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Abstract 

Effector proteins secreted by plant-pathogenic fungi play central roles in host colonization by modulating cellular 

processes and suppressing plant immunity. Despite their importance, the molecular mechanisms underlying the 

functions of most fungal effectors remain poorly understood, largely due to a lack of structural and biophysical 

information. This knowledge gap has limited our ability to rationally interpret effector evolution and to develop 

structure-guided strategies for disease control. EPC3 (Effector Protein for Cucurbit Infection 3), identified from 

Colletotrichum orbiculare, is one such virulence factor required for full pathogenicity during cucurbit anthracnose. 

Although EPC3 has been shown to contribute to infection in planta, the structural basis of its function and stability has 

remained unexplored. 

In this study, I focused on the N-terminal half of EPC3, a region previously demonstrated to be essential for virulence-

associated activity. I successfully established a recombinant expression and purification system for this domain and 

determined its three-dimensional solution structure by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. This work 

provides the first experimentally determined structure of EPC3 and represents one of the few high-resolution NMR 

structures reported for small cysteine-rich fungal effector proteins. 

The EPC3-ND (EPC3-N domain) adopts a compact β-rich fold stabilized by three intramolecular disulfide bonds. These 

covalent constraints generate a rigid structural scaffold composed of five β-strands arranged in a β-sandwich topology, a 

fold frequently observed among secreted fungal effectors. Backbone dynamics analyses based on 15N relaxation 

measurements revealed a clear segregation of dynamic properties: the β-sheet core exhibits uniformly high rigidity on 

the ps-ns timescale, whereas several surface-exposed loop regions display pronounced flexibility, including motions on 

slower timescales. This structural organization suggests a functional division in which a stable core supports adaptable 

surface elements that may participate in molecular recognition. 

Structural homology searches and direct comparisons with known effector structures, including members of the SIX 

(SIX; Secreted in xylem) family, revealed significant similarity at the fold level despite low amino acid sequence 

identity. Notably, conserved cysteine residues and disulfide connectivity patterns underpin this structural conservation, 

while sequence variability is concentrated in solvent-exposed loop regions. These observations indicate that EPC3 

belongs to a conserved structural family of fungal effectors in which functional diversification is achieved primarily 

through variation in surface residues rather than changes in the overall fold. 

To explore the potential involvement of EPC3-ND in carbohydrate recognition, I conducted 1H-15N HSQC-based 

titration experiments using representative soluble disaccharides (maltose, lactose, and D-(+)-cellobiose). No detectable 

chemical shift perturbations, peak broadening, or intensity changes were observed even at high sugar-to-protein molar 

ratios. Consistently, structural inspection revealed the absence of a canonical aromatic-rich carbohydrate-binding 

pocket. These results indicate that EPC3-ND does not directly bind these soluble disaccharides under the experimental 

conditions tested, suggesting that carbohydrate recognition is unlikely to represent its primary mode of molecular 

interaction. 

Importantly, disruption of individual disulfide bonds by site-directed mutagenesis caused severe structural 

destabilization and loss of biological activity, demonstrating that Correct disulfide bond formation is essential for 

maintaining the native, functional conformation of EPC3-ND. Together, these findings highlight the critical role of 

disulfide-stabilized topology in preserving both the structural integrity and functional competence of this effector 

domain. 

Overall, this work provides the first structural and biophysical characterization of EPC3, integrating high-resolution 

structure determination, backbone dynamics, and exploratory carbohydrate-binding analysis. These findings establish a 

foundation for future studies aimed at identifying the physiological host targets of EPC3 and elucidating its role in 

fungal infection and immune modulation. 

Keywords: Colletotrichum orbiculare, effector, EPC3, NMR, functional domain 
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第１章 緒論 

植物病原菌は宿主植物に感染する際、さまざまなエフェクタータンパク質（effector 

proteins）を分泌し、植物の免疫応答を抑制あるいは回避することで病原性を発揮する。

植物側もこれに対抗して、高度に発達した免疫システムを備えている。代表的なものとし

て、細胞表面に存在するパターン認識受容体（PRR; pattern recognition receptor）によるパ

ターン・トリガー免疫（PTI; pattern-triggered immunity）と、細胞内 NLR（nucleotide-

binding leucine-rich repeat receptor）によるエフェクター・トリガー免疫（ETI; effector-

triggered immunity）が知られている。PTIおよび ETIのいずれにおいても、活性酸素

（ROS; reactive oxygen species）の生成、MAPキナーゼ（MAPK; mitogen-activated protein 

kinase）活性化、細胞内 Ca2+濃度の上昇など、多様な防御応答が引き起こされる（Dodds 

et al., 2010; Bigeard et al., 2015）。 

このような植物-病原菌間の共進化的な攻防の中で、病原菌は多様なエフェクターを進化

させてきた。エフェクターは一般に 1次配列の保存性が低く、分子構造や機能が非常に多

様であることが知られており、その構造と機能の関係を分子レベルで理解することは依然

として大きな課題である（Win et al., 2012）。これまでに多くの植物病原菌のゲノム情報

が解析され、多数のエフェクター候補が予測されているが、特に宿主感染に必須な「コア

エフェクター（core effectors）」に関する構造的知見は限られている（Stergiopoulos et al., 

2009; Win et al., 2012）。 

ウリ類炭疽病菌 Colletotrichum orbiculareにおいても、RNA-seq解析により感染過程で特異

的に発現するエフェクター群 EPC1 ~ EPC4（EPC; Effector Protein for Cucurbit infection）が

同定されている。その中でも EPC3は病原性発現に関与することが報告されている（Inoue 

et al., 2023）。さらに EPC3は、トマト病原菌 Fusarium oxysporumにおけるエフェクター

SIX6（Secreted in xylem 6）のホモログであり（Gawehns et al., 2014）、複数の宿主植物に

おいて病原性に関与する可能性が示唆されている。このことから、EPC3は病原菌の感染

戦略において保存された機能モチーフを有している可能性があり、その構造的特徴を明ら

かにすることは、植物病原菌の分子機構を理解する上で重要である。 

タンパク質の立体構造解析手法としては、X線結晶構造解析（XRC; X-ray 

crystallography）、核磁気共鳴（NMR; nuclear magnetic resonance）、クライオ電子顕微鏡
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（cryo-EM; cryogenic electron microscopy）などが挙げられる。X線結晶構造解析は高分解

能で構造を決定できる一方、柔軟性の高い小型タンパク質では結晶化が困難な場合が多

い。また、cryo-EMは高分子複合体の解析に適しているが、比較的低分子量のタンパク質

では分解能が制限される場合がある。これに対して溶液 NMR法は、溶液中におけるタン

パク質の立体構造および動的性質を原子レベルで解析できる手法であり、比較的低分子量

のタンパク質や柔軟性を有するタンパク質の解析に適している（Clore et al., 1989; 

Wüthrich, 2001）。 

本研究では、EPC3の構造と機能との関係を明らかにすることを目的とした。具体的に

は、病原性に関与する機能ドメインである N末端領域を対象として、溶液 NMR法を用い

た立体構造および動的特性の解析を行った。また EPC3-ND（EPC3-N domain）分子内に存

在する 3組のジスルフィド結合の役割を検討するため、これらの結合を欠損させた変異体

を作製し、その構造安定性を比較した。さらに、ホモログの SIX6について指摘されてい

た糖結合の可能性について、NMRを用いた滴定実験を行って確認した。 

これらの解析により、EPC3の構造的特徴および構造安定化機構を明らかにし、植物病原

菌エフェクターの構造基盤の理解に新たな知見を提供することができた。 

1.1  植物病原菌とエフェクターの概説 

植物と病原菌との相互作用は、長い進化の歴史の中で激しい軍拡競争（arms race）を繰り

広げてきた（Jones et al., 2006）。この相互作用の中心的要素が、病原菌が分泌するエフェ

クターと総称される分子群である。植物病原菌は宿主植物に感染する際、エフェクタータ

ンパク質を宿主細胞内またはアポプラストへ分泌し、植物の免疫応答を抑制あるいは回避

することで感染を成立させる。一方、植物はこれに対抗して、PRRや NLRを中核とする

多層的な免疫システムを発達させてきた。 

植物免疫は一般に「2層モデル（two-tiered model）」として整理されている。第 1層は

PTIであり、植物細胞表面に存在する PRRが病原体に共通する保存的分子パターン

（PAMP; pathogen-associated molecular pattern; MAMP; microbe-associated molecular pattern）

を認識することで誘導される。第 2層は ETIであり、病原菌エフェクターの侵入あるいは

その作用に応答して、植物細胞内の NLRがそれらを感知し、より強力な免疫応答を引き

起こす。ETIでは、しばしば細胞死や過敏感反応（hypersensitive response）が誘導され



る。PTIおよび ETIのいずれの段階においても、活性酸素（ROS）の生成、MAPキナーゼ

経路の活性化、細胞内 Ca²⁺濃度の上昇、細胞壁強化、さらにはサリチル酸・ジャスモン

酸・エチレンといった植物ホルモンシグナルの変動を伴う多様な下流応答が誘導される

（Jones et al., 2006; Tsuda et al., 2010; Bigeard et al., 2015）。植物免疫応答の概略を図 1.1に

示す。 

 

 

病原菌側では、このような防御応答に対抗するため、エフェクターの多様化が強い進化的

圧力のもとで進行してきた。エフェクターは 1次配列レベルでの保存性が低く、構造およ

び機能の多様性が極めて高いため、その同定や機能解析は容易ではない。さらに、一般に

小型で可動性が高く、実験条件によっては不安定になりやすい場合があるという特徴も併

せ持つ（Lo Presti et al., 2015）。 

図 1.1. 植物免疫応答の概略図 
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次世代シーケンス技術、トランスクリプトーム解析、プロテオミクス解析の発展により、

多数のエフェクター候補遺伝子が植物病原菌ゲノムから予測されている。しかし、その中

で宿主感染や病原性発現に本質的な役割を担うと考えられる「コアエフェクター」につい

ては、機能および構造の両面から詳細に解析されている例は依然として限られている

（Stergiopoulos et al., 2009; Win et al., 2012）。そのため、エフェクターにおける構造‐機能

相関の解明は、植物病原菌-宿主相互作用研究における中心的課題の 1つとなっている。 

特に、本研究対象である Colletotrichum属は広範な宿主域を有する代表的な植物病原菌群

であり、感染初期にはアポプラストを介して進展することが知られている。感染過程の各

段階において多様なエフェクターが発現し、宿主細胞応答の制御に関与することが報告さ

れている（Irieda et al., 2019）。 

エフェクターは作用局在に基づき、アポプラスティック型とサイトプラスミック型に大別

される。アポプラスティックエフェクターは細胞外で機能し、細胞壁分解酵素の阻害や

PRR依存的免疫の抑制を担う。代表例として、Cladosporium fulvumの Ecp6が挙げられ、

これは LysMドメインを介してキチンを高親和性で結合し、PTIの誘導を阻害することが

知られている（de Jonge et al., 2010）。一方、サイトプラスミックエフェクターは宿主細

胞内に移行し、転写制御やシグナル伝達経路を直接標的化することで、ETIの回避あるい

は修飾に関与する。代表例として、Magnaporthe oryzaeの AVR-Pikや AVR-Piaが挙げら

れ、これらは宿主 NLRと特異的に相互作用し、免疫応答の活性化または抑制に関与する

ことが示されている（Cesari et al., 2013; Toruño et al., 2016; Maidment et al., 2021）。これら

の研究は、エフェクターの立体構造と標的特異性が病原性発現において重要な役割を果た

すことを示している（Lo Presti et al., 2015; Toruño et al., 2016）。 

さらに、エフェクター遺伝子群の進化動態にも報告されている。ゲノム上での可動性や遺

伝子重複および欠失を特徴とする fast-evolving regionが宿主適応性の進化に寄与している

ことが示されている（Dong et al., 2015; Sperschneider et al., 2015）。特に、Colletotrichum属

や Fusarium属では、感染様式の違いに応じて異なるエフェクターセットが進化してきた

ことが報告されている（O’Connell et al., 2012; Gan et al., 2013）。 

以上のように、エフェクターの分子機能および進化的背景を体系的に理解することは、植

物病原菌の感染メカニズムに共通する原理を解明する上で不可欠である。特に、図 1.1に



示すように、植物免疫系は PTIと ETIという 2段階の防御層から構成されており、病原菌

はこれらを回避するために多様なエフェクターを進化させてきた。こうした複雑な相互作

用を分子レベルで理解するためには、構造生物学的アプローチの導入が鍵となる。 

1.2  エフェクター研究における構造解析手法の概要 

エフェクターの構造-機能相関を明らかにするためには、その立体構造を正確に決定する

ことが不可欠である。構造情報の取得により、アミノ酸残基の空間配置、分子内および分

子間相互作用、柔軟性を示す領域、さらにはジスルフィド結合や疎水性コアといった構造

安定化因子の寄与を分子レベルで比較検討することが可能となる（Petsko et al., 2004）。

本節では、主要な構造解析手法について、その発展の歴史、技術的進展、ならびに長所と

短所を整理し、本研究における解析手法選択の妥当性を論じる。特に、本研究で用いた溶

液核磁気共鳴（NMR）法については、測定系および解析手法の特徴を踏まえて詳述す

る。 

1.2.1  各構造解析手法の発展と比較 

1.2.1.1  X線結晶構造解析（X-ray crystallography） 

X線結晶構造解析は 20世紀半ば以降、タンパク質立体構造決定の中心的手法として発展

してきた。現在では Protein Data Bank（PDB）に登録されている構造の大部分が本手法に

より決定されている。近年では、自動結晶化スクリーニング技術、マイクロフォーカス X

線源、多波長異常散乱法（MAD; multi-wavelength anomalous diffraction）、単一波異常散乱

法（SAD; single-wavelength anomalous diffraction）などの技術革新により、大型タンパク質

複合体や膜タンパク質の解析も大きく進展している。 

本手法は非常に高い空間分解能を提供し、原子レベルでの詳細な構造情報を取得できる点

において、現在でも最も強力な構造解析手法の 1つである（Rhodes, 2006）。一方で、構

造決定の成否は結晶化の成功率および結晶品質に強く依存するという本質的な制約を有す

る。特に、柔軟性の高いタンパク質や構造的不均一性を有する試料では結晶化が困難とな

る場合が多い。また、結晶格子内での拘束により、溶液中とは異なるコンフォメーション

が安定化される可能性があり、分子の動的挙動や複数の構造状態を解析するには必ずしも

適していない（Garman et al., 2010; Garman et al., 2017）。 
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1.2.1.2  クライオ電子顕微鏡（cryo-EM） 

クライオ電子顕微鏡は、試料を急速凍結してガラス状氷中に保持し、ほぼ生理的条件に近

い状態で観察することを可能とする手法であり、近年急速な技術的発展を遂げている。特

に単粒子解析法の進歩は「クライオ電顕革命」とも称され（Kühlbrandt et al., 2014）、現

在ではサブ 3Å分解能を達成する構造も数多く報告されている。 

Cryo-EMは結晶化を必要としないという利点を有し、巨大タンパク質複合体、ウイルス粒

子、膜タンパク質複合体など、従来の X線結晶構造解析では解析が困難であった試料に

対して極めて有効である。また、異なる構造状態を示す粒子を分類し、それぞれのコンフ

ォメーションを再構成できることから、機能的構造変化の解析にも優れている。一方で、

分子量が比較的小さいタンパク質（概ね 40 kDa未満）ではコントラストの低さから高分

解能解析が難しい場合が多く、氷厚の不均一性、支持膜由来の散乱、粒子配向の偏りな

ど、依然として技術的課題も残されている（Cheng et al., 2015）。 

1.2.1.3  溶液核磁気共鳴（NMR） 

溶液核磁気共鳴は、1970年代に 2次元 NMR技術が導入され、1980年代から 1990年代に

かけて 3次元 NMR法および 3重共鳴 NMR法の発展により、タンパク質構造解析への応

用が飛躍的に進展した。近年では、超高磁場 NMR装置の普及、TROSY（Transverse 

Relaxation-Optimized Spectroscopy）法、部分重水素化（deuteration）、ならびに自動解析ア

ルゴリズムの発展により、NMR解析可能な分子量範囲や解析精度が大きく拡張されてい

る。これらの技術的進展は「NMRの静かなルネサンス」とも表現されている（Kleckner et 

al., 2011）。さらに、in-cell NMRや膜近傍環境における観測手法の開発により、生体に近

い条件下での構造および動態解析も可能となっている。 

NMR法の最大の特徴は、溶液中における分子の状態をそのまま観測できる点にあり、時

間分解能を伴うコンフォメーション変化や分子間相互作用を残基レベルで解析できること

である（Kay et al., 1998）。特に、化学シフト変化（CSP; chemical shift perturbation）、残

余双極子結合（RDC; residual dipolar coupling）、常磁性緩和増強（PRE; paramagnetic 

relaxation enhancement）、核オーバーハウザー効果（NOE; nuclear overhauser effect）など

を組み合わせることで、複合体形成や結合界面の詳細な解析が可能である（Clore et al., 

2003）。一方で、高濃度かつ高純度の試料調製が必要であること、信号の重なりや緩和特

性の制約により大型タンパク質の解析が困難となる場合があるなど、依然として技術的限

界も存在する。 



1.2.2  本研究における手法選択の妥当性 

EPC3は 207アミノ酸残基からなる分泌性の小型タンパク質である（図 1.2）。HMMERを

用いたドメインおよび相同性検索（Potter et al., 2018）を行った結果、Fusarium oxysporum

由来のエフェクタータンパク質 SIX6ファミリーに属する配列との間に高い相同性シグナ

ルが検出された（E-value = 8.7 × 10-30）（図 1.3）。SIXファミリーは宿主認識や病原性発

現への関与が報告されており（Rep et al., 2004; Ma et al., 2010）、この結果は EPC3が同様

の機能的カテゴリーに属する可能性を示唆している。 

 

  

図 1.2. EPC3のアミノ酸配列 
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EPC3およびそのホモログ配列に対する多重配列アラインメント解析の結果、C末端ドメ

インには種を超えて高度に保存されたモチーフが認められた。一方で、N末端から中央領

域にかけては配列の変動が大きく、種間で顕著な多様化が生じていることが明らかとなっ

た（図 1.4）。このような保存性の高い領域と可変領域の共存は、構造的安定性と機能的

多様性の両立に寄与している可能性があると考えられている（Tokuriki et al., 2009）。 

 

 

図 1.3. EPC3の BLAST検索結果 

図 1.4. EPC3ホモログの多重配列アラインメント 



これまでの研究により、エフェクタータンパク質における領域特異的な柔軟性や動的性質

は、その機能発現に深く関与することが示されている（Rafiqi et al., 2012; Franceschetti et 

al., 2017）。特に、可動性の高いループ構造や内在性無秩序領域（IDR; intrinsically 

disordered region）を含むタンパク質では、静的な立体構造情報のみならず、溶液中におけ

る構造分布や動的挙動を解析することが重要である。その点において、溶液中の分子状態

を直接観測できる NMR分光法は極めて有効な解析手法であると考えられている（Petre et 

al., 2014; Jensen et al., 2014）。 

一般に、柔軟性を有する小型タンパク質では、X線結晶構造解析において結晶化の成否を

事前に予測することが困難であり、仮に結晶が得られた場合でも、柔軟領域の電子密度が

不明瞭となる可能性が高い（DePristo et al., 2004）。また、クライオ電子顕微鏡法は大型

複合体の解析において強力な手法であるが、分子量の小さい単量体タンパク質では高分解

能構造の取得が一般に困難である（Cheng et al., 2015）。 

以上の点を総合的に考慮し、本研究では、EPC3の立体構造および動的性質を分子レベル

で明らかにするための主要な解析手法として、溶液核磁気共鳴法を採用した。 

1.3  本研究の目的 

本研究の目的は、ウリ類炭疽病菌 Colletotrichum orbiculareの病原性発現に関与するエフェ

クタータンパク質 EPC3について、その構造的基盤を明らかにし、分子機能との関連性を

分子レベルで理解することである。特に、本研究の進展と同時期に病原性への関与が示唆

された Nドメイン（EPC3-ND）に着目し、この領域が形成する立体構造および溶液中に

おける動的特性を明らかにすることを主たる目的とした（Inoue et al., 2023）。 

さらに、EPC3-NDに特徴的に存在する複数のジスルフィド結合が、構造安定性、フォー

ルド形成、および機能発現にどのように寄与しているかを検討するため（Fass et al., 

2012）、各ジスルフィド結合を個別に欠損させた変異体を作製し、野生型との比較解析を

行った。これにより、ジスルフィド結合が EPC3-NDの構造形成および安定化構造に果た

す役割を明らかにすることを目指す。また、類似エフェクタータンパク質である SIX6に

おいて糖結合能の可能性が指摘されていることから（Gawehns et al., 2014）、EPC3-NDを

用いて同様の特性についても検証した。 

これらの解析を通じて、EPC3の構造的特徴と機能発現との関係を体系的に理解するとと

もに、EPC3を含む小型システインリッチエフェクターに共通する構造原理の解明を目指

した。最終的には、植物病原菌が宿主植物に対して発揮する病原性機構の分子基盤につい

て、新たな知見を提供することを本研究の目的とした。 
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第２章 試料調製と品質評価 

2.1  緒言 

溶液 NMR法によるタンパク質立体構造解析を精密に実施するためには、測定条件に適合

した高純度かつ高い均一性を有するタンパク質試料を調製することが不可欠である。

NMR法は試料品質の影響を強く受ける解析手法であり、発現系の構築、精製戦略、緩衝

液条件の最適化、ならびに物理化学的安定性の評価といった測定前の前処理工程が、構造

決定の成否を大きく左右することが知られている（Wand, 2013）。 

まず、目的タンパク質の安定発現および正しいフォールディングを確保するためには、適

切な発現ベクター、宿主株、ならびに融合タグを検討し、可溶性発現を最大化する発現条

件を確立する必要がある（LaVallie et al., 1993; Esposito et al., 2006）。続く精製工程では、

NMR測定に要求される高い純度および試料均一性を達成するため、アフィニティクロマ

トグラフィー、プロテアーゼによるタグ除去、さらには HPLCなどの手法を適切に組み合

わせ、凝集体や分解産物を系統的に除去することが重要である（Scopes, 1994）。 

さらに、得られた試料の物理化学的性質を評価するため、円二色性（CD; circular 

dichroism）分光法を用いて 2次構造の形成状態を確認するとともに（Greenfield, 2006）、

NMR測定に適した pH、温度、イオン強度などの条件を最適化する。また、質量分析

（MS; mass spectrometry）による分子量測定および分解の有無の確認は、試料の均一性お

よび科学的完全性を保証する上で不可欠である。 

本章では、このような NMR測定に先立つ一連の前処理工程について概説するとともに、

EPC3の試料調製から測定条件の検証に至るまでの合理的な手順およびその結果を示す。

これらの工程を適切に実施することにより、後続の多次元 NMR解析における化学シフト

帰属および立体構造計算の精度を向上させ、EPC3の構造・機能解析において信頼性の高

いデータ取得を可能にした。本研究における多次元 NMR解析は、確立された NMR構造

解析手法に基づいて実施した（Wüthrich, 1986）。 

2.2  実験方法 

2.2.1 構造予測による EPC3の立体構造モデリング 

近年、計算アルゴリズムの高度化および人工知能（artificial intelligence）技術の発展によ

り、アミノ酸 1次配列情報からタンパク質の立体構造を高精度に予測する手法が急速に発

展している。中でも、DeepMind社が開発した AlphaFold2（以下 AF2）は、進化的相関情
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報と深層学習アルゴリズムを統合することで、従来の構造予測手法を大きく上回る精度を

達成したプログラムである。CASP14（Critical Assessment of protein Structure Prediction）に

おける評価では、AF2の平均予測精度（GDT_TS値）は 92.4%に達し、実験構造に近いモ

デルを多数提供できることが示された（Jumper et al., 2021）。AF2は現在、構造生物学分

野における標準的な補助解析ツールの 1つとして広く利用されている。 

本研究対象である EPC3について AF2による構造予測を行った結果（図 2.1）、本タンパ

ク質は構造的特徴の異なる 2つの領域から構成される可能性が示唆された。予測モデルで

は、C末端側に比較的コンパクトで秩序化されたドメイン構造が形成される一方、N末端

側に柔軟性の高い領域が存在すると推定された。これらの領域を便宜上、それぞれ Nド

メイン（EPC3-ND）および Cドメイン（EPC3-CD）と定義した。また、N末端にはおよ

そ 40残基にわたる構造秩序性の低い領域が予測され、このような柔軟領域は、エフェク

タータンパク質において宿主認識や細胞内局在化、あるいは機能調節に関与する可能性が

指摘されている（petre et al., 2014; Mesarich et al., 2015）。EPC3についても、当該領域が

機能的役割を担う可能性があると考えられた。 

 

 

AF2による構造予測結果をもとに、本研究では EPC3を「全長（Full-length（EPC3）」、

「N-domain（EPC3-ND）」、「C-domain（EPC3-CD）」、および両ドメインを含む「NC-

domain（EPC3-NCD）」の 4種類の断片に分割し、それぞれについて独立した発現系を設

図 2.1. EPC3全長の構造予測モデル 



計した（図 2.2）。この分割設計は、各領域の構造的安定性および NMR測定への適合性

を個別に評価することを目的としている。 

 

 

AF2モデルにおいては、Nドメインと Cドメインを連結する領域および一部のループ部位

に、数残基程度の短い helix-like構造あるいは 310-helix様の局所構造が予測されたもの

の、いずれも安定したヘリックスとみなせる長さには達していなかった。それ以外の大部

分の領域では、βシートを主体とするフォールドが形成されると予測された。特に Cドメ

インは、βバレル（β-barrel）様の構造をとる可能性が示唆され、これは多くの病原性関連

エフェクターに共通して観察される安定な構造骨格と類似している（Franceschetti et al., 

2017）。これらの予測結果は、EPC3が比較的安定な βバレル様フォールドを基盤としつ

つ、柔軟領域を介して宿主分子との相互作用を担う可能性を示唆するものである。 

2.2.2 発現ベクターおよびタグ設計 

EPC3およびその各フラグメントを Escherichia coliで発現させるため、本研究では発現ベ

クターとして pET-32b (+)（Merck, Germany）を採用した。本ベクターにより発現される融

合タンパク質は、N末端に Trx（Thioredoxin）タグおよび 6 × Hisタグを有しており、発現

タンパク質の可溶性向上および正しい立体構造形成の補助に有効であることが報告されて

いる（LaVallie et al., 1993）。特に、EPC3のように複数のジスルフィド結合を含む小型分

泌タンパク質では、Trxタグの導入により、誤ったジスルフィド結合形成や封入体形成が

抑制されることが期待される。 

pET-32b (+)ベクターは 6 × Hisタグを有しており、Ni2+-NTAアフィニティクロマトグラフ

ィーによる精製に適している。さらに本研究では、タグ除去を目的として TEVプロテア

図 2.2. EPC3のドメイン構成および作製したフラグメント 
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ーゼ認識配列を導入し、精製後にプロテアーゼ処理を行うことで効率的なタグ除去を可能

にした。TEVプロテアーゼは高い基質特異性を有し、温和な反応条件下でも効率的に切断

できるため、目的タンパク質に対する非特異的切断を最小限に抑えられる利点がある

（Parks et al., 1994）。 

さらに、TEVプロテアーゼ認識部位と目的タンパク質の間に柔軟な「GGSGGS」スペーサ

ー配列を挿入する設計とした。このスペーサー配列は高い柔軟性を有し、プロテアーゼ認

識部位を立体的障害から解放することで、切断効率の向上に寄与すると推測される。特

に、EPC3-NDの N末端側には βシート構造が密に配置される可能性が構造予測から示唆

されているため、スペーサーを導入することで切断部位近傍の立体障害を緩和し、効率的

かつ完全なタグ除去が可能になると判断した。 

pET-32b (+)ベクターは設計上、N末端または C末端のいずれにも融合タグを付加すること

が可能である。しかし、AF2による構造予測では、EPC3の C末端領域が βバレル様構造

の中心部を構成し、いわゆるバレル閉鎖に関与する終端ストランドとして機能する可能性

が示唆された。一般に βバレルタンパク質では、C末端ストランドがフォールディングの

最終段階に関与し、構造安定性に重要な役割を果たすことが知られている（Murzin, 1998; 

Kleiger et al., 2002）。そのため、C末端側に大型の融合タグを付加した場合、折りたたみ

過程やバレル閉鎖が阻害されるリスクが相対的に高いと考えられる。 

一方、N末端側は構造コアから相対的に離れていると予測されるため、同様のタグ付加で

あっても立体構造形成への影響が小さい可能性がある。以上の理由から、本研究では N

末端融合タグを採用する設計とした。 

このように、pET-32b (+)ベクターを基盤として、融合タグ、プロテアーゼ認識部位、およ

びスペーサー配列を体系的に設計することにより、EPC3の正確なフォールディングと効

率的な精製を両立させる発現および精製戦略を構築した（図 2.3）。本設計は、後続の溶

液 NMR解析に必要な高純度かつ高濃度の試料調製を可能にするための基盤となる。 

  



 

 

2.2.3 形質転換および発現条件 

EPC3およびその各フラグメントをコードする DNA配列について、E. Coliにおける高効

率発現を目的としてコドン使用頻度の最適化を行った（Gustafsson et al., 2004）。最適化後

の各 DNAフラグメントは GenScript（Japan）により合成され、pET-32b (+)発現ベクター

（Merck, Germany）の NcoI / XhoI制限酵素認識部位に挿入した。構築した各発現プラスミ

ドは、E.coli発現株 Rosetta-gami™ B (DE3) / pLysS（Merck, Germany）に形質転換した。 

形質転換はヒートショック法により行った。プラスミド DNAは TEバッファー（10 mM 

Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8.0）に溶解し、最終濃度 10 ng/µLに調整した後、その 2 µLを

50 µLのコンピテントセルに添加した。氷上で 5 min静置後、42 °Cで 45 secのヒートショ

ック処理を行い、再度氷上で 5 min冷却した。これに SOC培地 150 µLを加え、37 °Cで 1 

h振とう培養した。 

回復培養後の細胞懸濁液を、100 µg/mLアンピシリンを含む Luria-Bertani（LB）寒天培地

上に塗布し、37 °Cでオーバーナイト培養した。形成された単一コロニーを複数選択し、

それぞれを 100 µg/mLアンピシリンを含む 3 mLの LB液体培地に接種した。37 °Cで振と

う培養し、培養液の濁度（OD600）が約 0.6 ~ 0.8に達した時点で、1 M IPTG（isopropyl β-

D-1-thiogalactopyranoside）ストック溶液を添加して最終濃度を 1 mMとし、発現誘導を行

った。誘導後は 37 °Cでさらに 3 h振とう培養を継続した。 

培養終了後、細胞を 4 °C、6,000 × g、20 min遠心分離（TOMY High-Speed Refrigerated 

Centrifuge SRX-201）により回収した。得られた細胞ペレットを 25 mM Tris-HClバッファ

ー（pH 8.0）に懸濁し、超音波破砕（sonication）により細胞破砕を行った。破砕後、遠心

分離により可溶性画分と不溶性画分を分離し、目的タンパク質の可溶性発現の有無を

SDS-PAGE解析により評価した。 

図 2.3. 融合タンパク質のモジュール構成 
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2.2.4 可溶性および不溶性画分の解析 

遠心によって得られた不溶性画分には、上清と同体積の 8 M尿素溶液を加え、4 °Cで振と

うしながら十分に可溶化させた。完全溶解後、同体積の Laemmli試料バッファーを加えて

混合し、SDS-PAGE解析を行った。 

これにより、可溶性画分および不溶性画分の双方における目的タンパク質の発現状態を比

較評価した。 

2.2.5 EPC3-ND発現条件の最適化 

実験結果の再現性および信頼性を確認するために、保存株が異なる 2系統の E. coli 

Rosetta-gami™ B (DE3) / pLysS株を用い、同一条件下で独立に発現実験を行った。 

EPC3-NDはアミノ酸配列中に複数のジスルフィド残基を有しており、ジスルフィド結合

を形成する可能性が示唆されたことから、発現条件によって誤フォールディングや不溶化

が生じる可能性が考えられた（Bessette et al., 1999）。そこで、誘導培養時の温度条件とし

て 37 °Cおよび 30 °Cの 2条件を設定し、発現挙動を比較した。 

また、誘導剤であるイソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド（IPTG）の濃度は 0.1 mM

および 1 mMの 2条件を設定し、発現量および可溶性への影響を検討した。 

各条件下で誘導培養後に菌体を回収し、超音波破砕によって可溶性画分および不溶性画分

に分離した。得られた各画分について SDS-PAGE解析を行い、目的タンパク質の発現量

および可溶性の違いを比較評価した。 

2.2.6 アフィニティクロマトグラフィーイオンにおける金属イオンの選択 

アフィニティクロマトグラフィー（Affinity Chromatography）は、組換えタンパク質の精

製に広く用いられる手法である。その中でも、Hisタグを介して目的タンパク質を固定化

金属イオンに結合させる固定化金属アフィニティクロマトグラフィー（IMAC; 

immobilized metal ion affinity chromatography）は、高効率かつ再現性の高い精製法として広

く利用されている。IMACに用いられる固定化金属イオンとしては、Cu²⁺、Ni²⁺、Zn²⁺、

Co²⁺などが一般的であり、これらは配位化学的性質および結合定数の違いにより、Hisタ

グとの結合親和性および選択性が異なる（図 2.4）（Bornhorst et al., 2000）。 



 

 

Ni2+はイミダゾール環中の窒素原子と比較的安定な配位結合を形成しやすく、結合容量が

大きいことから、多量の Hisタグタンパク質を吸着できる利点を有する。一方で、内在性

タンパク質との非特異的相互作用も生じやすく、条件によっては溶出画分中の純度が低下

する場合がある。これに対して Co²⁺は、結合容量は Ni2+に比べて小さいものの、His残基

に対する選択性が高く、背景タンパク質の混入が少ない高純度試料を得やすいとされてい

る。Zn²⁺は中程度の親和性および特異性を示し、Cu2+は最も高い結合親和性を示す一方

で、酸化還元活性を有するため、タンパク質の化学的安定性や構造に影響を与える可能性

が指摘されている。 

以上の特性から、IMACにおける金属イオンの選択は、目的タンパク質の性質（分子量、

表面電荷分布、構造安定性など）および精製目的（収量重視か純度重視か）を考慮して最

適化する必要がある。 

本研究では、目的タンパク質の精製条件を検討するため、まず Ni²⁺-NTA樹脂を用いた

IMACを実施し、段階的イミダゾール溶出（20、50、100、250、1,000 mM）によって溶出

挙動を評価した。さらに、同一条件下で Co²⁺-NTA樹脂を用いた精製を行い、得られた各

溶出画分を SDS-PAGEにより解析することで、金属イオン種による精製効率および純度

への影響を比較検討した。 

2.2.7 バッファー交換およびタグ除去前処理 

Hisタグ付き目的タンパク質をアフィニティクロマトグラフィーにより回収した後、タグ

除去反応に先立つ前処理として、限外濾過（Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, 10 

図 2.4. Hisタグと金属イオンに対する選択性および親和性の比較 
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kDa MWCO, Merck Millipore）を用いて試料の濃縮を行った。本操作により溶液体積を低

減するとともに、低分子不純物の除去を行い、後続の透析操作を効率化した。 

濃縮後のタンパク質溶液を透析膜チューブ（Spectra/Por 1, MWCO 6 ~ 8 kDa）に移し、組

成の異なる 3種類の透析バッファーを用いて段階的に透析を行った。各透析は 4 ~ 6 h実

施した。使用した透析バッファーの組成は以下の通りである：(1) 1 mM EDTA, 25 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0; (2) 25 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8.0; (3) 25 mM Tris-

HCl, 50 mM NaCl, pH 8.0。 

初期段階では EDTA含有バッファーを用いることで、精製過程で残存した金属イオンをキ

レート除去し、その後、イオン強度を段階的に低下させることで、TEVプロテアーゼ反応

に適したバッファー条件へと移行させた。透析終了後、TEVプロテアーゼ（Sigma-

Aldrich, T4455, recombinant from E. coli）を添加し、Hisタグの切断反応を行った。反応後

の試料は SDS-PAGEにより解析し、タグ除去の効率およびタンパク質の完全性を評価し

た。 

2.2.8 TEVプロテアーゼ添加量の最適化 

Hisタグ切断反応における TEVプロテアーゼの最適添加量を決定するため、融合タンパク

質に対するプロテアーゼ量を段階的に変化させた条件で反応を行い、切断効率を比較し

た。 

標準条件（× 1）は製品プロトコルに基づき、2.5 mgの融合タンパク質に対して 100 Uの

TEVプロテアーゼを添加することとした。この条件を基準として、プロテアーゼ量を× 

8、× 4、× 2、× 1、× 1/2、× 1/4、× 1/8に設定し、各条件下で切断反応を実施した。 

各反応は同一のバッファー条件下で行い、一定時間インキュベートした後に反応を停止し

た。反応後の試料は SDS-PAGEに供し、切断産物および未切断融合タンパク質のバンド

パターンを比較することで、各条件における切断効率を評価した。これらの結果に基づ

き、後続の試料調製における適切な TEVプロテアーゼ添加条件を決定した。 

2.2.9 逆相 HPLCによる最終精製 

TEVプロテアーゼによる切断反応終了後、反応液を 4 °C、20,500 × gで 5 min遠心し、切

断に伴って生じた沈殿成分および不溶性夾雑物を除去した。得られた上清にトリフルオロ

酢酸（TFA; trifluoroacetic acid）を添加し、最終濃度 0.1 ~ 0.5%とすることで試料の pHを

約 1 ~ 3に調整した。pHの確認には pH試験紙（pH 1 ~ 11; Toyo Roshi Co., Ltd., Japan）を

用いた。 



TFA添加後、試料を再度 4 °C、20,500 × gで 5 min遠心分離し、上清を逆相 HPLCの注入

試料とした。試料は精製直前まで 4 °C下で保存し、変性および容器表面への非特異的吸

着を最小限に抑えた。 

最終精製は、高速液体クロマトグラフィー装置（SHIMADZU LC-10AD VP）に接続した逆

相カラム（COSMOSIL Protein-R, Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を用いて実施した。分離は

室温で行い、流速 0.5 mL/min、分析時間 50 minとした。移動相として、溶媒 A（0.1% 

TFAを含む水）および溶媒 B（0.1% TFAを含むアセトニトリル（CH3CN））を使用し、

溶媒 Bの濃度を線形に増加させるグラジエント条件で溶出を行った。 

2.2.10 MALDI-TOF-MS による目的タンパク質の分子量確認 

精製後に得られた主成分が目的タンパク質に対応する分子量を有していることを確認する

ため、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析（MALDI-TOF-MS）

を用いた測定を行った。測定には Bruker UltrafleXtreme（Bruker Daltonics, Germany）を使

用し、リニアモード（linear mode）で解析を行った。 

試料は最終濃度が約 100 μMとなるよう調製し、その 1 μLと等量のマトリックス溶液を混

合した。マトリックスにはシナピン酸（SA; sinapinic acid）を用い、10 μg/μL SAを含む

50% アセトニトリル / 0.1% TFA溶液として調製した。混合液 1 μLを MALDIターゲット

プレート上に滴下し、室温で自然乾燥させた後、測定を行った。 

得られたスペクトルは flexAnalysisソフトウェア（Bruker Daltonics）を用いて解析し、主

要ピークの観測質量を試料の分子量の理論値と比較することで、精製試料が目的タンパク

質に対応する分子量を有していることを確認した。 

2.2.11 ジスルフィド結合パターンの決定 

目的タンパク質中に形成されたジスルフィド結合の組み合わせを決定するため、還元剤を

添加しない条件でトリプシン消化を行い、生成したペプチド断片を MALDI-TOF-MSによ

り解析した。 

遠心濃縮において乾燥した精製試料に、0.1 M Tris-HClバッファー（pH 8.0）および 6 M

尿素を含む溶液 10 µLを加え、十分に溶解させた後、尿素濃度を低下させる目的で 0.1 M 

Tris-HClバッファー（pH 8.0）30 µLを加えて反応液を調製した。これにトリプシン（ス

トック濃度 50 ng/µL）を添加し、酵素と基質の比が w/w = 1 : 20（Trypsin : Protein）となる

ように調製した。反応液を 37 °Cで 15 hインキュベートし、消化反応を進行させた。 
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消化後に得られたペプチド混合物を MALDI-TOF-MS分析に供し、観測された質量ピーク

を理論的に予測されるトリプシン消化ペプチドのモノアイソトピック質量と照合した。特

に、システイン残基を含む 2つのペプチド断片の理論質量の合算値が観測ピークと一致す

る組み合わせに着目し、同一のジスルフィド結合によって連結されたペプチド対の候補を

抽出した。 

これらの結果は、目的タンパク質中に形成されるジスルフィド結合の組み合わせを支持す

る基礎的な質量分析データを提供するものであり、後続の構造解析結果と併せて解釈する

ことで、ジスルフィド結合パターンの理解に寄与する（Gorman et al., 2002）。 

2.2.12 CD測定による 2次構造特性の評価 

タンパク質の 2次構造特性を評価するため、CD分光法による測定を行った。CD分光法

は、タンパク質中のペプチド結合が左円偏光および右円偏光に対して異なる吸収を示す性

質を利用し、2次構造要素に由来する特徴的なスペクトル形状を観測する手法である。 

一般に、αヘリックス構造および βシート構造は、それぞれ異なる波長領域に特徴的なシ

グナルを示すことが知られており、これらのスペクトル形状から 2次構造組成の推定が可

能である（Greenfield, 1969）。 

CD測定には分光計 J-820（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を使用した。測定条件は、感

度 100 mdeg、波長範囲 270 ~ 190 nm、データ取り込み間隔 1 nm、走査モード continuous、

走査速度 50 nm/min、レスポンス 2 sec、バンド幅 1 nm、積算回数 4回、セル長 0.1 cmで

ある。測定はすべて 25 °Cで実施した。 

溶液条件がタンパク質の 2次構造特性に及ぼす影響を評価するため、pH 3.0、4.0、5.0、

6.0および 7.0の条件下で CDスペクトルを測定し、酸性から中性域にかけてのスペクトル

形状の変化を比較した。また、イオン強度の影響を検討する目的で、NaClを 50、100お

よび 150 mM含む緩衝液を用いた試料についてそれぞれ CD測定を行い、スペクトルを比

較した。 

得られた CDスペクトルについては、観測されたスペクトル形状および負ピークを基に、

2次構造特性を定性的に評価した。 

本タンパク質は事前の構造予測により、βストランドを主体とする構造を有する可能性が

示唆されていたことから、CDスペクトルが βシート構造に特徴的とされるパターンと整

合するかどうかに着目して解析を行った。 



2.3 結果と考察 

2.3.1 タンパク質の発現および可溶性画分の解析 

E. coliにおける EPC3およびその各フラグメント（EPC3-ND、EPC3-CD、EPC3-NCD）の

発現を確認するため、IPTG誘導後に菌体を回収し、SDS-PAGEにより解析を行った。な

お、各コンストラクトについては発現の再現性を確認するため、同一条件下で培養した独

立コロニー2株を用いて解析を行っており、図 2.5および図 2.6にはぞれぞれ 2レーンずつ

結果を示している。 

その結果、いずれのコントラクトにおいても、理論分子量に対応する位置に明瞭なバンド

が検出され、融合タンパク質が E. coli内で発現していることが確認された（図 2.5、図

2.6）。 

 

 

図 2.5. 大腸菌における融合タンパク質の発現解析（Full-lengthおよび NC-domain） 
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次に、発現したタンパク質の可溶性を評価するため、超音波破砕後の遠心処理によって得

られた上清画分（sup; supernatant）および沈殿画分（ppt; precipitate）をそれぞれ SDS-

PAGEにより比較解析した。その結果、全長 EPC3、EPC3-NCDおよび EPC3-CDはいずれ

も主として沈殿画分に検出されたのに対し、EPC3-NDは上清画分中に明瞭なバンドとし

て検出された（図 2.7）。この結果から、EPC3-NDは他のコンストラクトと比較して、

E.coli発現系において高い可溶性を示すことが示唆された。 

EPC3全長および Cドメインを含むコンストラクトは、E. coli細胞内では凝集あるいは不

溶化しやすいのに対し、EPC3-ND単独では可溶性の状態を維持し得ることが示された。

さらに、同時期に共同研究者によって実施された生理活性評価の結果、EPC3全長と

EPC3-NDがほぼ同程度の活性を示すことが明らかとなった（Xu et al., 2025）。この結果

は、病原性発現に関わる機能的要素が主として Nドメインに含まれていることを示唆し

ている。 

以上の理由から、本研究では、構造解析および動的特性評価対象として、可溶性が高く、

かつ生理活性を保持している EPC3-NDに着目して解析を進めることとした。 

図 2.6. 大腸菌における融合タンパク質の発現解析（N-domainおよび C-damain） 



 

 

2.3.2 EPC3-NDの培養条件最適化 

EPC3-NDは複数のジスルフィド結合を含むと予測されることから、誤ったジスルフィド

結合形成やフォールディング不全を抑制しつつ、十分な発現量を確保できる培養条件の検

討を行った。 

まず、培養温度が EPC3-NDの発現量に及ぼす影響を評価するため、E. coli  Rosetta-gami™ 

B (DE3) / pLysS株を用い、37 °Cおよび 30 °Cの 2条件で IPTG誘導を行った。誘導後に回

収した試料を SDS-PAGEにより解析した結果、いずれの温度条件においても、理論分子

量に対応する位置に EPC3-ND由来のバンドが検出された（図 2.8）。一方、30 °C培養で

は、37 °C培養と比較して目的バンドの強度がやや低下する傾向が認められた。 

一般に、低温培養は翻訳速度の低下によりフォールディング過程に有利に働く場合がある

一方で、発現量が低下することも多い（Sørensen et al., 2005）。本研究では、後続の精製

図 2.7. 融合タンパク質の可溶性画分および不溶性画分の解析 
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操作に伴う回収率の低下を考慮し、十分な収量を確保できる条件として 37 °C培養を採用

した。 

次に、IPTG濃度が EPC3-NDの発現量に与える影響を検討した。37 °C培養条件下で 0.1 

mMおよび 1 mM IPTGを用いて誘導を行い、SDS-PAGEにより発現量を比較したとこ

ろ、2つ条件間で目的バンドの強度に顕著な差は認められなかった（図 2.8）。高濃度

IPTG条件では、翻訳負荷の増大により誤フォールディングや不溶化が生じる可能性が指

摘されている（Sørensen et al., 2005）。本研究では、発現量を維持しつつ翻訳負荷を抑制

できる 0.1 mM IPTGを標準条件として採用した。 

 

 

なお、これらの培養条件の検討は、同一コンストラクトから独立に取得した 2つの E.coli

形質転換体（N1および N2）を用い、同一条件下で実施した。その結果、得られた SDS-

PAGEパターンおよび EPC3-NDの発現量は両系統間でほぼ一致しており、本発現系およ

び培養条件の再現性が確認された。 

2.3.3 IMACにおける金属イオン種の選択 

発現条件の最適化により EPC3-NDの可溶性画分を安定して取得できる系を確立した後、

Hisタグ融合タンパク質を対象として、IMACによる精製条件の検討を行った。IMACに

図 2.8. 発現温度および IPTG濃度による融合タンパク質発現量の比較 

N1および N2は、同一コンストラクトから独立に取得した 2つの形質転換体を示す。 



用いられる担体金属イオンとしては Ni²⁺、Co²⁺、Zn²⁺、Cu²⁺などが知られており、これら

は Hisタグとの配位結合能（親和性）および非特異的結合の程度（選択性）が異なる。 

一般に、Ni²⁺は Hisタグに対して高い親和性と大きな結合容量を示す一方、Co²⁺はより高

い選択性を示し、非特異的結合が少ない傾向があるとされている。これに対して、Zn²⁺は

結合容量が比較的小さく、高収量が求められる精製には必ずしも適さない場合がある。ま

た、Cu2+は非常に高い親和性を示すものの、システイン残基や芳香族残基との非特異的相

互作用や酸化的影響が生じる可能性が指摘されている（Bornhorst et al., 2000）。これらの

点を踏まえ、本研究では Ni²⁺-NTA樹脂および Co²⁺-NTA樹脂の 2種を用いて、精製挙動の

比較検討を行った。 

まず、Ni2+-NTAカラムに EPC3-NDの可溶性画分を供し、イミダゾール濃度 20、50、 

100、250、500、1,000 mMのステップワイズ溶出を行った。その結果、20および 50 mM

イミダゾール画分には主として宿主由来タンパク質が検出され、目的タンパク質に対応す

る明瞭なバンドはほとんど認められなかった。一方、EPC3-NDに対応するバンドは 100 ~ 

500 mMイミダゾール画分において強く検出され、Ni2+-NTA樹脂に対して比較的強い結合

挙動を示すことが観察された（図 2.9）。 

 

 

同様の条件で Co2+-NTA樹脂を用いた場合、EPC3-NDは 20および 50 mMの比較的低濃度

イミダゾール画分において溶出した。これらの画分では、Ni²⁺由来画分と比較して背景バ

図 2.9. Ni²⁺アフィニティ精製の SDS-PAGE解析 
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ンドが少なく、相対的に高い純度が得られた一方で、目的タンパク質バンドの強度は弱

く、回収量は全体として低い傾向を示した（図 2.10）。 

 

 

以上の結果から、Co2+-NTA樹脂は非特異的結合が少なく、高純度画分を得やすい一方

で、結合容量が小さく、得られるタンパク質量が限られる傾向にあることが示唆された。

質量分析、CD測定および NMR測定など、本研究で予定する後続解析に必要な試料量を

安定して確保する観点からは、回収量が十分でない可能性があると判断した。 

一方、Ni2+-NTA樹脂では、Co2+-NTA樹脂と比較して背景タンパク質の共溶出がやや増加

するものの、結合容量が高く、目的タンパク質を比較的安定して回収できることが確認さ

れた。さらに、Ni²⁺-NTA樹脂は IMACにおいて広く利用されており、操作条件や再現性

の面で実用的利点を有する。これらを総合的に考慮し、本研究では Ni2+-NTAカラムを標

準精製法として採用した。 

なお、Ni²⁺-NTAカラムからの溶出画分には高濃度のイミダゾール（100 ~ 500 mM）が含

まれるため、そのままでは TEVプロテアーゼによるタグ切断反応を阻害する。そこで、

限外濾過チューブ（Amicon Ultra, MWCO 10 kDa）を用いて試料を濃縮し、反応液体積を

低減するとともに、後続の透析によるイミダゾール除去を効率化した。 

図 2.10. Co²⁺アフィニティ精製の SDS-PAGE解析 



2.3.4 TEVプロテアーゼによるタグ切断条件の最適化 

Ni2+-NTAカラムによる精製後、段階的透析により TEVプロテアーゼ反応に適した条件へ

と移行した EPC3-ND融合タンパク質を用いて、Hisタグ切断における TEVプロテアーゼ

添加量の最適条件を検討した。 

まず、製品プロトコルに基づき、100 Uの TEVプロテアーゼを 2.5 mgの融合タンパク質

に添加する条件（× 1）を基準とし、× 8、× 4、× 2、× 1、× 1/2、× 1/4、× 1/8の各倍率で反

応を行った（表 2.1）。各条件下で反応後の試料を SDS-PAGEにより解析した結果、× 2

および× 1の条件では未切断の融合タンパク質バンドがほとんど認められず、切断が効率

的に進行していることが示された。一方、× 1/2以下の条件では未切断融合タンパク質が

明瞭に残存しており、酵素量が不足していることが示唆された（図 2.11）。 

 

  

表 2.1. TEVプロテアーゼの添加量条件 

融合タンパク質 2.5 mgに対する TEVプロテアーゼ添加量を、各倍

率に示す。× 1は TEVプロテアーゼ 100 Uに相当する。 
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次に、より厳密な至適比率を検討するため、100 Uの TEVプロテアーゼを 2.5 mgまたは

2.0 mgの EPC3-ND融合タンパク質に対して添加し、それぞれの切断効率を比較した（図

2.12）。その結果、基質量 2.0 mgの条件では、未切断融合タンパク質バンドは検出限界以

下まで低下し、効率的な切断が達成されていることが確認された。一方、2.5 mgの条件で

は、融合タンパク質に対応するバンドが一部残存しており、酵素量に対して基質量が過剰

である可能性が示唆された。 

  

図 2.11. TEVプロテアーゼ量の違いによる融合タンパク質の切断効率 



 

 

以上の結果から、本研究条件下においては、TEVプロテアーゼ 100 Uあたり約 2.0 mgの

融合タンパク質（約 50 U/mg）が、効率的なタグ切断を行う上で実用的な目安となること

が示された。そこで本研究では、完全なタグ除去が必要な場合には 40 ~ 60 U/mg程度を標

準的な使用範囲とし、必要に応じて基質量や反応時間に応じた調整を行った。 

なお、後続の精製工程や解析目的によっては、必ずしも完全切断を要しない場合もあるこ

とから、実際のタグ除去操作では、試料収量、反応時間および必要とされる切断率を総合

的に考慮して TEVプロテアーゼ量を設定した。 

2.3.5 逆相 HPLCによる最終精製 

初期検討として、カラム上における EPC3-NDの保持挙動を把握するため、溶媒 B（アセ

トニトリル）の濃度範囲を広く設定し、勾配時間を長めにとった条件で探索的な分析を行

図 2.12. TEVプロテアーゼ添加量の最適化 
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った。このスカウト分析により、主成分ピークのおおよその保持時間を特定し、試料中に

おける主要成分の溶出挙動を確認した。 

 

 

一般に、Ni²⁺-NTA精製およびタグ切断後の試料では、主成分として目的タンパク質が含

まれる可能性が高いことから、本研究ではこの主ピークを指標として、移動相組成および

勾配条件の最適化を段階的に行った（図 2.13）。その結果、溶媒 A（0.1% TFAを含む

水）および溶媒 B（0.1% TFAを含むアセトニトリル）を用い、20 ~ 30% Bの線形勾配に

おいて、主成分ピークが他の小ピークから良好に分離されることが確認された。 

図 2.13. 逆相 HPLC条件の最適化 



最終精製は 25 °C条件下で実施し、溶出は 254 nmおよび 280 nmの UV吸収によりモニタ

リングした。主成分ピークに対応する画分をフラクション回収し、Eppendorf Concentrator 

plus を用いて遠心濃縮において乾燥することで溶媒を除去し、後続の質量分析および構造

解析に供した。 

2.3.6 MALDI-TOF-MS による分子量確認 

逆相 HPLCにより回収した EPC3-NDについて、分子量および酸化状態を確認する目的

で、MALDI-TOF-MS（linear mode）による質量分析を行った。その結果、m/z 8226.144に

明瞭な主要ピークが検出された（図 2.14）。 

 

 

EPC3-NDは 6個のシステイン残基を含み、3組のジスルフィド結合を形成することが予測

されている。ジスルフィド結合 1組の形成に伴い、2個の水素原子が失われる（-2 Da）た

め（Haniu et al., 1997）、完全還元型の理論分子量（8231.22 Da）に対して、酸化型の理論

分子量は 6 Da減少し 8225.22 Daとなる。さらに、MALDIイオン化過程では 1個のプロト

ン（+1 Da）付加が生じることから、理論 m/z値は 8226.22 Daと算出される。 

図 2.14. 質量分析による精製タンパク質の確認 
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本研究で得られた実測値 8226.144は、この理論値と極めて良好に一致しており、精製し

た EPC3-NDが３組のジスルフィド結合を有する酸化型分子として回収されていることを

強く支持する結果である。この結果は、後続の CD測定および溶液 NMR解析に供する試

料として、分子量および酸化状態の観点から適切であることを示している。 

2.3.7 ジスルフィド結合パターンの解析 

EPC3-NDに含まれる 6個のシステイン残基間に形成されるジスルフィド結合の組み合わ

せを解析するため、還元剤非存在下でトリプシン消化を行い、生成したペプチド断片を 

MALDI-TOF-MSにより解析した。解析に先立ち、アミノ酸配列および構造予測に基づ

き、形成が想定される 3組のジスルフィド結合候補をあらかじめ推定し、その組み合わせ

を図示した（図 2.15）。 

 

 

MALDI-TOF-MSにより得られたスペクトル中には、これらの予測されたジスルフィド結

合候補に対応すると考えられるクロスリンクペプチド（cross-linked peptides）が複数検出

された。具体的には、m/z 1529.799のピークはペプチド SVC60YKと ADEIC92VQRがジス

ルフィド結合によって連結されたフラグメントに対応し、計算値 1529.7315と良好な一致

を示した。また、m/z 1724.965のピークは NTPC86Rと SFAQC106IELCKの結合体に相当

し、計算値 1724.8687との差は 0.1 Da前後であった。さらに、m/z 1914.997のピークとし

て検出されたシグナルは、TC49PAGQTYDRと FC70VANPRがジスルフィド結合で連結さ

れたペプチド断片に対応し、計算値 1914.8814と高い一致を示した（図 2.16）。 

これらのクロスリンクペプチドはいずれも、事前に予測したジスルフィド結合の組み合わ

せ（C49-C70、C60-C92、C86-C106）に対応しており、EPC3-ND中において 3組のジスル

フィド結合が形成されていることを示す実験結果である。 

図 2.15. 予測されたジスルフィド結合パターン 



 

 

以上の結果から、EPC3-NDに含まれる 6個のシステイン残基は、3組のジスルフィド結合

を形成していることが質量分析学的に示された。本解析は、EPC3-NDの立体構造安定化

に寄与するジスルフィド結合パターンを理解する上で重要な基礎情報を提供するものであ

り、後続の溶液 NMR解析に向けた構造的前提条件を与える結果である。 

2.3.8 CD測定結果の解析 

EPC3-NDの 2次構造特性およびその溶液条件依存性を評価するため、CDスペクトル測定

を行った。測定にあたっては、各条件に対応する溶媒（バッファー）の CDスペクトルを

別途取得し、すべての試料スペクトルについて溶媒スペクトルを差し引いた補正データを

用いて解析を行った。 

図 2.17に、pH 3.0、4.0、5.0、6.0および 7.0条件下で測定した CDスペクトルを示す。い

ずれの pH条件においても、約 205 nm付近に顕著な負ピークが観測され、EPC3-NDが β

構造に富む折りたたみ構造を形成していることを示すスペクトル形状が得られた。このよ

うな短波長側に強い負ピークを示す CDスペクトルは、βシートを主体としつつ、ターン

やループ構造を含むタンパク質において観測されることが報告されている（Greenfield et 

al., 1969）。 

図 2.16. MALDI-TOF-MSによるジスルフィド結合ペプチドの同定 
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pH条件間で比較すると、pH 5.0、6.0および 7.0におけるスペクトルは全波長域にわたっ

てほぼ完全に重なっており、弱酸性から中性条件下では EPC3-NDの 2次構造が高い安定

性を示すことが明らかとなった。一方、pH 4.0および 3.0の強酸性条件では、205 nm付近

の短波長領域においてベースラインの上昇やスペクトル形状のわずかな変化が認められ、

強酸性環境下では構造の揺らぎや部分的な無秩序化が生じている可能性が示唆された。 

  

図 2.17. 25 °Cにおける pH依存的な CDスペクトルの変化 



次に、イオン強度の影響を評価するため、pH 7.0条件下において NaCl濃度 50、100およ

び 150 mMの 3条件で CDスペクトルを測定した（図 2.18）。その結果、いずれの条件に

おいても約 205nm付近の負ピークを特徴とする β優位のスペクトル形状は維持されてい

たものの、負ピークの強度や形状に差異が認められ、イオン強度の変化に応答して 2次構

造のバランスが変化することが示唆された。 

 

 

以上を結果より、EPC3-NDは βシートを主体とした 2次構造を有し、弱酸性から中性域

（pH 5.0 ~ 7.0）において高い構造安定性を示す一方で、強酸性条件およびイオン強度の変

化に対して構造的応答性を示すことが明らかとなった。このような性質は、溶液環境に応

じて構造特性が調整されるエフェクタータンパク質の特徴を反映している可能性がある

（Mesarich et al., 2015）。 

図 2.18. pH 7.0におけるイオン強度依存的な CDスペクトルの比較 
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第３章 NMR実験と解析および構造計算 

3.1  緒言 

本研究では、溶液 NMR解析に適した高品質な 15N / 13C 2重安定同位体標識 EPC3-ND試料

を調製するため、M9最小培地を用いた同位体標識発現系を構築した。多次元 NMR測定

（1H-15N HSQC、HNCO、HNCACBなど）では、観測対象となる核スピンを有する安定同

位体の導入が、スペクトル感度および分解能を左右する重要な要因となる。そのため、タ

ンパク質発現段階で 15Nおよび 13Cを均一に取り込ませることが、信頼性の高い構造解析

を行う上で不可欠である（Clore et al., 1994; Kay et al., 2011）。 

M9培地は、成分組成が厳密に定義された最小培地であり、LB培地などのリッチ培地と異

なり、非標識アミノ酸に由来する同位体希釈が生じないという利点を有する。この特性に

より、高度に均一な同位体標識が可能となるとともに、副代謝産物の生成が抑制され、後

続の精製工程および NMR解析における再現性の向上に寄与する（Marley et al., 2001; 

Cavanagh et al., 2007）。  

発現宿主には、細胞質におけるジスルフィド結合形成能が強化され、かつ稀少コドンに対

応する tRNAを補完する機能を有する E. coli Rosetta-gami™ B (DE3) / pLysS株を用いた。

本菌株は、複数のシステイン残基を含む EPC3-NDの正しいフォールディングおよび可溶

性発現を促進する点で、本研究の目的に適していると考えられた（Kane, 1995; Bessette et 

al., 1999）。 

3.2  実験方法 

3.2.1 安定同位体標識および試料調製 

15N / 13C 2重安定同位体標識 EPC3-NDの調製には、M9最小培地を用いた発現系を採用し

た。M9培地の基本組成を表 3.1に示す。窒素源として 15NH4Cl、炭素源として 13C-glucose

を用いることで、タンパク質全体への均一な同位体標識を行った。 



 

 

培地調製にあったては、まず A液を 121 °Cで 15 minオートクレーブ滅菌し、室温まで冷

却した。その後、クリーンベンチ内での無菌操作下で B液を添加し、十分に混合すること

で、最終的な同位体標識 M9培地を調製した。なお、B液に含まれる各成分はフィルター

滅菌したものを使用した。 

E.coli Rosetta-gami™ B (DE3) / pLysS株を調製した同位体標識 M9培地に接種し、37 °Cで

振とう培養を行った。培養液の OD₆₀₀が 0.6 ~ 0.8に達した時点で、IPTGを最終濃度 0.1 

mMとなるよう添加し、37 °Cで 3 hの誘導発現を行った。誘導終了後、6,000 × g、4 °C、

20 minの条件で遠心回収した。 

回収した菌体は、第 2章で確立した精製プロトコルに従って処理し、多次元 NMR測定に

供するための高純度 15N/13C標識 EPC3-ND試料を調製した。 

表 3.1. M9最小培地の基本組成 
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3.2.2 最適測定条件の探索 

本研究では、高分解能 NMR測定に適した条件を決定するため、EPC3-NDの pH、温度お

よび前処理条件について系統的な検討を行った。まず、溶液中での構造形成の有無および

スペクトル品質を迅速に評価する目的で、特別な最適化を施さず、pH 3.5、25 °Cにおい

て 1H-15N HSQC測定を実施し、シグナルの有無および分散状態を確認した（Kay et al., 

2011）。 

次に、第 2章で得られた CD測定による構造安定性評価の結果を参考にし、測定 pHを 7.0

に固定した上で、35 °Cから 1 °Cまで 5 °C刻みで 1H-15N HSQC測定を行い、温度依存的

なスペクトル変化を評価した（Palmer, 2004）。得られた結果から、ピーク分散および線

幅の観点で最も良好な温度条件を選定した。 

さらに、試料中に存在する可能性のある誤フォールディング状態や会合体を低減し、試料

の均質性を向上させる目的で、90 °Cで 5 minの加熱後、氷上で 30 min急冷する処理を試

みた。この処理は、可逆的な再フォールディング挙動を示す成分が存在する可能性を考慮

し、その均一化を促すことを意図した（Bax et al., 1993）。 

これらの検討結果を総合的に評価し、最終的な NMR測定条件を決定した。以降の多次元

NMR測定は当該条件下で実施した（表 3.2）。 

表 3.2. 立体構造決定および動的特性解析のために取得した NMRスペクトル 



3.2.3 連鎖帰属 

EPC3-NDの化学シフト帰属は、前節で最適化した条件（pH 7.0、35 °C）において、TCI

クライオプローブを搭載した Bruker AVANCE III 800 MHz分光計を用いて実施した。試料

には、均一に 15Nおよび 13Cで標識された EPC3-NDを、50 mM NaClおよび 10% D2Oを含

む水溶液（pH 7.0）に調製したものを用いた。 

主鎖および側鎖の体系的な帰属を確立するため、多種類の 3重共鳴実験および NOESY実

験を組み合わせて測定を行った。使用した各 NMR実験の目的および取得情報の概要を表

3.2に示す。 

まず 1H-15N HSQCスペクトルを取得し、観測される主鎖 NHシグナルの全体像を確認し

た。その後、HNCA、HNCACB、CBCA(CO)NH、HNCOおよび C(CO)NH実験を組み合わ

せることで、残基 iと（i-1）の主鎖および前残基側鎖炭素の化学シフト情報を相補的に取

得し、順次的な主鎖の連鎖帰属を行った（Ikura et al., 1990; Grzesiek et al., 1992）。 

主鎖の帰属完了後、側鎖スピンシステムの同定には HCCH-TOCSYおよび 1H-13C HSQCを

主として用い、必要に応じて H(CCO)NHなどの実験により側鎖帰属の補強を行った

（Clore et al., 1990）。 

立体構造計算に必要な距離拘束情報は、13C-separated NOESYおよび 15N-separated NOESY

（mixing time 120 ms）（Marion et al., 1989; Fesik et al., 1990）から得られた NOEピークに

基づいて抽出した。さらに、15N-separated TOCSYを用いて NH近傍のスピン連鎖を確認

し、帰属結果の一貫性および妥当性を検証した（Cavanagh et al., 2007）。 

3.2.4 立体構造の計算 

共鳴線の化学シフト帰属が完了した後、15N-separated NOESYおよび 13C-separated NOESY

（mixing time 120 ms）スペクトルから NOEピークを収集した。NOEピークリストを用

い、CYANAにより自動的に NOE割り当ておよび距離拘束の生成を行い、得られた距離

拘束に基づいて構造計算を実施した（Güntert, 2004）。 

主鎖の 2面角拘束については、1H、15N、13Cの化学シフト情報を入力として TALOSによ

り推定された φおよび ψ角の範囲を採用し、構造計算に組み込んだ（Shen et al., 2009）。

これにより、化学シフト情報に基づく局所的な主鎖コンフォメーションの制約を導入し

た。 

さらに、NOEパターンおよび予備的な 2次構造情報から、安定した 2次構造要素が形成さ

れている可能性が高いと判断された領域に対して水素結合拘束を付加した。水素結合拘束
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は、N-H…O=Cの各水素結合につき Nと Oおよび Hと Oの距離拘束として設定し、合計

38本の水素結合距離拘束を構造計算に導入した（Wüthrich, 1986; Nilges et al., 1995）。 

加えて、第 2章での質量分析およびジスルフィド結合解析の結果に基づき、EPC3-NDに

存在する 3組の共有結合性ジスルフィド結合を拘束条件として設定した。これらのジスル

フィド結合拘束は、構造計算中を通して維持される強拘束として扱った（Havel et al., 

1983）。 

以上の NOE由来距離拘束、TALOSにより推定された主鎖 2面角拘束、2次構造領域に対

する水素結合拘束、および 3組のジスルフィド結合拘束を入力情報として CYANAによる

立体構造計算を実施した。得られた構造アンサンブルおよび構造統計の詳細については、

次節において結果と考察として示す。 

3.3  結果と考察 

3.3.1 NMR測定条件の最適化 

初期条件として、pH 3.5、25 ℃において取得した 1H-15N HSQCスペクトルを図 3.1に示

す。この条件下では、観測されたピーク数は理論的に予想される残基数と大きく乖離して

いないものの、スペクトル全体にわたってピークの重なりが顕著であり、一部の残基では

ピークの分裂やブロードニングが観察された。特に低磁場側（1H 8.5 ~ 9.5 ppm付近）にお

いてピークが密集しており、個々の主鎖 NHシグナルを明確に分離および追跡することは

困難であった。これらの特徴は、EPC3-NDが当該条件下において構造的に均一な単一コ

ンフォメーションを形成していない可能性を示唆している。すなわち、複数の構造状態が

共存している、あるいは主鎖 NHシグナルが化学交換の影響を受けている可能性が考えら

れる（Dyson et al., 2004）。 



 

 

次に、より均一なフォールド状態を与える条件を探索する目的で、pHを 7.0に固定して異

なる温度で HSQC測定を行った（図 3.2）。35 °Cから 1 °Cまで 5 °C刻みで測定した結

果、温度低下に伴いピークの線幅が徐々に増大し、特に 25 °C以下ではピーク強度の著し

い低下および分散の悪化が認められた。一方、25 ~ 35 °Cの温度範囲では、ピーク分散お

よびシグナル強度が相対的に良好であった。EPC3-NDがこの温度域において最も均一な

構造集団を形成していることが示された。図 3.3に示す 25 °C、30 °C、35 °Cの比較から

も、35 °C条件において最もシャープかつ分離したピークが得られることが明確である。

これらの結果から、低温条件は EPC3-NDに対して必ずしもスペクトル品質の向上をもた

らさず、分子回転相関時間の増大や化学交換挙動の変化により、結果として線幅の増大お

よびシグナル感度の低下を引き起こす可能性が示唆された（Palmer, 2004）。 

  

図 3.1. 1H-15N HSQCスペクトル（pH: 3.5、25 ℃） 
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図 3.2. 温度依存的な 1H-15N HSQCスペクトルの重ね合わせ（pH 7） 

pH 7条件下において、35 °Cから 1 °Cまで 5 °C間隔で測定した 1H-15N 

HSQCスペクトルの重ね合わせを示す。 

図 3.3. 異なる温度条件における 1H-15N HSQCスペクトルの比較（pH 7） 

35 °C（青）、30 °C（赤）、25 °C（緑）で測定した 1H-15N HSQCスペクトルを

重ね合わせて示す。 



続いて、温度を 35 °Cに固定し、pH依存性を評価した（図 3.4）。pH 5.0、6.0、7.0の条件

を比較したところ、pH 5.0および 6.0では一部のピークに重なりや広がりが残存していた

のに対し、pH 7.0においてはスペクトル全体の分散が最も良好であり、ピーク形状も比較

的均一であった。特定のピーク群では、pH上昇に伴う連続的な化学シフト変化が観測さ

れており、これは残基の電荷状態の変化や、それに起因する局所的な化学環境の変化を反

映していると考えられる（Cavanagh et al., 2007）。以上より、EPC3-NDは弱酸性条件より

も中性条件において、より均質な構造集団を形成することが示唆された。 

 

  

図 3.4. pH依存的な 1H-15N HSQCスペクトルの変化（35 ℃） 

35 °C条件下において、pH 7（青）、pH 6（赤）、pH 5（緑）で

測定した 1H-15N HSQCスペクトルを比較した。 
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しかしながら、pH 7.0および 35 °Cという条件下においても、依然として一部のピークは

弱く、バックグラウンドノイズや微弱な不均一性が残存していた（図 3.5）。そこで、試

料の均質性をさらに向上させる目的で、90 °Cで 5 min加熱後、氷上で急冷する処理を導

入した。熱処理前後の HSQCスペクトルを比較すると（図 3.6）、処理後にはピーク形状

の明瞭化、弱いシグナルの強度増加、およびノイズレベルの低下が認められた。この改善

は、熱処理によって一部の不均一な構造集団や誤フォールディング状態が低減された可能

性を示唆するものと考えられる（Bax et al., 1993）。ただし、熱処理過程での構造状態に

ついては本研究では直接的な検証を行っていないため、その詳細な分子機構については今

後の解析が必要である。 

 

  

図 3.5. 異なる温度および pH条件における 1H-15N HSQCスペクトル 

25 °Cおよび 35 °C、pH 3.5および pH 7条件下で測定した 1H-15N HSQCス

ペクトルを示す。 



以上の結果から、熱処理を施した試料を用いて pH7.0、35 °Cで測定すると最も良好な

NMRスペクトルが得られることが判明した。この条件下では、ピーク分散、線幅、シグ

ナル強度のいずれにおいてもバランスの取れた改善が認められ、主鎖および側鎖の化学シ

フト帰属を高精度に進めるために十分なスペクトル品質が得られると判断した。 

 

 

3.3.2 連鎖帰属の結果 

最適化した測定条件下において多次元 NMR測定を行い、EPC3-NDの化学シフト帰属を実

施した。まず取得した 1H-15N HSQCスペクトルは良好なピーク分散を示し（図 3.7）、本

タンパク質が溶液中で構造的に高い均一性を有することを示唆している。ほぼ全ての残基

において単一かつシャープなクロスピークが観測され、主鎖および側鎖の化学シフト帰属

を進めるために十分な分解能が得られた（Cavanagh et al., 2007）。 

  

図 3.6. 熱処理前後における 1H-15N HSQCスペクトルの比較 

35 °C、pH 7条件下で測定した HSQCスペクトル（左）と、熱処

理後に測定したスペクトル（右）を示す。 
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主鎖の i/（i-1）の連続性を確立するため、HNCA、HNCACB、CBCA(CO)NH、HNCOお

よび C(CO)NH実験を組み合わせて解析を行った。HNCAおよび HNCACB測定により、

各残基（i）および 1つ前の残基（i-1）に対応する 13Cα化学シフト情報が得られた。さら

に、HNCACBでは 13Cαおよび 13Cβの化学シフト情報が観測された。CBCA(CO)NH、

HNCO、C(CO)NHは（i-1）残基由来のシグナルを与える。これらの 3重共鳴実験で得ら

れる Cαおよび Cβの化学シフト情報を、残基 iと（i-1）の対応関係に基づいて比較するこ

とにより、隣接するスピン系を明確に連結し、アミノ酸配列に沿った主鎖の連鎖帰属を確

立した（図 3.8）。 

  

図 3.7. 熱処理後の 1H-15N HSQCスペクトル（35 ℃、pH 7） 

点線は Asnおよび Gln側鎖アミドに由来する対応シグナル対を示す。 



 

 

主鎖帰属の完了後、1H-13CHSQC、HCCH-TOCSY（spinlock time 22 ms）、H(CCO)NHおよ

び C(CO)NHを用いて側鎖の帰属を行った。これらの実験結果を統合することで、ほぼ全

ての残基について側鎖の化学シフトを同定することができた。 

さらに、立体構造解析に必要な距離制約情報を得るため、13C-separated NOESYおよび

15N-separated NOESY（いずれも mixing time 120 ms）を測定し、中距離および長距離 NOE

を多数検出した。これらの NOEは、2次構造要素間の相互配置や全体構造の決定に有用

な距離情報を提供するものである（Wüthrich, 1986）。加えて、15N-separated TOCSY

（spinlock time 70 ms）を取得し、NHと結合した側鎖プロトンの TOCSYパターンに基づ

いてアミノ酸タイプの推定を行うことで、帰属結果の妥当性を検証した（Cavanagh et al., 

2007）。 

以上の NMRデータを統合的に解析した結果、EPC3-NDの主鎖および側鎖の化学シフトは

高い網羅率で帰属された。具体的には、非プロリン残基に由来する主鎖アミドシグナルの

図 3.8. HNCACBスペクトルのストリッププロットの例 

連続する残基に対応する Cαおよび Cβシグナルを示し（pは前残基（i-1）

に由来するシグナルを示す）、主鎖帰属に用いた解析例を示す。 
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94%（Pro残基 4残基を除く 64残基）が帰属された（Bax et al., 1993）。なお、本帰属結果

の詳細は、同一試料および同一測定条件を用いて独立にまとめた報告において既に公表さ

れている（ Xu et al., 2025）、対応する化学シフトデータは BioMagResBank（BMRB, 

https://bmrb.io）に BMRB accession number 36775として登録した。図 3.9に、最終的な主鎖

帰属を付与した 1H-15N HSQCスペクトルを示す。 

 

 

3.3.3 構造計算の結果 

主鎖および側鎖の化学シフト帰属完了後、NOESYスペクトルから抽出した NOEクロスピ

ーク情報をもとに、EPC3-NDの立体構造計算を行った。構造計算には CYANA（version 

2.0）を用い、NOE由来の距離拘束を主要な入力情報として計算を進めた。さらに、

TALOSにより化学シフトから推定された主鎖 2面角拘束（φ / ψ）を導入した（表 3.3）。 

図 3.9. 1H-15N HSQCスペクトル（35 ℃、pH 7、thermal treatment） 

主鎖アミドシグナルには残基番号を付した。 



加えて、NOEパターンおよび化学シフト情報から示唆される 2次構造要素に基づき、信

頼性の高い領域に対して水素結合距離拘束を慎重に付加した。最終的に、合計 38本の水

素結合距離拘束を構造計算に用いた。また、質量分析により同定された 3組のジスルフィ

ド結合についても、それぞれに対応する距離拘束を共有結合拘束として組み込んだ。 

これらすべての拘束条件を統合して CYANAによる計算を行った結果、得られた構造群の

うちターゲットファンクション値が最も低い上位 20個のコンフォメーションを代表的な

構造集合として選択した（図 3.10 a）。これら 20構造は互いに類似したコンフォメーショ

ンを示しており、Cα原子に基づく平均 r.m.s.d.（root-mean-square deviation）は 1.926 Åで

あった（Güntert, 2004）。さらに、得られた構造の主鎖立体化学的妥当性を評価するた

め、代表構造に基づくラマチャンドランプロット解析を行った（図 3.11）。その結果、主

鎖 2面角（φ / ψ）は主として許容領域に分布しており、顕著な外れ値は認められなかっ

た。これは、得られた構造が主鎖立体化学的に妥当であることを示している（Laskowski 

et al., 1993）。構造統計の詳細を表 3.4に示す。 

 

 

  

表 3.3. 構造予測および解析に使用したソフトウェア一覧 
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図 3.10. EPC3-NDの立体構造 

（a）最小エネルギー構造 20個の重ね合わせ。（b）代表構造

のリボン図。βストランド構造を矢印で示す。 



 

表 3.4. 構造計算に用いた拘束条件および構造統計 

図 3.11. 代表構造のラマチャンドランプロット 
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最終的に得られた EPC3-NDの立体構造は、5本の βストランドから構成されていること

が明らかとなった。各 βストランドは、Tyr 55-Tyr 61（β1）、Asn 64-Val 71（β2）、Glu 

79-Thr 84（β3）、Glu 90-Asn 96（β4）、Ser 102-Glu 108（β5）に対応していた。これらの

βストランドは、2本および 3本の βストランドからなる 2枚の βシートを形成し、互い

に近接して配置されることで、安定した βフォールド構造を形成していた（図 3.10 b）。 

また、構造中には 3組のジスルフィド結合が確認され、それぞれ N末端の不定形構造領域

（unstructured region）と β2、β1と β4、ならびに β3直後のループと β5の間に形成されて

いた。これらのジスルフィド結合は、βシート間を架橋する配置をとっており、EPC3-ND

の全体構造の安定化に寄与していると考えられる。 

以上の結果から、EPC3-NDは溶液中において、βシートを主とする明確に定義された構造

コアを有することを示された。 
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第４章 ダイナミクス解析（NMR緩和実験） 

4.1  緒言 

タンパク質の機能発現には、静的な立体構造のみならず、ナノ秒からミリ秒にわたる多様

な時間スケールで生じる内部運動が重要な役割を担っていることが、これまでの多くの研

究により明らかにされてきた（Frauenfelder et al., 1991; Palmer, 2004; Henzler-Wildaman and 

Kern, 2007）。このような動的性質は、アミノ酸配列や単一の静的構造情報から直接的に

理解することが難しく、特に柔軟性の高い領域では、分子認識や反応機構と密接に関連す

ることが知られている（Wüthrich, 1986; Kay, 1998）。したがって、タンパク質内部の運動

性を定量的に評価することは、生物学的機能の理解を深めるうえで重要なアプローチであ

る。 

NMR緩和実験は、タンパク質の内部運動を原子レベルで解析できる有力な手法の 1つで

あり、15N縦緩和速度 R1、横緩和速度 R2、ならびに 1H-15Nヘテロ核 NOE（hetNOE）とい

った緩和パラメータを測定することで、主鎖アミド基のダイナミクスを詳細に評価するこ

とが可能である（Kay et al., 1989; Palemer et al., 2001）。R2成分については、分子全体の回

転拡散および ps-nsスケールの内部運動に加え、条件によっては μs-msスケールのコンフ

ォメーション交換の寄与を受ける可能性があることが知られている。 

さらに、得られた緩和データをモデルフリー解析などの理論的枠組みに基づいて解析する

ことで、一定の仮定のもとで主鎖アミド基の秩序パラメータ（order parameter, S2）や化学

交換項（R_ex）を推定することができる（Lipari et al., 1982; Mandel et al., 1995）。これに

より、静的構造解析のみでは捉えきれない局所的な柔軟性や運動性の分布を明らかにする

ことが可能となる。 

本章では、EPC3-NDにおける主鎖ダイナミクスの特徴を明らかにすることを目的として

NMR緩和実験を実施し、構造における剛直性および柔軟性の分布を解析した。得られた

結果に基づき、分子認識や機能発現に関与する可能性のある動的領域について考察する。 

4.2  実験方法 

EPC3-NDの主鎖ダイナミクス（backbone dynamics）を解析するため、15N核の緩和実験と

して縦緩和時間（T1）、横緩和時間（T2）、および 15N-{1H}ヘテロ核 NOE測定を行っ

た。これらの緩和パラメータは、主として ps-nsスケールにおける主鎖アミド基の高速内

部運動を反映し、R2については条件によって μs-msスケールのコンフォメーション交換の

影響を受ける可能性がある。そのため、静的構造解析では捉えきれない局所的な柔軟性や



主鎖の運動性を評価するための有用な指標となる。本研究では、前章で明らかにした立体

構造情報を補完することを目的として、これらの緩和測定を実施した。 

15N核の緩和実験には、Farrowらにより報告された標準的な 1H-15N相関パルス系列を用い

た（Farrow et al., 1994）。T1測定では、遅延時間として 40、80、150、240、300、500、お

よび 700 msを設定した。一方、T2測定では 25、60、80、120、250、500、および 700 ms

の遅延時間を用いた。さらに、主鎖 NH基の ps-nsスケールの運動性を評価するため、プ

ロトン飽和法に基づく hetNOE測定を行い、1H飽和ありおよびなしの 2種類のスペクトル

を取得した。 

化学シフト帰属後、各 2次元スペクトルからのピーク強度を Sparky（Goddard et al., 

2008）を用いて抽出し、続いて Mathematica ver. 12.1（Wolfram Research Inc.）により緩和

データのフィッテイングを行った。T1および T2の値は、以下に示す単一指数減衰モデル

に基づいて算出した。 

I (t) = I0 exp (-t / T1,2) 

ここで I(t)は遅延時間 tにおけるピーク強度、𝐼0は初期強度を示す。 

以上の解析により、EPC3-NDの T1、T2、および hetNOEの緩和パラメータを網羅的に取得

した。これらのデータは、溶液中における主鎖の局所的な柔軟性および構造的安定性を評

価するための重要な動的情報を提供する。 

4.3  結果と考察 

EPC3-NDの内部ダイナミクスを明らかにするため、15N緩和実験を実施した（図 4.1）。

全体として、EPC3-NDは小型で安定に折りたたまれたタンパク質に典型的な緩和プロフ

ァイルを示したが、構造要素ごとにダイナミクスの違いが観測された。 

まず、図 4.1 aに示す 15N-{1H} NOEにおいて、β1〜β5に対応する βストランド領域では

NOE値が 0.6を大きく上回っており、これらの 2次構造領域では主鎖が ps-nsスケールに

おいて高い剛直性を有していることが示唆された（Kay et al., 1989; Palmer, 2004）。一

方、末端領域および複数のループ領域では NOE値の低下が観測され、これらの部位にお

いては高速内部運動が存在することが示された。 

次に、図 4.1 bに示す R1（= 1/T1）では、多くの残基が約 2 s-1前後の値を示しており、良

好に折りたたまれたタンパク質として妥当な範囲に収まっていた。その中で、Arg75の R1

は他の残基と比較して高い値を示した。R1は主として ps-nsスケールの運動性や分子全体
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の回転拡散特性を反映することから、この結果は Arg75周辺における局所的な運動特性の

違いを反映している可能性が考えられる。Arg75は β2と β3を結ぶ非規則領域に位置して

おり、その構造的特徴と整合的である。 

図 4.1 cに示す R2（= 1/T2）では、Lys62、Asn64、Arg75、および Asn99において顕著に高

い値が観測され、合わせて測定誤差も相対的に大きい傾向が認められた。R2は分子全体の

回転拡散に加え、μs-msスケールのコンフォメーション交換の影響を受ける可能性がある

ことから（Palmer et al., 2001）、これらの残基では化学交換や比較的遅い運動成分が挙動

に寄与している可能性が示唆される。加えて、Asn99近傍に位置する Ser98のシグナルが

HSQCスペクトルにおいて観測されなかったことは、この領域が高い動的性を有している

ことを支持する結果である。 

さらに図 4.1 dに示す R2/R1比を総合的に評価すると、Lys62と Asn99において相対的に高

い値が認められた。これらの結果は、当該残基において通常とは異なる緩和挙動が生じて

おり、構造交換や運動性の不均一性の影響を受けている可能性を示している（Mandel et 

al., 1995）。 

以上の結果から、EPC3-NDは剛直な βシートコア構造を中心として安定に折りたたまれ

ている一方で、ループ領域、特に Lys62、Arg75、および Asn99周辺において顕著な運動

性を有していることが明らかとなった。このような「安定コア構造と動的な周辺領域」と

いう特徴は、立体構造モデル（図 4.2）とも良好に対応しており、EPC3-NDの機能発現に

おける構造的可塑性に関与している可能性が考えられる。 



 

 

図 4.1. 緩和実験に基づく残基ごとのダイナミクス解析結果 

（a）NOE比、（ｂ）R1、（c）R2、（ｄ）R2 / R1の残基依存性を示す。

βストランド領域を矢印で示した。 
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第 5章 ジスルフィド結合の役割 

5.1 緒言 

タンパク質の高次構造形成および安定性において、ジスルフィド結合は代表的な共有結合

性修飾の 1つとして広く知られている。ジスルフィド結合は 2個のシステイン残基の酸化

反応により形成され、折りたたみ経路の制御、立体構造の安定化、さらには耐熱性や機械

的強度の向上に寄与することが、これまでの数多くの研究により明らかにされてきた

（Creighton, 1990）。とくに分泌タンパク質や細胞外環境に存在するタンパク質では、酸

化的環境下で形成されるジスルフィド結合が構造維持に重要な役割を果たす例が多く、そ

の喪失は顕著な構造変化や機能低下を引き起こすことが報告されている（Feige et al., 

2011）。 

ジスルフィド結合がタンパク質の構造安定化に寄与する典型例として、リゾチームやリボ

ヌクレアーゼ A（RNase A）が挙げられる。リゾチームでは複数のジスルフィド結合が立

体構造の保持に寄与しており、それらの切断により構造の緩みや酵素活性の低下が生じる

ことが示されている（Blake et al., 1965; Bradshaw et al., 1967; Denton et al., 1991）。また、4

組のジスルフィド結合を有する RNase Aは代表的なモデルタンパク質であり、ジスルフィ

ド結合が折りたたみ経路や再生過程の制御に関与することを示す古典的研究が数多く報告

されている（Anfinsen et al., 1961; Anfinsen, 1973）。これらの研究は、ジスルフィド結合が

単なる構造安定化要素にとどまらず、折りたたみ過程そのものに深く関与していることを

示している（Creighton, 1997）。 

さらに、近年の研究では、膜タンパク質や受容体タンパク質において、ジスルフィド結合

がドメイン間の相対配置の固定や局所構造の安定化を通じて、リガンド認識や活性化機構

の調節に関与することも報告されている（Hogg, 2003）。このように、ジスルフィド結合

はタンパク質の構造的秩序と機能的特性の両面に影響を及ぼす重要な要素であり、その役

割を構造学的に検証することは、生化学および構造生物学における重要な課題の 1つであ

る。 

本章では、以上の背景を踏まえ、EPC3-NDに存在する複数のジスルフィド結合が立体構

造および構造安定性に与える影響を検討する。特に、ジスルフィド結合を除去した変異体

との比較を通じて、各結合が 3次元構造の保持や局所的な構造変化にどのように寄与して

いるのかを、構造学的観点から明らかにすることを目的とする。 

 



5.2 実験方法 

EPC3-NDの立体構造安定性に対する分子内ジスルフィド結合の寄与を評価するため、6個

すべてのシステイン残基をセリンに置換した変異体（All-S）を作製した。本変異体では

ジスルフィド結合が形成されないことから、構造的安定性の低下が想定されるため、野生

型とは独立に発現および精製を行い、比較的温和な条件下で試料調製を行った。 

All-Sを発現させた大腸菌細胞ペレットは、25 mM Tris-HCl（pH 8.0）に懸濁し、4 °C、

6,000 × g、20 minの遠心分離により洗浄した。洗浄後、1 mM PMSFと 2.5 mg/mLリゾチー

ムを含む 25 mM Tris-HCl（pH 8.0）に再懸濁し、リゾチーム反応を促進するために 37 °C

で 1 hインキュベートし、細胞溶解を行った。得られた溶解液について、SDS-PAGEによ

り上清および沈殿の両画分に目的タンパク質が存在することを確認した。 

溶解液は 29,000 × g、4 °C、20 minの遠心分離により上清と沈殿に分画した。上清画分に

は最終濃度 0.5% のポリエチレンイミン（PEI; Polyethylenimine）を添加し、氷上で 30 min

静置することで核酸を沈殿させた。その後、同条件で再遠心を行い、得られた上清を回収

した。この画分については、野生型 EPC3-NDと同様に Ni2+-NTAアフィニティクロマトグ

ラフィーを用いて精製を行った。 

一方、初回遠心で得られた沈殿画分については、8 M尿素と 25 mM Tris-HCl（pH 8.0）を

含む溶液に再懸濁し、4 °Cで一晩振とうすることで可溶化を行った。翌日、29,000 × g、

4 °C、20 minの遠心分離により上清を回収し、Ni2+-NTAカラムに供した。尿素濃度を 6、

4、2、1、および 0 Mと段階的に低下させた。その後、イミダゾール濃度勾配により目的

タンパク質を溶出した。得られた各溶出画分については SDS-PAGEにより精製度および

回収量を評価した。 

5.3  結果と考察 

リゾチーム処理による比較的温和な溶菌法を採用した結果、SDS-PAGE解析（図 5.1）に

おいて顕著な分解産物は検出されず、All-S変異体を十分な収量で精製することができ

た。 

一方、精製した All-Sについて 1H-15N HSQCスペクトルを測定したところ（図 5.2）、野

生型 EPC3-NDと比較して化学シフト分散が著しく低下し、観測されるクロスピーク数の

減少および線幅の顕著な増大が認められた。これらの特徴は、All-Sが溶液中において野

生型に見られるような天然様のコンパクトな立体構造を安定に形成していない可能性を強
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く示唆しており（Bax et al., 1993）、部分的に構造が乱れた状態や構造的不均一性の高い

状態が優勢となっている可能性が考えられる。 

さらに、野生型 EPC3-NDにおいてスペクトル品質の改善に有効であった熱処理条件を

All-Sに適用した場合でも、HSQCスペクトルのピークの分散や線幅に顕著な改善は認め

られなかった。この結果は、ジスルフィド結合を欠く EPC3-NDにおいては、天然様構造

へのフォールディングが困難であり、構造的不均一な状態が持続することを示唆してい

る。 

 

  

図 5.1. リゾチーム処理後の可溶性画分および不溶性画分の解析 



 

 

以上の結果から、EPC3-NDに存在する 3組のジスルフィド結合は、溶液中における天然

様立体構造の形成および維持に重要な役割を果たしていることが示された。第 4章で示し

たように、野生型 EPC3-NDでは βストランド領域が高い剛直性を示していたことから、

これらのジスルフィド結合は βシート間を架橋することで全体構造のトポロジーを制約

し、構造安定化に寄与している可能性が考えられる（Thornton, 1981）。 

現時点では EPC3-NDの標的分子は未同定であり、ジスルフィド結合そのものが結合界面

を直接形成しているかどうかは不明である。多くの分泌型タンパク質で報告されている構

造支持的ジスルフィド結合と同様に、内部骨格として機能している可能性が高い（Hogg, 

2003）。 

  

図 5.2. 熱処理前後における 1H-15N HSQCスペクトルの比較（35 ℃、pH 7） 

熱処理前（青）および熱処理後（赤）に測定した 1H-15N HSQCスペクトルを示す。 
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第 6章 糖結合解析 

6.1  緒言 

タンパク質の立体構造が明らかになると、その構造的特徴が分子間相互作用や基質認識に

どのように関与しているのかを検証することが、次の重要な課題となる。とりわけ、糖鎖

や低分子糖との相互作用は、多くの細胞外タンパク質や酵素、受容体において機能発現に

関与することが知られており、結合特性の違いが活性や特異性に影響を与える例が数多く

報告されている（Varki et al., 2017; Sharon and Lis, 2004）。したがって、立体構造解析によ

って得られた情報を基に、対象タンパク質が糖と相互作用し得るかどうかを評価すること

は、その機能的可能性を検討する上で有用である。 

一般に糖結合タンパク質では、糖との相互作用に関与する表面領域に疎水性残基および極

性残基が適切に配置されており、これらの相補的な相互作用によって結合特異性や親和性

が規定されると考えられている（Quiocho, 1996; Imberty et al., 2000）。そのため、異なる

構造特性をもつ糖分子を比較することで、タンパク質側の相互作用部位の幾何学的特徴や

化学的性質を推定することも可能となる。 

EPC3は Fusarium oxysporum由来エフェクターSIX6のホモログであり、SIX6に関する先行

研究においては、その立体構造的特徴に基づいて糖分子との相互作用の可能性が言及され

ている（Gawehns et al., 2014）。一方で、これらの報告では糖結合に関する実験的検証は

行われておらず、その相互作用の有無や特異性については依然として明らかになっていな

い。 

本研究では、構造解析によって得られた EPC3-NDの立体構造を踏まえ、糖との相互作用

の有無を探索的に評価する目的で、マルトース、ラクトース、および D-(+)-セロビオース

の 3種類の 2糖類を選択した。これらはいずれも 2糖類であるが、グリコシド結合の型や

立体配置、構成単糖が異なっている。具体的には、マルトースは α-1,4結合を有するグル

コース 2量体、ラクトースは β-1,4結合を介したガラクトース-グルコースからなる 2糖、

セロビオースは β-1,4結合で連結したグルコース 2量体であり、結合様式や水酸基配置に

明確な違いが存在する。これらの糖を比較することで、EPC3-NDが特定の糖構造に対し

て選択性を示すか、あるいは 2糖類に対して顕著な相互作用を示さないかを検討すること

ができる。 
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本章では、このような背景のもとで実施した糖結合解析について、使用した 2糖類の選択

理由および測定結果の解釈枠組みを示し、EPC3-NDの構造的特徴と機能的可能性を検討

するための基盤を提供する。 

6.2  実験方法 

EPC3-NDの糖結合能を評価するため、EPC3-NDに対する糖の滴定を 1H-15N HSQCでモニ

ターした。本実験では、グリコシド結合様式および構成単糖の異なる 2糖類としてマルト

ース、ラクトース、D-(+)-セロビオースの 3種類を選択した。EPC3-NDが異なる 2糖構造

に対して相互作用を示すかどうかを検討した。 

滴定実験には、15N標識 EPC3-ND（最終濃度 0.8 mM、50 mM NaCl、10% D2O、pH 7.0）

を用い、測定温度は 35 ℃とした。各糖は NMR試料と同一組成のバッファーを用いて

高濃度ストック溶液として調製し、同一 NMR試料管内に段階的に添加した。糖の最終濃

度は 10、20、30、40、50、および 80 mMとし、糖とタンパク質のモル比はおよそ 12 : 1

から最大 100 : 1となるよう設定した（図 6.1）。この濃度範囲は、弱い相互作用や低親和

性結合の検出を想定した条件である。 

添加ステップごとに試料を十分に混合し、平衡化の後、同一測定条件で 1H-15N HSQCスペ

クトルを取得した。無添加条件および最高糖濃度条件のスペクトルを比較し、各残基シグ

ナルについて化学シフトの変化、ピーク強度の変動、ならびに線幅やピーク形状の変化を

指標として、糖添加に伴う影響を評価した。 

  



 

 

6.3  結果と考察 

3種類の 2糖（マルトース、ラクトース、および D-(+)-セロビオース）について 1H-15N 

HSQCに基づく滴定実験を行った結果、いずれの場合においても EPC3-NDの HSQCスペ

クトルには明確な濃度依存的変化は観測されなかった。糖を最終濃度 80 mM（タンパク

質濃度 0.8 mMに対してモル比約 100 : 1）まで添加しても、ほぼ全てのクロスピークは無

添加条件と同一の化学シフト位置、線幅、および相対強度を維持しており、残基特異的な

化学シフト変化や系統的なピークブロードニングは検出されなかった。また、用いた 2糖

の種類によるスペクトル変化の違いも認められなかった（図 6.2; 6.3; 6.4）。 

これらの結果から、本研究で設定した実験条件下においては、EPC3-NDはマルトース、

ラクトース、D-(+)-セロビオースとの間に HSQC滴定によって検出可能な相互作用は認め

られないことが示された。仮に相互作用が存在するとしても、その親和性は本実験の

NMR滴定の感度範囲内では検出できない程度に弱いものである可能性が考えられる。 

 

図 6.1. 糖結合能を評価するための実験手順の概略 

マルトース、ラクトース、および D-(+)-セロビオース

を用いた滴定条件を模式的に示す。 



 

77 

 

  

図 6.2. マルトース添加における 1H-15N HSQCスペクトル 

無糖条件（青）および 80 mMマルトース添加条件（赤）で測

定した 1H-15N HSQCスペクトルを重ね合わせて示す。 



 

  

図 6.3. ラクトース添加における 1H-15N HSQCスペクトル 

無糖条件（青）および 80 mMラクトース添加条件（赤）で測

定した 1H-15N HSQCスペクトルを重ね合わせて示す。 
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図 6.4. D-(+)-セロビオース添加における 1H-15N HSQCスペクトル 

無糖条件（青）および 80 mM D-(+)-セロビオース添加条件（赤）で測定

した 1H-15N HSQCスペクトルを重ね合わせて示す。 

 



さらに、EPC3-NDの立体構造を既知の糖結合タンパク質と比較すると、キチン結合タン

パク質 hevein（図 6.5）や節足動物由来抗菌タンパク質 tachycitin（図 6.6）に見られるよう

な、複数の芳香族残基（Trpや Tyrなど）が集積して形成する典型的な糖結合ポケットは

認められなかった。これらの糖結合タンパク質では、芳香族残基による疎水性クランプ構

造と、その周囲に配置された極性残基や電荷残基との協調的配置によって糖分子が認識さ

れると考えられている。一方、EPC3-NDでは同様の芳香族残基の集積は観測されず、静

電ポテンシャル分布からも、可溶性糖鎖を受容する明瞭な溝状構造は示唆されない。 

 

 

  
図 6.5. Heveinの立体構造（PDB ID: 00001q9b） 

Heveinの代表構造をリボン表示で示す。芳香族残基

（Trp）を赤色で示した。 
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以上の NMR滴定実験および構造比較の結果を総合すると、少なくとも本研究で検討した

可溶性 2糖類に対して、EPC3-NDが直接的かつ特異的な結合能を有することを支持する

証拠は得られなかった。したがって、EPC3-NDの生理的相互作用相手は、可溶性糖鎖以

外の分子種であると考えられる。 

  

図 6.6. Tachycitinの立体構造（PDB ID: 00001dqc） 

Tachycitinの代表構造をリボン表示で示す。芳香族残基

（Trp; Tyr）を赤色で示した。 
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第 7章 総括 

7.1 各章の研究成果とまとめ 

本研究では、Colletotrichum orbiculareのエフェクタータンパク質 EPC3の機能ドメインで

ある EPC3-NDを対象とし、その立体構造、構造安定化機構、および分子認識特性につい

て多角的な解析を行った。 

立体構造解析の結果、EPC3-NDは 5本の βストランドから構成される安定な βサンドイ

ッチ型フォールドを形成し、3組のジスルフィド結合によって高度に安定化されているこ

とが明らかとなった。さらに NMR緩和実験により、βシートからなるコア領域は一様に

高い剛直性を示す一方で、Arg75-Glu79および Ser98-Asn99を含むループ領域には顕著な

動的柔軟性が存在することが示された。これらの動的ループは、標的分子との相互作用に

関与し得る潜在的な機能領域である可能性が考えられ、安定な構造コアと可塑性を備えた

表面領域を併せ持つという特徴は、多様な宿主因子を認識する病原菌エフェクターに共通

する構造的特徴と整合的である。 

構造安定性に関する解析からは、すべてのシステイン残基をセリンに置換した変異体

（All-S）が、野生型に見られる天然様の立体構造を安定に形成できないことが示され

た。この結果は、EPC3-NDのフォールド形成および構造維持が、3組のジスルフィド結合

に強く依存していることを示しており、これらの共有結合性架橋によって規定される正確

な立体構造のトポロジーが、EPC3-NDの機能発現における前提条件となっている可能性

を示唆している。 

糖結合能の解析では、EPC3-NDの立体構造中に heveinや tachycitinに見られるような芳香

族残基の集積からなる典型的な糖結合ポケットは認められず、1H-15N HSQCに基づく滴定

実験においても、マルトース、ラクトース、D-(+)-セロビオースに対する特異的な相互作

用は検出されなかった。これらの結果から、少なくとも本研究で検討した可溶性 2糖類に

対して、EPC3-NDが直接的な結合能を有することを支持する証拠は得られなかった。 

以上の結果を総合すると、EPC3-NDは「高度に保存された βサンドイッチ型フォール

ド」、「3組のジスルフィド結合による強固な構造安定性」、「柔軟性を備えたループ領

域」、および「糖鎖非依存的な分子認識様式」という特徴を併せ持つ構造モジュールであ

ると位置づけられる。これらの構造的特性は、EPC3が宿主内で特定のタンパク質性因子

と相互作用し、免疫応答の制御に関与するための分子基盤を形成している可能性を示して

いる。 



今後は、EPC3の直接の宿主標的分子を同定し、複合体構造の解析を行うことで、C. 

orbiculareによる宿主免疫回避機構およびエフェクタータンパク質の構造・機能進化につ

いて、より包括的な理解が進むことが期待される。 

7.2 考察 

7.2.1 AF2予測構造と NMR実験構造の比較 

EPC3-NDの構造的特徴を考察するにあたり、まず AF2により予測された EPC3全長モデ

ル（図 2.1）と、本研究で NMRにより決定した EPC3-NDの実験構造（図 3.10 b）を比較

した。 

AF2全長モデルでは、N末端側に長い低構造領域（unstructured region）が予測される一

方、C末端側には明確に折りたたまれた構造ドメインが存在することが示唆された（図

2.1）。また、N末端の低構造領域と EPC3-CD（EPC3-C domain）の間には、比較的コンパ

クトな折りたたみ構造を有する領域が認められ、本研究で解析対象とした EPC3-NDは、

この独立した構造ドメインに相当すると考えられる。 

次に、EPC3-NDに着目すると、AF2予測モデルにおいても βストランド主体の折りたた

みが示唆され、EPC3-NDが βリッチなフォールドを取るという点では NMR実験構造と概

ね一致した。実際に、AF2予測モデルと NMR実験構造を重ね合わせた比較（図 7.1 c）に

おいて、βシートからなるコア領域は良好に対応していることが確認された。 

一方で、ジスルフィド結合によって規定される立体配置や、ループ領域の詳細な配置とい

った局所構造は、AF2予測のみからは一意に確定しにくく、本研究の NMR構造決定によ

って、EPC3-NDの βサンドイッチ型フォールドとその安定化機構が実験的に明確化され

た。なお、全残基を含めた Cα原子に基づく r.m.s.d.は 3.235Åであり、この値は主として

柔軟なループおよび末端領域に由来する差異を反映したものである。 
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7.2.2 構造ホモロジー解析 

EPC3-NDが既知のエフェクタータンパク質とどの程度構造的に類似しているかを検証す

るため、DALI（Distance-matrix ALIgnment）サーバーを用いて立体構造ホモロジー検索を

行った（Holm et al., 1993）。DALIはアミノ酸配列ではなく、残基間距離行列（distance 

matrix）の比較に基づいて構造類似性を評価する手法であり、配列相同性が極めて低い場

合でもフォールドレベルでの共通性を検出できる点で広く利用されている。 

その結果、EPC3-NDは Fusarium oxysporumが分泌する SIXエフェクター群の中でも、特

に SIX6の N末端ドメイン（SIX6-ND）と最も高い構造類似性を示した（図 7.1）。DALI

による Z-scoreは 3.8であり、一般に構造類似性が統計的に有意であるとされる目安（Z > 

2）を十分に上回っていた。 

両者の主鎖 Cα原子に基づく r.m.s.d.は 2.083 Åであり、βサンドイッチ型フォールドが良

好に重ね合わされることが確認された。一方で、DALIにより得られた構造ベースの配列

アラインメントに基づくアミノ酸配列同一性は約 15 ~ 20% 程度にとどまっており、1次構

造レベルでの保存性は低いことが明らかとなった（図 7.1）。このことから、EPC3-NDと

SIX6-NDの間には、配列相同性は乏しいものの、3次元構造は顕著に保存されているとい

う特徴的な関係が存在することが示された。 

図 7.1. EPC3-ND予測構造および実験構造の比較 

（a）AF2による予測構造、（b）本研究で決定した構造、（c）NMR実験構造（緑）

と AF2による予測構造（水色）の重ね合わせを示す。 



注目すべき点として、両者の配列比較では、全体のアミノ酸配列同一性が低いにも関わら

ず、システイン残基の位置が高度に保存されていることが確認された（図 7.1）。この事

実は、EPC3-NDおよび SIX6-NDの立体構造が、個々のアミノ酸配列よりも、ジスルフィ

ド結合によって規定されるトポロジーに強く依存している可能性を示唆している。 

実際に、本研究において全システイン残基をセリンに置換した All-S変異体では、野生型

に見られる天然様の立体構造が安定に形成されず、顕著な構造不安定化が観察された。こ

の結果は、EPC3-NDの βサンドイッチ型フォールドの形成および維持が、保存されたジ

スルフィド結合ネットワークに強く依存していることを直接的に示すものである。 

以上の結果から、EPC3-NDは配列レベルでは SIXエフェクター群と低い相同性しか示さ

ない一方で、システイン残基の保存を介して 3次元構造が維持されていることが明らかと

なった。このような「配列多様化と構造保存」の関係は、病原菌エフェクターにおける進

化戦略の一端を示すものであり、機能発現に必須な立体構造が、ジスルフィド結合を基盤

として厳密に保存されてきた可能性を示唆している。 

 

 

7.2.3 静電表面ポテンシャル解析 

EPC3-NDと SIXファミリーとの機能的関連性を検討するため、EPC3-NDと SIX6-NDの静

電表面ポテンシャルの比較解析を行った。一般に病原菌エフェクターでは、保存された立

体構造が特徴的な表面電荷分布と結びつき、標的分子の認識様式や結合特異性に影響を与

えることが知られている（Sánchez-Vallet et al., 2013）。したがって、両者の静電ポテンシ

ャル分布を比較することは、分子認識機構を推定する上で重要な手掛かりとなる。 

本研究で決定した EPC3-NDの NMR構造および既報の SIX6-NDの結晶構造座標を用い

て、表面電荷分布を可視化した（Baker et al., 2001）。その結果、両者はいずれも分子上部

に正電荷が集中したパッチを形成しており、この領域において大局的に類似した静電ポテ

図 7.2. 構造ベースの相同性検索（DALI）による配列および 2次構造の比較 

EPC3-NDと既知構造タンパク質との配列アラインメントおよび 2次構造要素の比較を示す。 
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ンシャル分布を示した（図 7.3）。この正電荷領域は、SIX6において相互作用界面の一部

として機能する可能性が示唆されている部位と対応しており（Sánchez-Vallet et al., 

2013）、EPC3-NDにおいても同様の分子認識機構が存在する可能性を示唆している。 

一方で、分子下部の電荷分布には明瞭な差異が認められた。EPC3-NDでは同領域に負電

荷が優勢であったのに対し、SIX6-NDでは相対的に正電荷が多く分布しており、局所的な

表面特性に違いが存在することが明らかとなった。 

これらの静電表面特性を、15N緩和実験による内部ダイナミクス解析結果（図 4.1）と照ら

し合わせると、興味深い対応関係が認められる。すなわち、βストランドからなるコア領

域は高い異種核 NOE値を示し、ps-nsスケールにおいて剛直な構造を有している一方で、

電荷分布に差異が認められた分子下部および上部の一部ループ領域には、Lys62、Arg75、

および Asn99など、R2や R2 / R1比が高く、μs-msスケールの運動性を示す残基が集中して

いた。 

特に Arg75および Asn99は、静電表面上で正負電荷の境界付近に位置しており、構造的に

は柔軟性を有しつつ、表面特性の形成に寄与している可能性が考えられる。これらの結果

は、EPC3-NDが保存された剛直な βサンドイッチ型コア構造の上に、電荷特性および動

的性質の異なる可塑的な表面領域を備えていることを示している。 

以上より、EPC3-NDと SIX6-NDは、静電表面ポテンシャルにおいて大局的な類似性を共

有する一方で、動的なループ領域を中心とした局所的な差異を有しており、これらの違い

が標的分子の選択性や機能特異性の違いに関与している可能性が示唆される。 

  



 

 

7.3 今後の展望 

本研究では、EPC3-NDの立体構造および動的特性を詳細に解析し、EPC3の機能発現を支

える構造基盤の一端を明らかにした。しかしながら、EPC3の作用機構全体を統合的に理

解し、得られた知見を病害抵抗性作物の育種へと応用するためには、今後さらに多角的な

研究が必要である。 

まず、本研究で決定したのは EPC3-NDの構造に限られており、EPC3-CDを含む全長

EPC3の立体構造や、両ドメイン間の協調的な機能発現や構造変化の有無については未解

明である。全長構造が明らかになれば、EPC3が細胞内でどのように構造安定性を維持

し、各ドメインが機能発現にどのように寄与しているのかを、より包括的に理解すること

が可能になると考えられる。さらに、AF2により安定な高次構造を形成しないと予測され

た N末端領域の機能的役割についても、依然として未解明である。一般に、無秩序領域

を含むタンパク質は凝集性や液液相分離に関与する場合があることが示唆されている

（Banani et al., 2017; Boeynaems et al., 2018）。PASTA 2.0 serverなどの予測手法からも、全

長 EPC3が凝集傾向を示す可能性が示唆されている。これらの点を踏まえ、当該領域が液

液相分離等に関与する可能性については、今後の更なる研究が必要である。NMR緩和実

験により示唆された柔軟ループ領域の動的性質は、標的分子との誘導適合的な結合過程に

関与している可能性がある。したがって、緩和分散 NMRや水素-重水素交換質量分析

（HDX-MS）（Wales et al., 2006）などを用いた、時間スケールの異なる動的挙動の詳細な

解析は、今後の重要な課題である。 

図 7.3. EPC3-NDと SIX6-NDの静電表面電位の比較 

赤色は負電荷、青色は正電荷を示す。右図は 180o回転した表示である。 
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次に、EPC3が結合する宿主側因子の同定は、EPC3の機能理解を進めるうえで最も重要な

研究課題の 1つである。標的分子が同定されれば、化学シフト摂動解析（Williamson, 

2013）や常磁性緩和増強法（PRE; Paramagnetic Relaxation Enhancement）（Clore et al., 

2009）に加え、分子ドッキング解析や部位特異的変異体解析を組み合わせることで、結合

界面の性質や相互作用様式を高い精度で明らかにすることが可能になると考えられる。ま

た、本研究で明らかとなった柔軟ループ領域や特徴的な表面電荷分布が、相互作用の選択

性や結合モードにどのように関与しているかを検証することも、機能解析を深化させるう

えで重要である（図 7.4）。 

 

 

さらに将来的な応用研究として、EPC3と結合しない「耐性型宿主因子」を構造情報に基

づいて理論的に設計するというアプローチが考えられる。結合界面を構成するアミノ酸残

基を限定的に改変することで、宿主タンパク質本来の構造および機能を維持しつつ、

EPC3との結合のみを選択的に阻害することは理論的には可能である。ただし、その実証

には段階的な検証が必要であり、近年発展している計算科学的手法を活用した結合エネル

ギー予測や構造安定性評価に基づく合理的な変異設計（Kuhlman et al., 2019）と、NMR滴

定、pull-down、等温滴定型カロリメトリー（ITC）などの生化学的評価、さらには植物細

胞レベルでの免疫応答解析を組み合わせた包括的な検証が求められる。 

図 7.4. EPC3の構造解析を基盤とした今後の研究展開の概念図 

本研究で得られた EPC3の構造情報を基に、相互作用機構の解析、エフェクター耐性

型宿主因子の設計、および病害抵抗性作物への応用へと展開する研究の流れを示す。 



総じて、本研究は EPC3の構造情報に基づく新しい病害抵抗性獲得戦略の可能性を提示す

るものである。EPC3の構造・動力学・分子認識特性に関する知見は、C. orbiculareによる

宿主免疫回避機構の理解に貢献するのみならず、他の病原菌エフェクタータンパク質にお

ける構造-機能相関の解明や、構造に基づく作物防御戦略の構築にも広く応用可能であ

る。本研究で示した枠組みは、農業分野における持続的かつ理論的根拠に基づいた病害管

理技術の発展に寄与する基盤となることが期待される。 
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