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結合 の 直接測定 は ル
ーチ ン 化 され ，得 られ る水 素結合 の

情報 は，分 子 認識 に 基 づ く構造生 物 学研 究 に貢献す る で

あ ろ う．
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低温 電 子 顕微鏡法 に よ るタ ン パ ク質の 構造解析

米倉　功 治

　 タン パ ク質 の 立 体構造の 解析 に は x 線結晶 回 折 法 や 核

磁 気 共鳴 （NMR ）法が広 く用 い られ て い る．前者 は 小 さ く

と も サ ブ ミ リ メ
ー

トル 以一ヒの 大 きさの 良質 な 結晶 が 必 要

で あ り，後者は解析 で き る タ ン パ ク 質 の 分 了
・量 が 通常数

万以
．
ドに 限 られ る．一

方，電子 顕微鏡法 で は タ ン パ ク 質

一
分 子 の 解像 をす る こ と が で き，試料 の 形態，分子量 に

よる 制限は緩 い ，生 体 に は 非常 に たき な タ ン パ ク 質複合

体を形成 し機能 して い る もの や ，膜 タ ン パ ク 質 の よ うに

良質な結晶作成 の 困難 な もの が 多い ．細菌の 遊泳 の た め

の 回 転 モ
ー

タ
ー

で あ るべ ん 毛 は ，約 25 種類 の タ ン パ ク 質

か らな る超分 子複合体 で ある．そ れ は，細胞の 外膜 と 内

膜 を貫 く基部体，トル ク 生 成 に 関 わ る イ オ ン チ ャ ネ ル や，

細 胞 外 に は 10μm 以 上 に達す る べ ん 毛繊維 ，べ ん 毛 繊維

先端 の キ ャ ッ プ タ ン パ ク 質な どか ら構成 され る．1・2） こ

の よ うな 超 分 子 複合体 の 構造 の 解 明に は 電 子 顕 微鏡法 が

適 して お り，ま た 必 須 で もあ る．本稿 で は バ クテ リア ベ

ん 毛 を例 と して ，低温 電 子顕微鏡法に よ る タ ン パ ク質 の

構造 解析 に つ い て 概説す る．

寺牛 徴

　竃 πF顕微鏡 に よ る タ ン パ ク 質 の 観察 に 従来 か ら行 わ れ

て き た 負染色法 で は，試料 を ウ ラ ン や タ ン グ ス テ ン な ど

の 重金属塩 で 染色 し乾燥 させ る の で ，染色む らや 試 料 の

変 性 は 避 け られ な か っ た 〔図 Ib）．　
・
方 ，低 温 電 子 顕微

鏡 法 で は ，試料溶液 を試 料 グ リ ッ ドに 乗 せ 余分 な 溶液 を

吸 い と り，液体エ タ ン や 液体 プ ロ パ ン 中で 急 速凍結した

後 （氷 包 埋 法），そ の ま ま低 温 に 保 ち電 子 顕 微鏡 内 に 移 す

こ とで ，非染色 の 水和 した状態 とい う生 理的な環境 で 試

料 を観 察 す る こ とが で き る （図 lc）．：｝・4）低 混 に す る こ と

に よ っ て 霜 子線に よ る 試料損傷 を大幅 に 低減 で き る が

（室 温 で び）観察に 比 べ 液体窒素 温 度 で 1／10，液体 ヘ リ ウ

ム 温 度 で li
．
20），そ れ で も ま だ 試料損傷 は 深刻な問題 で ，

分解能 を制限す る 主 因 で あ る．電子 線照射 に よ り 試 料 は

質量欠損 を 起 こす と共 に，ラ ジ カル を生成す る．生 成 し
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図 1．負 染 色法 と氷 包埋 法 で の 試 料 の 状 態 の 比 較 a； 生理 的環 境

ドで の タ ン パ ク 質試 料，b ： 負 染色 法 ．　 c ／ 氷 包 埋 法．負 染色 法 で

は，試 料 を 重 金 属塩 で 染 色 し乾燥 させ るの で ，染 色 む らや 変性 が

起 こ る、　 ・方，氷 包上里法で は 水溶液 中の 生 琿 的 な 環 境 下 で 試料 を

観 察す る こ とが で き る．
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た ラ ジ カ ル は周囲 の 原子 の 結合を次 々 に破壊して ，最後

に は 蒸 E し て し ま ）．した が っ て 許 され る 帥 射電 了
．
線量

は ご く 限 られ ，マ 次 構造 の 解像 の 目安 で あ る io　，Kよ り高

い 分解能 で の 構迭角牛析 の t め に は，10−20clcctr。 ns 　1　A2
以 下 に し な け れ ば な ら な い ，電 ∫

．
線照射 昂 の 制限 に 加 え，

像 の コ ン トラ ス 「・は 試 料 と氷 （糖や タ ン ニ ン 酸 に 包埋 す

るレ 合 もあ る ） との 電 子 散乱断面積 の 　 に よ る の で 小 さ

く，｝1常 に SIN が 悪 い ，そ の た め ，多 くの 像 を平 均す る

こ と に よ り三 次元構造 の 解机 が行わ れ て い る．

　現在 ま で に 二 次 元 結 晶
一
「

原 i モ デ ル の 恊築が 可 能 な
　q3A

分解能，ら せ ん 対称性 を 利 用 で き る試 料 で ：次構造

の 解像可能な
・16−10 入分角1能 で 柄 造解析 fvな さ れ て い

る．また ，結晶性 の ない 試料 か らの 単不 r解析法 で は．［E

二 1−．而 体対 称性 を利 用 した 球 状 ウ イ ル ス の 斯析 で 7−9．　．K

分解能 刀 達成され て い る 他，対作性 の ない 試料
・
で も20，＆

よ り よ い 分解能 で の 構 造餅析 lt普通 に 行 わ れ る よ う に

な っ て きて い る．得 られ た 構造 は 分解能 に 応 じた 利 用 が
　　　　　　　　　　　 ロ
な され る．分解能 が 20−30A 租 斐の 蛎合 ，タ ン ／ ク 質 の

ドメ イ ン や サ ブ ユ ニ ッ トの 形状，位 置 を知 る こ とが で き

る．竃
．
r顕 微鏡法で 称析 し た分 r一複合体 と X 線 1

「

肖回 折

法 な ど で 得 ら れ た構成 タ ン パ ク 質 の 原 r．モ デル と を 相補

的 に 利 用 し た亀析 も行 わ れ て い る．10−7 鼠分 解 能 で は α
一

ヘ リ ッ ク ス が 棒状 に 旆像 で き，肺 タ ン 　 ク 質の 膜 貰 通 ヘ

リ ッ ク ス の 配置な どが 明 らか に され て きた．

結像原 理

　 タ ン パ ク 質 の 構 造解析 に 通 lr 淵 い られ る 加 速 電 圧

100− IOO　kX の 電子 保 二対 す る軽 い 原 子 の 散 乱 断 面積 は ，
　　　o
叔長 lA 杜度 の X 線 に 対 す る もの に 比 較 し ト万 倍 も大き

い た め，
P
霞 子 線 it試料 と 強 く相 互 作用 す る．ま L 荷亀

粒 子 で あ る た め ，電磁 レ ン ズ を 用 い る こ とで 試 料 の 実 像

を得 る こ とが で き る．以 Lの 特 性 が，電子 顕 微鈩 で は タ

ン ／ ク 目
一

分 子 の 解像 をす る こ と が で き る 理 由 で あ る．

反 対 に ，大 きな散乱 断 面 積 は使 用 で き る，YI・の 厚 み を制
　　　　　　　　　o

限す る．通常，IC〕00A を 超 え る 厚 さの 試料を扱 うこ とは

で きな い ．X1 閥 こ よ る構造角牛析 が 原 子 の 電 子 密皮 ど 反 映

す る の に 刻 し て ，電 子 線 で は 原 子 の クー
卩 ン ボ テ ン シ ャ

ル が 反臥 され る，した が っ て原 子 の 核†門造 の 景響 が 顕著

に 現 れ ，X 線 の よ う な明瞭な原 了番 号依存 1⊥ kew　tt：され

な い ．ま た，透 凸型電子 顕微 鏡 で は ，亀 ∫線 の 透過 力が

強 くほ とん ど軸 トの 電子 線 の み を 使 うた め，焦 輌 朶度 が

深 く焦点 を 変 2 て も 三 次 元 構造 の 　なっ た断面 を解像す

る こ と は で きな い ．対 象 が i一分 、こ溥 い 搦 合，電子 贈 散 鏡

像 は 対象 の 投
量

像 と な る，

　 タン パ ク 質の 氷包 埋像は，。YP との 相 彑 作用 で 位相 を

変 え られ た 電子 とそ の k ま透過 した冠 子 が F渉し て で き

る位相 コ ン トラ ス トに よ り，主 に 形成 され る．電 j線の

み か け の 吸 収 に 赴 因す る 振幅 コ ン トラ ス トの 寄 与 は 非  

に 少 な く，全 コ ン トラ ス トの 牧 ％ に 過 ぎな い ．冠 子 顕微

借像の 周 波数特性 （コ ン トラ ス ト伝達聞数，CTF ）は
一

様 で な い ．得 ら れ ろ 像 は cTF に よ り歪 め られ ，対象 の

エ ッ ジ 耶分 が 強調 され周囲 に コ ン トラ ス トの 反転 した 縁

取 りが 現 れ る （図 2u）．図 S に CTF の 理 論 上 の 概彬 を示

す．Cl1F は 焦点 の ず れ の 関 数 で 基 本 的 に sin 型 を し て お

り，絶対
．
値 の 大 きな と こ ろ で は 対応 す る 周波教成分 が 強

調 され，ゼ ロ 点イ・］近 で は 失 われ る．焦 点 が 合っ て い る と

低周 皮数 （低分解能）領 域 の cTF の 値 が ゼ ロ に 近 くな

る た め，コ ン トラ ス トは 丿1常 に 悪 く何 も写 っ て い な い よ

丿に 見 え る．そ の た め ，通亨 大 き く焦点 を ず ら し て （1

区12．筋 小 胞 体 CaL’＋−AIPas の チ ュー．プ 状祐 ポの 氷包⊥單像 （a ）tlt
フ ーリコ k 換像 の 　　思 い plS 位 り i うが ，密 度，」 高い ．チ ・⊥

・一
フ

の エ ッ ジ に 沿 っ て 臼い 縁取
1

り
’
ウ
’
堺 れ て い る ＿と に 注 音 　 a の ス　　　　　　 o

ケ
ー

ル バ ー・
は 5（10A ．1 の 下 の 大 E「］は 方 ：線，．1．／）矢 印 は F／1

．
線 」．

で 26．4A ＼
解 能に 相 当す る1曽緑 を 示 す．

10

05

00

．05

一10
　 000 OO5 　　　　　　　　　　　010 　　　　　　　　　　　0．15

　 　 Spat 旧 l　frequencies ｛A二
1
＞

020

図 3．唱

；
爾 自fl硬 の コ ン ド ス M −一，耄関数 （CT め σ）概 形．

’
田い 線 、

to．0〔，OA 不 延 焦点．1 し 線 12  〔工〔｝．匙不 足焦 ，ll　焦 点 の ．亅れ の 大
き い ／ 、低 ♪角能f則で 絶文lf直／ 大 き くな る ft，高 分角ifiし 但11

．
で振 動

と減披 う激 し く ハ る．
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万 〜2が ，＆程度）像 を撮影す る 必 要 が あ る ．ま た，cTF

が 正 の 値 を 持 っ 鬥 波数帯 で は，位相が反転 し て し ま う（写

真 σ）白黒 が 反 転 して し まう）た め，画像解析 に よ る補正

が 啓須 に なる．焦点 の ず れ を 大 き くす る と高周波数 （高

分解 能）領域 で の 振 動 が 激 し く な る だけで な く振幅 の 政

衰 が 顕 薯 に な る ．こ の 減哀 は 電子 線 の 可 干 渉性 に 大 きく

依存す る．電界放射型 の 電 子 銃 で は電 了
・
線 の 丁

二

渉陸が 艮

くCTF の 減衰 が 小 さ い た め，高分解能 の 構造解析 に 威力

を 発 揮す る，

　 タ ン ／ ク 質 を構成す る軽原 子 と 亀子 線の 相 互 作 用 で

は，試料 と相 互 作用 しエ ネル ギーを多少 失 っ た 非弾性散

乱 電 子 の 方が 弾性 散乱 され る もの よ り多い ．高分解能 の

構 造情報 を持 つ の は 後者 の み で あ り，前者 は 試朴 を破壊

し結像時 に ノ イズ とな る．電子線 プ リズ ム で あ る エ ネル

ギーフ ィ ル ターを用 い る t一とで 非弾性散乱電子 を 切
・
↑
1よ

く除 き，像の S〆N を 大巾tiに 改善 で きる．低温t丘一f．頭微鏡

法 と組 み 合わ せ た 構造解析例 は まだ少 な く，今後 の 進 展

が 期 待 され る．

刀

牛角 析

　電 了顕 微鏡橡 を 投景橡 とみ なせ る 薄 い 試料 で は ，コ ン

ピ ュ
…ター

トモ グ ラフ ィ
ー一と 同様に い ろ い ろ な方向か ら

の 投影像 の 組 か ら，＿次元構 造 を 再 描成す る こ とがで き

る．対 象 が 結晶性 を十亅つ 砺合，フ ーリエ 空 間 で は 対 象 を

表 現 す る 波が限定され，規則的な 点や線な どの 雎散的な

信 号 に な る の で，そ れ 以 外の 大部分 を ノ イ ズ と して 除 く

こ と が で き る （フ
ー

リ エ フ ィ ル タ リン グ）．こ の ！v 合，対

象の あ る方向 へ の 投影像を フ ー
リコ 麦換 した も の は，対

象 の 二 次 元 フ
ー

リエ 変換像 の 原点 を通 る
一

断 面 に な る と

い う中 井断 面定理 を 用 い て ，フ ーリエ 空 間を 埋 め る よ う

に 試料 の 電 イ
．
恨 に 対 す る 傾斜 を変 え た 像を集 め る．

　分 子 カ ド画 的 に
．・
層 に 並ん で い る 二 次 元 結晶の 場 合，

像 の フ ー
リエ 変換像 は 千

士

晶 面 に 垂直な 格子 線 に な る．試

料 を傾 斜 させ て 格 i’線 旨 S点 の デ
…

タを集 め，二 次 元

構造 を 得 る こ とが で き る．4）高度好塩菌 の 紫膜 ，6》高等植

物 の ク ロ ロ フ ィル タ ン パ ク質紘 今体，7）赤 ［irL球 の 水 チ ャ

ネル
8〕な どの 膜 タ ン パ ク質 は そ の 理 想的な例 で あ る，こ

れ らの 二 次 元 f⊥ 晶 は 1
μ

1n 以 上 の 大 き さに な る も の も あ

り，電 子線回 折 を行 うこ とが で き る．こ の 坊 合，少 な い

唱 i．線 畢で 広範囲 の 領域 を昭射す る こ と に よ り，高分解

能 の 回 折 点 を 抽 出 す る こ とが で き る．回 折像 は CTF の

1J￥r
を受 け ない 散乱強 度 ，す な わ ち構 造振幅を 与え る の

で ，祀了線 回折 か ら得 た 強度 と実像 か レ 得た 位相 を組 み
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
合 わ せ る こ とに よ り，原

．
亅

t’
モ デ ル の 構 築 の 可能な 3−3．8A

の 分 解 能 の 構 造解析 が 上 記 タ ン バ ク ttで なされ て い る，

一
番 の 問 題 は ， 電 」

「．
顕微鏡 内 で の 傾 斜 角 の 制 限 の た め ，

高傾斜 の デ
ー

タ を集 め る こ とが で きな い こ とで あ る．一

般 的 に ± 60°傾斜 ま で の デ
ー

タ が 使 わ れ る が，データ を集

め られ な い 領域が 円 錐状 に 残 っ て し ま う （missingcone ），

結果 と して結晶［田 に 垂直な方向 の 分解能は泄 くな る．

　筋 肉 の ア ク チ ン 繊 維 ，9）バ ク テ リ ア の べ ん 毛 繊 維，1〔1

タバ コ モ ザイ ク ウ ィ ル ス Jl）な ど の 懴 維 状 の 分 子 集 合体

や，ア セ チ ル コ リン レ セ プ ター，　1　L
’
）　C］a2 ＋−A

’
1
’
Pase　 i：1｝な ど

の 膜 タ ン パ ク 質 の チ ュ
ーブ状 結 晶 で は，分 子 が らせ ん 状

に配置 して い る （図 2a）．繰 り返 しは，らせ ん 軸 に 鉛 っ た

丿丿 向 の み で
．一・
次元結晶 と 考 え る こ とが で き，そ の フ

ー
リ

エ 変換像 は 赤道線 に 平行 に X 字 型 に 並 ん だ 線 （層 線） の

集合 に な る （図 2b）　 ．
枚 の 画像 に い ろい ろ な 方向 を 向い

た 分子 が 写 っ て い る た め，理 1，侖上 は
．
枚 の 電子 顕 微鏡像

か ら で （
＝ 一次 元 構造 を 得 る こ とが で き る ．14｝実 降 に は，

特 に試 料 の ttみ σ）影響を受 けやす い ，赤道線 に 平彳丁な 方

向 で 高分解能領域 の フ
ー

リユ 成分 は，急激 に 減衰 して し

ま う，した が っ て 構 迄解析 の 分解能 と信頼性 を 上 げ る た

め に は，多く の 像 の 平均 〃 必須 に な る．最近筆者 ら は，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

バ クテ リア ベ ん 毛繊維を こ の 手法 に よ り約 4A 分解 能 で

構造角牛勧 し，得 られ た構 造 か ら原 子 モ デ ル の 構 蒹 を 行 う

こ とが で きた （末 発 表 ）．

　 単粒 子解析法 は 近 年急速 に 発展 して い る手法で ，分散

した分子 の い ろい ろ な向きの 投 彡像を集め て，そ れ ら の

向きを決定 し 二 ．次元再構 成 を行 う とい う もの で あ る．そ

の 実陦は 文 献 15）に ak し い ．最大の 長所 は 試料 の 結晶化

の 必 要が ない とい うこ とで あ る．また ，結品に 縛 られ な

い ，よ り 自然な構造 を解析 で き る IJ 能性があ る．い か に

止 確 に 投影像 の 向き を 決 め る こ と がで きる か が ，こ の 方

法 の 正 否を左 右 す る．分了
一が 電 イ 線に 対 し て 決 よ っ た 方

向 を 向けて 分散す る傾向が あ る場合 は ラ ン ダ ム コ ニ カ ル

テ ィ ル ト法，分 ｝が い ろ い ろ オ 方向 を 向けて 観察 され る

場 今 は ・Qmm ・ n 　lin・ ・c ・1　ch 法 （angular ・e ・・ 1
’
lstltt⊥ti・ n 法

と もい う）が ，方向決定 に 川 い られ る．＝

次 兀 冉構成 は，

周 波数 ご と に 重み を つ け投 馳 τ：間 力
’
実空間に 逆投影 し

て 行 う （back　pr〔永〔ti〔，n 法），得 られ た 初期構造 を い ろ い

ろな方向 に 再投影 し，個 々 の 像 との 相関か ら方 向 を 最 適

化 し，構 造 を 精密化 す る．氷法埋 像 の 単粒 子 解析 に は解

析 で き る分 r・の 大 き さ に ド限が あ り，通 常数十 万 以 Lの

も の に しか 適用 で きない ．こ れ は，低い コ ン トラ ス トの

た め 小 さな分子 の 解像 が 困 難 に な る か らで ，逆 に 分 子 量

が 大 き く分了
．
内 の 対 称 性 ft高い 試料 で は ，角t析 が 容 易に

な る．
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　構造解析 ソ フ トウ ェ ア は イ ギ リ ス の MRC の グル
ープ

に よ っ て 開 発 さ れ た パ
ッ ケージ が 標準 で あ る．16）1司バ ッ

ケ
ージ に は 二 次 元 結晶構造解析の 他 に，らせ ん 対 称 性 を

利 用 した 再 構成，お よび 単粒 r．解析 を行 うプ ロ グ ラ ム も

含 ま れ る が ，完 全 な セ ッ トが 含 まれ て い る と は 言 い 難 い ．

そ の た め ，筆者 も含め ，い ろい ろな研 究室 で 解析プ ロ グ

ラ ム の 開 発 が な され て い る．他 に 主 に 単粒 了
．
解析を行 う

もの と して ，SPH ）ER 〆WEB （http：1〆www ．w ．idsworth ．〔｝rgl

spidcr −doc〆spider 〆docs〆spicler ．htInl），　 IMAGIC （httP：f！
ww 、、．irnagescienctc．dc〆）な どが あ る．フ リ

ー一
の パ

ッ ケージ

で GUI が 整 備 され た EMAN （http ：〃11〔
・
IIll ，bcm ．tmc ．edul

homes績 cve レEMAN 〆doc！）もよ く使 用 され て い る （主 な

パ ッ ケージ に つ い て は 文献 17），http：／，／：3dem ．sdsc ．e 〔！u 〆な

どを 参 照），

解 析 の 実例，バ ク テ リア ベ ん 毛 繊維と

　その キ ャ ッ プの 複合体 の 構造解析

　 実例 と して ，バ ク テ リア ベ ん 毛 と そ の 先端 に 結 合 し

た キ ャ ッ プ タ ン パ ク質複合体の 構造解析結呆 を示 す （図

4）．瑚 細菌 の べ ん 毛 繊維 は，構 成分子 で あ る フ ラ ジ ェ リ

ン が べ ん 毛中央の 細 い チ ャ ネル を 通 して 細胞内 か ら先端

へ 運ばれ，先端部 に 次 々 に結合す る こ とで f申張す る．そ

こ に は キ ャ ソ プ
．
タ ン パ ク質，HAP2 （hook 　associatcd 　pm −

lein　2）が 結合 して い る．　 HAP2 の 欠損株 で は 輸送 され た

フ ラ ジ ェ リ ン 分 子 は 先端 か ら 溶液 中に 放出され ，べ ん 毛

の 成 長は 起 こ らな い ．こ の べ ん 毛繊維 とキ ャ ッ プ の 複合

体 は 均
’−tit試料 を 調 整 す る こ とが 困難 で あ り，結晶化 の

不 可 能な試料で あ る，そ の た め ，電子 顕微 鏡 で の 単 粒 ∫

解析 法 が 二 次 元構造解析 の II隹
．一一の 于 法 で あ っ た．

　 二 次 元 平 面 内 で の 像平均操作 の ⊥ 夫 と，電 子線 に 対す

る 像 の 投影方向 の 決 定 に べ ん 毛繊維 の らせ ん 対 称 性 を 利

用 す る こ と に よ り，　1　
tj

　1） 比 較的少数 の 像 か ら 土 次 元 構造 を

得 る こ と が で き た 、）S）べ ん 毛 繊維 部 の 規則的な突起状構

造な どが，らせ ん 再 構 成 に よ り 得 られ た もの 10）と等 しい

こ と か ら，こ の 解析 の 信頼性 を確認 で き る，分解能 は 高

くない が （約 27A ），　 HAP2 キ ャ ッ プ の 五 角形 プ レ ート状

構造 と，運 ばれ て き た フ ラ ジ ェ リ ン 分 了
．
の 結 合 部 位 と思

わ れ る ギ ャ ソ プ
．
（図 4dl ）などを解像す る こ とが で きた．

ま た，キ ャ ッ プ の プ レ ー一卜状構造 の 直 トに あ る 空 間 （図

4〔：）が，あ る程度 ほ どけ た 状態 で 直径約 30A の 細 い 中 央

チ ャ ネ ル を 通 っ て 運 ばれ て き た フ ラ ジ ェ リ ン 分子 の 巻 き

戻 り を 助 け る，フ ォ
ール デ ィ ン グチ ャ ン バ ー

と し て 機能

し て い る こ と も 示 唆 され た ．図 4c は，溶液申で 形成 され

る HAP2 キ ャ ッ プ の 5量 体 が 対 に な っ た 正0量 体構造 で あ

図 4．バ ク テ リア ベ ん 毛繊 維 とそ の キ ャ ッ プ 複 合体 の 構造．IS〕a ：

繊維 軸 方向 か らの 見 た 構 造．b ： 繊維 軸 に
．
晦 直な 方向 か ら 見 た 構

造．（
・
：軸 に 沿 っ た lt；ilAi図．　d ； a に 示 し た 5 ／）の 方向 か ら 見た 構 造，

1 の 方 向 に の み 見え る 大 きな ギャ ン プ が ，次 に 輸送 されて くる フ

ラジ ニ匸リ ン 分子 の 結 合部位 と考 え られ る、c ： 溶液 中で 形 成 され る

HAP2 キ X・ツ プ の 5 量 体 が 刻に な っ プご 10 量体構 造．

る ．べ ん 毛繊 維 先端 に は，プ レ ート状 ドメ イ ン と 5 本 の

足 状 の ドメ イ ン か ら構成され る 5 量体 が 結合す る．以 E
の 解析結果 に 基づ い て ，キ ャ ッ プ の 足 状 ドメ イ ン が柔軟

に 動 きべ ん 毛繊 維 先 端 の らせ ん 階 段 を Lる よ うに 結合解

離 を 繰 り返 し，結果 と して キ ャ ッ プ 全体が 1［ 「転 して い く

こ とで ，フ ラ ジ ェ リン の 結合 が 促進 され べ ん 毛成 長 が 効

率 よ く進 む とい う，自 己構築機構 の モ デ ル を 提 出す る こ

と が で き た （図 5）．且8〕

終わ りに

　低 温 電 子 顕 微鏡 法 は，現在 もまだ 発 展 途一ヒの 部分 も多

く，得 られ る構造 の 分解能 は 通常高 くな い ．国 内で は 筆

者 ら も含め 数 カ 所 の 研 究 グ ル ープ で 行 わ れ て い る に 過 ぎ

な い ，一・方，海外 で は 多 く の 研 究 機 関で 行 われ て お り，
そ の 生 命科学 に 対す る重要性 の 認 識 は 急 速 に 高 くな っ て
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図 5．キ ャ ッ ：プ の 回 転 に よ るべ ん 毛繊維 の 伸 張促進 モ デ ル ．1ti｝フ ラ

ジ ェ リン は 繊維 内側 か ら DO ，D 】，D2 ，D3 の 四 つ の ドメ イ ン に 分 け

られ る．川 下 図 で は HAP2 の 足 状 ドメ イ ン と繊 維 との 結合 が 見や

す い よ うフ ラ ジ ェ
「丿ン の 外側 ドメ イ ン 〔D2 ，D3 ＞を 省 略 して あ る．

い る． 1．述 した よ うに他 の 解析 手 法 に 比 べ 試料形態 の 制

限 が 緩 く，超分 丁
一複合体 に と っ て そ の 白然な動作環境 で

の 構造を解析す る こ とが で き る，牛 体内に は，タ ン パ ク

質問の 複雑な相 互 作用に よ り機能 して い る例 は 多 い ．ま

た ，急速凍結 に よ り反応中間体 を 捕 ら え る こ とも 叮能 と

な る．20）　X 線結晶 回 折法，NMR 法 と 並 ぶ 構 造解析 手 法 と

して，今後 さらに 発展 して い くこ とが 期 待 され る．

　バ クテ リア ベ ん 毛 繊 維 とそ の キ ャ ッ プ タ ン パ ク 質の 複 合体 の

構 造 解析 は，科 学技 術振興 事業団 ER κ 「0 プ ロ トニ ッ ク ナ ノ マ シ

ン プ ロ ジ ニ匚ク トに お い て ，主 に 眞 木 さお り研 究．員 （現 科学 技術

振 興事 業団 ICORP 超 分 子 ナ ノ マ シ ン ア ロ ジ ・匸ク ト研 究員）、難波

啓
．・
プ ロ ジ ェ ク トデ ィ レ ク タ

ー
（蜆 大阪 大学 教 授） ら と 共 に

行 っ た もの で ，本稿 の 校 正 に も カ を貸 して い た だ き ま した ．こ

こ 1こよ惑調寸：致　Lノま．蕁
一
，
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リボ ソ ー ム 再 生 因子 （RRF ） の 構 造 と機能

吉 田　卓也

　 リボ ソーム は 遺伝情報をタン パ ク 質へ変換す る と い う

生 命 の 基 本 的 な活 動 の 中心 で あ る．原核 生 物 の 場 合，リ

ボ ソ ーム は 50S ，30S の 大小 2つ の サ ブ ユ ニ ッ トか らな り，

ペ プ チ ド結 合形 成 の 触 媒 は 50S サ ブ ユ ニ ッ トが 担 い ，

mRNA の 遺伝情報 の 解 読 は 主 に 30S サブ ユ ニ ッ トが 担 っ

て い る．リボ ソ ーム 上 で の
．
連 の タ ン パ ク 質 合 成 過 程 （翻

訳過程） は，開始，伸長，終．IL，そ して リボ ソーム 再 生

の 4 つ の 段 階 か ら構 成 され て い る．近年，リボ ソ
ーム の

X 線結晶構造 が 相 次 い で 報告 され ，原 ∫・レ ベ ル で の タ ン

パ ク 質翻訳 系 の 研 究 が 飛躍的 に 発 展 しっ つ あ る．また，

各 種 の 翻 訳 因 r一や tRNA と リボ ソ ーム との 相 互 作用 に っ

い て も生化 学的，お よび 構 造 生 物 学的 見地 か らの 研 究 が

盛 ん に 行われ て い る．本稿 で は リボ ソ
ー一ム 再 生 過程 に お

い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す リボ ソ
ーム 冉 生 因 子

・
（1
・ibo−

s（）nlc 　rc 〔：yclillg醸ctor ；RRF ）の 構 造 生物学 に っ い て 我 々

の 研究成果 を 交 え な が ら最近 の 知 見 に つ い て 紹 介 した

い ．

RRF とは

　図 1 は原核生 物 の タ ン パ ク 質合成過親を模式 的 に 示 し

た もの で あ る ．タ ン パ ク 質合戒 の 終 止 段 階 （tcrTTIillatiOll

st・p）で は，終結因 r−（RFI ・ ・ RF2 ）が 終 止 コ ドン を認 識

し て ア ミ ノ ア シ ル 吐RNA の 代わ り に リボ ソ ーム の A 部位

に 結合 し，完 成 した ボ リペ プ チ ド鎖 を ベ プ チ ジル tRNA

か ら切 り離 す ．そ の 後終結因 ∫
・
　RF ：3 に よ っ て RFIIRF2

が 脱離す る が，後 に は，リボ ソ
ー一

ム ，111RNA ，お よ び 脱

ア シ ル 化 tRNA か らな る 複合体 （post〔erminatk ）n 　com −

plex；PTc ）が 残 され る．効率 の 良 い タ ン パ ク 質合成 の た

め に は，PTC を 迅 速 に そ の 構 成 要 素 に 分 解す る 必 要 が あ

る．RRF は 伸長囚 r−　EI「−G と 共 同 して 作用 し，　 P
「
1℃ を分
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