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近年の分子生物学，生化学およびシンクロトロン放射光利用技術の進展により，基本的生命シ
ステムを構成する多種類の生体分子群（タンパク質，核酸，脂質，糖質等）を，個別ではなく一括
して研究対象とし，分子認識や酵素反応の分子機構を，系統的に，かつ原子分解能で解明・理解
する新しい構造生物学研究が可能になりつつある。本研究では高度好熱菌 Thermus thermophilus

HB8をモデル生物として取り上げ，セントラルドグマなどの基本的生命現象にかかわるタンパ
ク質群を初めとして，可能な限り多数のタンパク質を，SPring-8の理研のビームラインを用い
て X線結晶解析するとともに，比較的低分子量（分子量 30000以下）のタンパク質については，
NMRによる立体構造解析も並行して行っている。それによって，細胞内環境下におけるタンパ
ク質-リガンド，タンパク質-タンパク質間の相互作用の立体構造に基づいた解析，並びにタンパ
ク質の立体構造と分子機能との間の相関関係を，タンパク質の三次元立体構造に基づいて原子レ
ベル分解能で系統的に解明・理解することを試みる。
ゲノム解析，タンパク質の大量発現・精製は，3チーム（遺伝情報系蛋白質研究チーム，物質・
エネルギー代謝系蛋白質研究チーム，機能未知蛋白質研究チーム）が協同で取り組んでおり，そ
の後のタンパク質結晶化，X線結晶構造解析も 3チームが緊密に連携をとりながら進めている。

4. ゲノム解析研究
研究担当者：倉光成紀，増井良治，柴田武彦，横山茂之
高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8（T. th.）のゲノ

ム解析の結果をもとにして，さらに詳細に解析したところ，
T. th.には大きな環状ゲノムの他，3つのプラスミドが存
在することが明らかになった。遺伝子の総数は約 2000個で
あり，機能既知のタンパク質は約 1500種類であった。その
うち 70%以上のタンパク質が，高等生物のタンパク質と共
通な機能をもつ相同タンパク質であった。

5. タンパク質の大量発現，精製，および結晶化
研究担当者：倉光成紀，増井良治，三木邦夫，横山茂之，和

田 崇，濡木 理，Vassylyev D.，白水美香子，Trakhanov

S.，寺田貴帆，野嶽勇一，本島浩之，石嶋 潤，安田潤平，
佐藤伸哉，都築千鶴，小林慎一郎，真岡伸子，松本香代子，
松田智恵子，渡部ゆき

各タンパク質をコードする T. th.遺伝子を PCRで増幅
し，TA クローニングで pT7Blue へクローニングした後，
塩基配列を確認し，タンパク質量産化用ベクター pET-11a

（Novagen Co.）へクローニングしている。必要に応じて，
pET-15b，16b，19bベクターを用いて His-tagを N末端に
付加させたタンパク質の作製や，Se-Met化タンパク質の調
製も行っている。
従来，pETベクターを用いたタンパク質の量産化は，大

腸菌の対数増殖期に誘導剤で誘導する方法がとられてきた
が，そのような誘導を行わずに定常期まで大腸菌を培養し
ても，T. th.タンパク質の量産化が約 75%の成功率で達成
されることが明らかになった。この発見により，煩雑なタ
ンパク質の大量発現が非常に簡便になった。
大腸菌で量産化した T. th.タンパク質は，大腸菌体を超

音波破砕後，熱処理を行うのみで，好熱菌タンパク質の純
度をかなり上げることができた。その後，室温におけるイ
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オン交換カラムクロマトグラフィー，疎水性クロマトグラ
フィー，ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー，ゲル
濾過クロマトグラフィーなどの並列液クロシステムを用い
て，タンパク質を精製した。T. th.は 85◦Cでも生育する
ことから予想されるように，そのタンパク質は安定である
ので，4◦Cの冷房室やクロマトチャンバーの中で精製を行
う必要はなく，室温での精製が可能であった。
タンパク質の結晶化はおもに hanging drop蒸気拡散法で
行ったが，その結晶化成功率は，80～90%であった。さら
に，3 Å以下の X線回折データ収集の成功率は約 80%であ
る。これまでに約 22個のタンパク質の立体構造決定を行っ
たが，他のグループの結果と併せると，これまでに T. th.

で立体構造が決定されたタンパク質総数は約 50種類以上に
なる。各タンパク質の構造解析結果の一部を以下に記す。

6. 遺伝情報系タンパク質の構造解析研究
研究担当者：倉光成紀，増井良治，三木邦夫，横山茂之，

福山恵一，角田佳充，山本雅貴，熊坂 崇
DNA修復酵素群は原核生物から真核生物まで広く保存さ

れている場合が多く，ヒトでは DNA修復酵素の欠損が様々
な遺伝性疾患の原因となることが知られている。このため，
DNA修復酵素群の構造機能解析は，基本的生命現象を理解
する上で重要な役割を果たすだけでなく，病気と直結した
応用的な側面をも担っている。T. th.には少なくとも 30種
類の DNA修復酵素の存在が確認されており，それらには
塩基除去修復系，ヌクレオチド除去修復系，ミスマッチ修
復系，組換え修復系その他の酵素群が含まれる。これらの
T. th. DNA修復酵素群の遺伝子をクローニングし，順次，
タンパク質の量産化・精製・立体構造解析を行っている。
その中の 1つ，T. th. DNA光回復酵素は，触媒基近傍に
結合した補酵素 FADと可視光のエネルギーとを利用して，
紫外線によって生成した DNA損傷（シクロブタン型ピリミ
ジンダイマー）を修復する。重原子同型置換法によって位相
を決定し，補酵素 FADを含む全アミノ酸 420残基の構造を
決定したところ，可視光のエネルギーを吸収して触媒基近
傍の FADに伝達するための集光性 8-hydroxy-5-deazaflavin

（8-HDF）が，光回復酵素の比較的表面に結合していること
が分かった。耐熱性光回復酵素の立体構造が明らかになっ
たことによって，分子内エネルギー移動について詳細な解
析を進めることが可能となった。
酸素呼吸の代謝の過程で生じる酸素ラジカル種は，DNA

に様々な障害を引き起こす。特に，グアニンの酸化によっ
て生じる 8-オキソグアニン（GO）は量的にも多く，シトシ
ン（C）ともアデニン（A）とも塩基対を形成できるので，
C:G→ A:Tへの突然変異を誘発し，細胞死やがんの原因と
なる。MutMは GO:C 塩基対から GOを除去し，G:C→
T:Aへの変異を防ぐ DNA塩基除去修復酵素である。この
MutMタンパク質の酵素反応機構を解明するために，まず，
高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8由来のMutMタン
パク質の X線結晶構造解析を行い，その結果をもとにして，
活性部位に存在する Glu2と Glu5をアミノ酸置換したとこ
ろ，Glu2が触媒基として重要な役割を果たしていることが
明らかになった。

7. 物質・エネルギー代謝系タンパク質の構造解析研究

研究担当者：三木邦夫，喜田昭子，宮武秀行，金 成勲，
広津 建，宮原郁子，神谷信夫，城 宜嗣，久野玉雄，濱
田賢作，須藤恭子，西尾和也，三浦圭子，河本正秀

T. th.アスパラギン酸アミノ基転位酵素の基質認識機構
を，基質との反応速度論的解析および X線結晶解析で調べ
た。その結果，アミノ基転位酵素は一般に，性質の全く異
なる 2種類の基質を認識し得る，非常に特異な「1 酵素-2

基質」酵素であることが明らかになった。さらに，このよ
うな「1酵素-2基質」酵素は，転位酵素群だけではなく，他
の酵素群にも存在することが示唆された。
様々な酵素で，基質結合時にドメインが動くことが知ら

れているが，このドメインの動きを，種々の常温生物と耐熱
性生物のアミノ基転移酵素について比較したところ，「耐
熱性が高い酵素ほど，基質結合時のドメインの動きが小さ
い」という法則が見いだされた。これはアミノ基転移酵素
のみならず，これまでに報告されている他の 2種類の酵素
についても同様であった。
ヘム，クロロフィル，ビタミン B12，F430など，金属イ

オンを配位したポルフィリン誘導体は，生体内で重要な役
割を果たしている。フェロキラターゼはプロトポルフィリ
ン IXに Fe2+ を挿入しプロトヘムを合成する酵素であり，
ヒトではフェロキラターゼを欠損すると，プロトポルフィ
リン症を発症することが知られている。高度好熱菌のフェ
ロキラターゼは Rossman fold様のほぼ相同な 2つのドメ
インからなり，他の生物種には見られないプロリンに富ん
だループを持つことが分かった。基質となる金属イオンと
結合するヒスチジン残基など，活性部位は 2つのドメイン
の間の溝に位置していた。種間で保存されている多くの残
基もこの溝に位置することから，これらの残基が活性に関
わっていることが示唆された。
炭素 5 つからなるイソプレノイド単位を含む化合物は，

23000以上もの種類が同定されており，原核・真核を問わ
ず全生物に広く分布している。それらの合成は，ジメチル
アリル二リン酸（C5）に基本単位であるイソペンテニル二
リン酸を次々と付加することによって進行する。ゲラニル
ゲラニルピロリン酸シンセターゼ（GGPS）は，ゲラニル
ゲラニル二リン酸（C20）までの多段階の付加反応を行う
酵素である。今回決定された立体構造では，GGPSは二量
体であり，α ヘリックスバンドルを構成している。活性中
心となる保存された残基は，α ヘリックスによって作られ
た空孔の底に位置する。その空孔の内壁は主に疎水性の残
基によって構成されており，疎水性のイソプレノイド鎖の
結合を可能にしている。また，この好熱菌酵素が実際にど
れくらいの長さのものまで基質にするかについてのデータ
はないため，本当にこのタンパク質が GGPSであるという
実験的証拠はないが，基質が結合する空孔の深さから見て，
少なくとも C20のイソプレノイド鎖を持つゲラニルゲラニ
ル二リン酸は結合しうることが分かった。
ピログルタミン酸ペプチダーゼ I（ピロリドンカルボキシ
ルペプチダーゼ：PCP）は，ペプチドやタンパク質の N末
端に位置するピログルタミン酸を分解・除去する酵素である。
PCPはシステインプロテアーゼファミリーに属し，バクテ
リアに見られるクラス Iと哺乳類にあるクラス II型がある。
哺乳類の酵素は神経ペプチドの活性制御に働いているとも
言われているが，バクテリアにおける機能はよく分かって
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いない。今回決定された好熱菌の PCPは四量体を形成して
おり，プロトマーはコンマのような形をした α/β フォール
ドをとっている。興味深いことに，活性中心の Cys-His-Asn

の空間配置は他のシステインプロテアーゼよりもセリンプ
ロテアーゼの活性中心と似ていた。立体構造そのものも哺
乳類のクラス II型のものとは似ておらず，カルボキシペプ
チダーゼなどの別のファミリーの加水分解酵素と類似性が
見られた。このことは，本酵素の基質特異性や反応機構を
考える上で有益な情報を与えてくれる。
ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェ
ラーゼ（HGPRT）は，プリンサルベージ経路の中心とな
る酵素で，ホスホリボシル-1-ピロリン酸からヒポキサンチ
ンあるいはグアニンにホスホリボシル基を転移して，イノ
シン酸あるいはグアニル酸を作る。ヒトでは，HGPRT遺
伝子の異常は，神経系の疾病などを引き起こす。決定され
た立体構造では，HGPRTはダイマーを形成しており，大
小 2つのドメインからなる。両ドメインの間の溝が活性部
位を形成しているが，その溝の一方はループが覆っている
ことから，このループが基質結合において重要な役割を果
たしていると考えられる。
イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素（IPMDH）は，ロイシ

ンの生合成経路で働く酵素であり，高度好熱菌由来の酵素
の立体構造が決定されている。一方，イソクエン酸脱水素
酵素は，クエン酸サイクルを構成する酵素の 1つであり，古
くから研究されている。両酵素の遺伝子とも高度好熱菌の
ゲノム解析によって同定されているが，それとは別に両酵
素とホモロジーを示す遺伝子がゲノム解析によって新たに
見つかった。今回その立体構造を決定したところ，IPMDH

と非常に良く似ており，同じような酸化還元反応を行う脱
水素酵素であることが立体構造からも支持された。IPMDH

と同じタンパク質ファミリーに属しながら機能が分かって
いない新規なタンパク質の構造を決めたのは，これが初め
てである。基質特異性など今後の機能解析を行う上で，こ
の構造情報が大いに役に立つものと期待される。

8. 機能未知タンパク質の構造解析研究
研究担当者：横山茂之，和田 崇，濡木 理，Vassylyev

D.，白水美香子，Trakhanov S.，寺田貴帆
近年各所で展開されているゲノム解析プロジェクトの進

展により，生物ゲノムの情報は急速に蓄積されつつある。し
かしながら，ゲノム解析によって明らかになった遺伝子の
大半は，その機能が分かっておらず，それら機能未知遺伝
子産物（タンパク質ないしは核酸）の細胞における役割を
解明することがポストゲノムの一大研究課題である。そこ
で，構造解析によって明らかになった立体構造をもとにし
て系統的な分子機能解析（Functional Genomics）を行い，
ヒトを含めたすべての生物に共通で未知の基本的生命現象
を明らかにしていく。
まず，T. th. CsaAタンパク質は，最近になって初めて

シャペロニンとしての機能が同定されたタンパク質である。
本年度我々は，T. th.由来 CsaAタンパク質の結晶構造を
2.0 Å分解能で明らかにした。結晶構造によれば，CsaAは
ホモ二量体分子であり，これが機能単位であると考えられ
る。CsaAモノマーは既知のオリゴヌクレオチド結合フォー
ルドに類似した構造をとっており，その N末端および C末

端側に付随したモチーフがダイマーインターフェイスをか
たち作っている。2つのサブユニット間には，大きい疎水
性の溝が形成されており，ここで基質を結合すると考えら
れる。一方，CsaAはある種の tRNA結合ドメイン（Trbp

等）と配列の類似性を持っている。構造に基づいた一次構
造の比較を行ったところ，CsaAの基質結合部位の構造は
Trbpの tRNA 結合部位の構造に類似していることが予測
された。このことは，CsaAタンパク質のもう 1つの機能，
すなわち tRNA結合の可能性を示唆している。

T. th.機能未知タンパク質YabJの結晶構造を，SIRAS法
を用いて 1.5 Å分解能で決定した。結晶構造によれば，YabJ

はホモ三量体タンパク質であり，3つのサブユニットの間
には小さく深いくぼみが形成されている。このタンパク質
表面のくぼみは，小さいリガンド（ないしは基質）を受容
する結合部位（ないしは活性部位）である可能性が考えら
れる。最近，枯草菌の同タンパク質ホモログがプリン生合
成の調節に関与していることが報告され，YabJの PurRの
co-repressorとしての機能が示唆された。現在，YabJの機
能の詳細な解析と基質の検索が進行中である。

T. th.のリボソーム大サブユニットの構成要素である L17

タンパク質の結晶構造を 2.2 Å分解能で決定した。L17分
子は 2つのドメインからなっており，そのうちの 1つは典
型的な DNA/RNA 結合モチーフであるヘリックス・ター
ン・ヘリックスモチーフ（HTH）を含んでいる。結晶の非
対称単位には 9つの L17分子が含まれており，組合わせに
よって 2タイプの二量体を考えることができる。一方のタ
イプの二量体では，2 つの HTHモチーフの認識ヘリック
スが互いに 26 Å離れており，逆平行の位置関係にある。こ
れは，いくつかの転写因子の構造に類似している。最近に
なって，L17が湾曲 DNAや複数のリボソームタンパク質
をコードしている（L17遺伝子を含む）オペロンとみられ
る領域の末端に結合することが見いだされ，T. th. L17タ
ンパク質の転写制御への関与が示唆された。L17タンパク
質のリボソーム外機能の研究を現在行っている。

T. th.の 2’-O-リボースメチル基転移酵素（Rrmh：274ア
ミノ酸残基）の結晶構造を 2.4 Å分解能で決定した。リボー
スの 2’-O-メチル化は，シュードウリジル化とならんで，真
核生物，原核生物を通じてもっとも広範に存在する転写後
修飾であり，RNAの機能構造の維持とリガンドとの相互作
用を保証していると考えられている。2’-O-リボースメチル
基転移酵素は，トランスファー RNA（tRNA）の 18番目の
グアニンをメチル化する SpoUにちなんで，「SpoUファミ
リー」と呼ばれ，触媒ドメインにはモチーフ I，II，IIIといっ
た極めて保存された配列を持つ。X線結晶構造解析の結果，
Rrmhは，RNA結合ドメインと考えられるN末端ドメイン
と触媒ドメインと考えられる C端ドメインを持っていた。
驚くべきことに，C末端の触媒ドメインの前半は他のファミ
リーのメチル基転移酵素と同様の dinucleotide-binding fold

であったのに対し，後半に明瞭な「結び目（“knot”）」を
持っていた。この “knot”は，わずか 41アミノ酸残基から
なる短いループを分子量 4861相当のペプチド鎖が貫通して
おり，先の Natureに掲載された “knot”に比べ際立ってい
る。さらに興味深いことに，この “knot”上には SpoUファ
ミリーに保存されているモチーフ IIIがのっており，SpoU

ファミリーでは “knot”が活性部位を形成していると考えら
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れた。これは，酵素フォールド中に新規の “knot”構造を見
いだし，その機能発現への役割を示唆した国際的にも最初
の例である。

T. th.由来の ribosomal protein L28は，分子量 10.97 k

で 98 残基のアミノ酸からなる。15N-labeled L28 を用い
て HSQCを測定し，NMRの条件を検討した後，2D HX-

NOE（heteronuclear NOE）の測定を行った。その結果，約
40残基は構造をとっていないことが分かった。次に，13C，
15N labeled L28（phosphate buffer, pH 6.5, 5 mM DTT-d,

200 mM KCl）の主鎖（NH, CO, Cα, Cβ）の帰属を行った。
約 75残基の主鎖については帰属を完了したが，残りについ
ては，構造をとっていないため帰属はできなかった。結果的
に，N末端側（aa1-40）までは構造をとっておらず，中央か
ら C末端については構造をとっていることが分かった。ケ
ミカルシフト値より，中央部分（aa40-60）は，β-sheet構
造，C末側（aa60-98）は α-helix構造をとっていることが
推測された。光散乱測定や超遠心法では，L28は 2-3量体
をとっているというデータが得られており，溶液中では単
体で存在していないと考えられ，生体内では RNAあるい
は他のタンパク質と結合して存在していると考えられる。

T. th.機能未知タンパク質 258（Tth258）は，T. th.ゲノ
ム配列より見いだされた機能未知遺伝子がコードするタン
パク質の 1つである。Tth258およびそのホモログは真正細
菌ゲノムに広く見いだされることから，生物学的に重要な
機能を果たすと予想されるが，機能既知のタンパク質とは
一次配列上のホモロジーがないため，これまでその機能は全
く未知であった。そこで Tth258の立体構造をNMR法によ
り解析したところ，そのフォールディングは，βββαβαβ を
コアとする “RNaseH-like fold”をとることが明らかとなっ
た。これを受けて DNA 結合活性を測ったところ，2 重鎖
DNAとの顕著な結合能が確認された。したがって，Tth258

は核酸の代謝系に関わる新規ヌクレアーゼである可能性が
高い。
機能未知タンパク質の機能解析を行うためには，遺伝子

破壊株の系統的作製が有効な手段である。そこで，約 85◦C

で利用可能な耐熱化カナマイシン耐性マーカー（HTK）を
作製し，相同組換えを利用して簡便かつ効率の良い T. th.

遺伝子破壊株作製法を確立した。欠損株は予想通りの表現
型と遺伝子型を示した。この HTKはゲノムにシングルコ
ピー存在するだけで，選択マーカーとして十分機能するこ
とも明らかとなった。
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