data not shown）．次に，フラクション１及びフラクション２のカルシウ

ム結合能の有無とその結合に起因する構造変化を起こすか否かをゲルろ過法により確認し

た．Fig.３に示すように，フラクション１（単量体）に1mM のカルシウムイオンを添加す

ると過不足なく分子サイズが低分子側に移行した．このことはフラクション１がカルシウム

結合能を有し，結合後に立体構造全体がコンパクトなサイズに均一に変化したことを示して

いる．データは示さないが，同様の結果が，フラクション２（単量体）においても観察され

た．これらの結果は，得られた２種類の発現産物が単量体の活性型であることを示している．

ちなみに，フラクション３は，沈殿を起こしやすい高分子の会合体（単量体ではない）であ

ることがゲルろ過法により確認されたので結晶化用試料として採用しないこととした（data 

not shown）．

Fig.１　遺伝子組換えPfERCの発現及び精製過程
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Fig.２　PfERC精製過程におけるSDS-PAGE解析

Fig.３　ゲルろ過法によるPfERCフラクション １のカルシウムイオン結合活性と構造変化の解析
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Fig.４　Protein	thermal	shift	（PTS）	assay による PfERC	の熱安定性の測定

２．Protein thermal shift (PTS) assay による精製 PfERC の熱安定性の測定

PTS（protein thermal shift）法により，フラクション１及びフラクション２の熱安定性

を測定して比較したところ，フラクション１の Tm は59.50℃，フラクション２は56.20℃と

なり，フラクション２はフラクション１に比べ，Tm が3.3℃も低いことが確認され，分子

の表面電荷が同じであるにもかかわらず立体構造がそれぞれ異なることが示唆された（Fig.

４）．

３．４℃で保存後の PfERC の限定分解

Fig.５は，PfERC のフラクション１を４℃で１週間放置した後の SDS-PAGE 解析の結果

である．25kDa と10kDa 付近に特異的に分解されたバンドが観察された．これらのバンド

をそれぞれエドマン法によりアミノ酸配列解析を行ったところ，７番目と８番目の間及び

179番目と180番目の間が限定分解されていることが分かった．なお，この結果は，フラクショ

ン２においても同様に観察された（data not shown）.

４．PfERC の切断部分と disorder 領域予測プログラムの解析結果

Fig.６は，disorder 領域予測プログラムである PONDR®VSL2を用いて PfERC 中の

disorder 領域の予測を行った結果である．PONDR は論文などから実験的に確認された既

知のアミノ酸配列と disorder 領域の間の相関を収集したデータベース（DisProt）15）に含ま

れる情報をもとにして予測を行う方法である．PONDR には VLXT，VSL2, 及び VL3など，

様々な予測変数がある．予測変数の２番目の文字は disorder 領域の長さを示している．L

は Long，S は Short を意味しており，Long は40残基以上，Short は８-９残基とされている．

VLXT は Long と Short のどちらも測定できるが，40残基以上の長い disorder 領域の測定
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には信頼性があり，短い disorder 領域の測定は信頼性が低いという特徴がある．また，

VL3は長い disorder 領域しか測定することができない．また，VSL2は長さに関係なく

disorder 領域を予測することができ，PONDR の予測変数の中で最も正確な予測変数であ

ると示されていたため，本研究では PONDR®VSL2を用いて測定を行った．数値が0.5を超

えると disorder 領域であることを示している．今回，限定分解を受けた部位（７番目と８

番目の間，179番目と180番目の間）はいずれも disorder 領域内に存在しており，変性状態

でしっかりとした高次構造を形成していないために限定分解を受けてしまったと考えられ

る．結果は示さないが，他の解析ソフトを用いた場合も同様の結果が得られた．

Fig.５　 ４℃で一週間保存後のPfERCフラクション １の限定分解

【考察】

我々は，これまでに新規抗マラリア薬候補化合物，N-89の標的タンパク質である PfERC

の構造と機能を解析する目的で X 線結晶構造解析を試みてきた．これまでの発現方法は，

PfERC の N 末端に MBP を融合させたシングルタグシステムによって行われた．調製した

結晶化用試料は，カルシウムイオンと高親和性で結合した後に大きく構造変化を起こすこと

から活性型であることが確認され，さらに動的光散乱法を用いた解析により単分散性を示す

など，結晶化用試料として適していると示唆されたにもかかわらず成功に至らなかった２）．

その原因として，C 末端の欠失により均一な試料が得られていなかった可能性が考えられた

ので，今回，N 末端に MBP，C 末端に6His を融合させたダブルタグシステムを用いて発現

及び精製を行い，C 末端の欠失体を完全に除去する方法を選択した．その結果，均一である

と思われた前回調製試料中に，カルシウム結合後に構造変化を起こす２種類の構造体（フラ
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クション１及びフラクション２）が混在することが判明した（Fig.１）．フラクション１及

びフラクション２は，陰イオン交換クロマトグラフィーにより表面電荷が同じであり，ゲル

ろ過クロマグラフィーによりどちらも単量体であることが確認されたにもかかわらず，フラ

クション２がニッケルキレートカラムに結合しなかったことから C 末6His タグの欠失体で

ある可能性が考えられた（Fig.１）．そこで，C 末欠失体であるか否かを確認する目的で，

PTS 法によりフラクション１及びフラクション２の熱安定性を比較したところ Tm 値が

3.3℃も差があり，それぞれの構造が大きく異なることが示唆された．C 末が一部欠失した

程度では，このような差は生じないと思われるので，これまでのシングルタグシステムによ

る精製試料には，アミロースカラムに結合する少なくとも２種類の構造体（フラクション１

及びフラクション２）が混在しており，そのことが結晶化の成功に至らなかった原因の１つ

であると考えられる．また，データは示さないが，ニッケルキレートカラムに結合しなかっ

たフラクション２に対して6His 抗体を用いたウエスタンブロット法により解析を行ったと

ころ，C 末欠失体でないことを確認している．現在，フラクション１及びフラクション２を

それぞれ精製して，それぞれ単独で結晶化実験を進行させている．

Fig.6　PfERC中の限定分解部位とPONDRを用いた disorder 領域の予測結果
（http://www.pondr.com/）

さらに，結晶化が成功しなかったもう一つの原因としては，PfERC が天然変性タンパク

質であることが考えられる．一般に，タンパク質は固有の立体構造を形成して機能するのが

基本的なあり方だが，立体構造を形成しない領域を持つ天然変性タンパク質の存在が明らか
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となってきた．結晶構造解析は，均質な立体構造を持つもの（機能を持った構造）の立体構

造を解析する技術であり，結晶化しにくいフラフラした領域をあえて取り除いた構造を追い

かけてきた．しかしながら，そのタンパク質の立体構造研究が全盛を極めた1980年代から

1990年代にかけて，不規則なネイティブ構造に焦点を当てた研究の報告がいくつかあった．

転写因子が構造を持たないという報告５），カゼインは安定な三次元構造を持たないという報

告６），タウタンパク質の C 末端領域を指して天然変性という言葉を用いた報告７）など天然

変性タンパク質の姿がわずかに見え始めてきた８），９）．天然変性タンパク質は，生物種や機

能によって存在に偏りがあり，真核生物に多いことが知られている．30残基以上の不規則な

領域のある天然変性タンパク質の割合は、真正細菌では4.2％，古細菌では2.0％であるが真

核生物では33％にも及ぶ10）．つまり，天然変性タンパク質は真核生物にとってはありふれた

タンパク質であることから11），12），13），PfERC が天然変性タンパク質の１種であると考える

ことは，なんら不思議なことではない .

今回，Disorder 領域解析ソフト，PONDR を用いて PfERC の解析を行ったところ，３ヶ

所に40残基以上の長い disorder 領域が存在している事が示唆された（Fig.５）．タンパク質

中の disorder 領域を予測するプログラムには様々な種類が存在するが，PONDR は

disorder 領域の予測ソフトとして広く使用されており，40残基以上の長い disorder 領域を

予測することができる．また，PONDR の開発者である Dunker らの論文14）をはじめ，そ

の他，実際に PONDR を用いて解析された結果が掲載された論文が数多くアクセプトされ

ており信頼性の高いソフトである．従って本研究においても PONDR を使用して解析を行っ

た．さらに，disorder 領域が単純にプログラムによる過剰予測の結果である可能性も考慮

して，POODLE（Prediction Of Order and Disorder by machine Learning）16）や PrDOS

（Protein Disoeder Prediction System），DisEMBL などの別の予測ソフトを用いて解析を

行ったところ，PONDR と同様の結果が得られたため，PfERC に disorder 領域が存在する

可能性は高いと考えられる（data not shown）．一般に，disorder 領域は変性領域でしっか

りとしたドメイン構造を取っていないため，プロテアーゼのアタックを受け切断されやすい

と考えられるが，今回の結果はそのことを支持している（Fig.４）．

本研究室の片山の論文17）によると，PfERC はカルシウム結合性を有するカルネキシン及

びカルレティキュリンと類似していると推測している．カルレティキュリンはレクチン様分

子シャペロンで，６つの EF ハンドモチーフを有し Hsp70（Heat shock protein 70）など

のシャペロンと共働して，小胞体においてタンパク質の折りたたみに関与している．PfERC

も小胞体に局在し，EF ハンドモチーフを有するカルシウム結合タンパク質であることから

カルレティキュリン様の働きを持つ可能性がある．この仮説は，実際に N-89を固定化した

カラムから PfERC と一緒に Hsp70が溶出されることからも，その可能性が示唆される１）．

カルレティキュリンはその性格上特定の分子と１：１で特異的に結合するようなタンパク質

ではなく，Hsp70や PDI（Protein Disulfide Isomerase）などの様々なシャペロンタンパク
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質及び基質である変性状態のタンパク質と結合することが知られており，天然変性タンパク

質の候補であると考えられる．実際に本研究に使用した PONDR を使ってカルレティキュ

リンの disorder 領域を検索したところ，２ヶ所の長い disorder 領域が予測された（data 

not shown）．したがって，PfERC がカルレティキュリン同様に複数のタンパク質と

disorder 領域を介して結合する天然変性タンパク質であることが想定される．

実際に，disorder 領域の有無を実験的に証明していくためには，ドロップレット（小滴）

の形成を検討することが有用である．テキサス大のグループは，２種類の天然変性タンパク

質を試験管内で混合すると溶液中で数マイクロメートルほどの球状のドロップレットが形成

され，液−液相分離することを示した18）．このドロップレットの形成は変性領域が長いほど

形成しやすいという結果であった．したがって，今後，PfERC を他の天然変性タンパク質

と混合することによりドロップレットが形成されるか否か検討する必要がある．

以上より，PfERC が天然変性タンパク質であるという仮説が正しいとするならば，

PfERC 単独での結晶化は困難であり，PfERC の disorder 領域に特異的に結合するタンパ

ク質との共結晶を作らせることが必要であろうと考えられる．実際に p53やカルシニューリ

ンなどの天然変性タンパク質は単独あるいは単量体として X 線結晶構造解析に成功してい

ないことを考慮すると，PfERC とパートナータンパク質との共結晶の作成が今後の研究の

方向性を示していると思われる．
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