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当研究グループは，タンパク質の構造と機能の体系的な理解を進めている。タンパク質の立体
構造を構成する基本構造（ドメイン）のファミリー数は約 1～2万種類と推定されている。当研
究グループは，体系的な立体構造および機能解析のためのタンパク質試料を cDNAクローンか
ら調製する有力な方法として，無細胞タンパク質合成法の活用を進め，タンパク質を全長または
ドメインごとに高効率に発現する理論的・実験的手法を開発した。NMR構造解析法と X線結晶
構造解析法を用いてこれらの構造を解析し，ドメイン構造に関する知見を集積するとともに，分
子機能解析（タンパク質間相互作用，リガンド結合性，複製・転写・翻訳の制御，細胞間・細胞
内シグナル伝達など）の基本的解析を進める体制を確立した。また，構造解析法の改良や相互作
用分子の検索法等の検討を進めている。

1. 基本構造予測研究
（1）タンパク質ユニバースのクラスタリングと解析対象
タンパク質の選択（濱田（白水），田仲，奥村，小笠，川尻
＊1，森＊1，倉光＊2，横山；松尾，長内，谷（情報伝達モデ
ル化研究チーム））
膨大な数の既知タンパク質の中から，網羅的な構造・機
能解析の対象タンパク質（ターゲット）として優先すべき
ものを，網羅的発現パネルの情報（参照 タンパク質発現・
解析高度化施設）とバイオインフォマティクスの手法によ
り選択し，同時にこの情報をもとにして，利用できる遺伝
子資源の収集・用意等を進めた。
2001年 12月末時点での，マウス・ヒト・線虫・シロイ
ヌナズナ・高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8由来の
197,304ターゲット候補配列を用いた。同一残基率 30%以上
を基準に，single-linkage clustering法を用いてクラスター
に分類した。その際，アミノ酸配列の全長（「一次クラスタ
リング」）および局所的ドメイン（「二次クラスタリング」）
類似性に従った 2種のクラスター分類を行った。その結果，
一次クラスタリングにより 62,711クラスターが生成され，
このうち 1 配列しか含まないクラスター（シングルトン）
が 29,767あった。二次クラスタリングの際には，まずドメ
インをホモロジーに基づく方法で予測した。予測されたド
メインの数は全 585,938個であり，これらから 141,664ク
ラスターが生成された。そのうち 64,150 がシングルトン
であり，10個以上の配列を含む信頼性の高いクラスターは
7,041個であった。
次に，各クラスター内のターゲット候補タンパク質に対
して，ホモロジー検索・二次構造予測・膜貫通領域予測・コ
イルドコイル領域予測・機能推定・ホモログの由来生物種
の系統パターンの推定等の様々な情報解析を行った。その
結果に基づき，後生動物に特異的に分布するもの，シグナ
ル伝達系，DNA/RNA結合（遺伝子の複製・転写・翻訳・
修復等），疾患関連，リボソーム・ミトコンドリアに局在す
るものの優先度を高めるように構造決定ターゲットの優先
順位付けを行った。今後，発現パネルの結果を用いて，更
に解析優先クローンを選択する。

（2）ドメイン領域の理論的予測技術（黒田，赤沼，田中
（剛），近山，山本，黒谷，本藤，宮崎 ＊1，Elmi＊1，横山）
タンパク質のドメインに相当する配列領域を理論的に予
測する方法として，配列ホモロジーに基づく方法とニュー
ラルネットワークによる方法を開発してきた。今回はドメ
インリンカー配列の統計処理を行い，統計処理による新た
な情報を利用することにより，ドメイン分解の効率が上が
ると示唆された。一方，実際のプロテオーム（cDNAおよ
びアミノ酸配列母集団）でタンパク質のドメイン領域を予
測するには上記の方法のみでは効率が悪いので，我々は独
自に開発したドメイン予測法と，タンパク質の特徴を予測
する既知の方法を容易に統合するシステムを開発している。
上記の理論的なドメイン予測技術を用いて，7個の高度
好熱菌由来のタンパク質の推定ドメインを発現・精製し，
HSQCを測定した。その結果，2個の断片においては予測
どおり構造ドメインであることが分かった。ほかにも部分
的に構造を持つものが 3個あった。
（3）ドメイン領域の実験的予測法（木川，沈，関，横山）
理論的なドメイン領域の予測とは別に，実験的にドメイ
ン領域を同定する手法も必要である。本年度，我々は，限定
分解法を検討した。PCR増幅した DNA断片を鋳型とする
無細胞タンパク質合成，アフィニティー精製，プロテアーゼ
による限定分解を，すべて 96穴プレート上で行い，質量分
析法を用いて断片の配列を解析する系を開発した。これに
より，多数のタンパク質のドメイン領域を，迅速に同定す
ることが可能となった。この系を利用して，マウス cDNA

ライブラリーの産物タンパク質約 100種類について，ドメ
イン領域を同定した。
（4）立体構造の予測（中村 ＊2，曽田 ＊3）
タンパク質立体構造の予測能を上げるために，探索空間
の最小化を目的として，疎水核の解析と予測法の開発を進
めてきた。SCOP Fold の全ファミリー代表タンパク質約
1,300種について，疎水核候補残基の一次構造上の分布，残
基空間配置，原子充填密度，module境界との相関などの構
造特性を明らかにした。疎水核候補残基のトポロジーが分
子鎖のそれの簡約表現になることを見いだし，疎水核が折
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り畳み過程でも重要であり，立体構造予測の有力な要素と
なり得ることを確かめた。更に疎水核候補残基の序列化を
試みている。
タンパク質分子表面形状と物性のデータベース eF-siteを
利用した，分子機能類似性の検索と複合体形成における分
子表面の相補性を調べ，構造プロテオミクスによって解析
されるタンパク質立体構造から機能の推定を行う方法論の
開発を行った。また，普段は特別な立体構造をとらず，相手
の分子と複合体を形成するときのみ特異的な立体構造を持
つ Natively Unfolded Proteinsの解析のために，そのよう
な性質を持つシグナル・ペプチド断片に対するシミュレー
ション計算を開始した。
（5）実験室情報管理システムの開発（田仲，後藤（暎），
新保，大塚，小川，横山；松尾，長内（情報伝達モデル化
研究チーム））
タンパク質の網羅的構造・機能解析において得られる，多
種多様大量のデータを効果的に組織化し，利用するための
データベースシステム（実験室情報管理システム；LIMS）
を，昨年度に引き続き開発した。
本システムは，ターゲットの構造・機能解析に至る過程
の様々な段階（プライマー作成・発現パネル・ベクター化・
タンパク質大量合成・精製・NMR測定あるいは結晶化・X

線結晶解析・分子機能解析等）で生じるデータを格納する。
実装には，RDBMS・WWW・サーバーサイドスクリプト
技術を使用している。本年度は，昨年度完成したターゲッ
ト選択支援サブシステムをグループ内で運用すると同時に，
構造決定進捗状況把握（“target tracking”）のためのサブ
システムを完成させ，グループ内での運用を開始した。

2. 基本構造機能研究
（1）構造解析対象タンパク質の機能解析（濱田（白水），
太田，堀（竹本），新井，高木，Tokmakov，松本，坂本，
寺澤，安島，藤（泰）＊1，倉光 ＊2，城所 ＊3，別所 ＊4，
Chumpolkulwong＊4，野村（守）＊4，進藤＊4，王＊4，川添
＊4，五味 ＊5，横山）
当研究グループ内で構造解析が行われているタンパク質
試料について，その機能推定のために，GATEWAY system

を用いて，何種類もの培養細胞発現ベクターにつなぎかえ，
増殖や形態に与える影響や局在についての解析をハイスルー
プットに行うべく様々な系を検討した。また，精製したタ
ンパク質の一部を利用して，アフィニティーカラムを作製
し，そこに組織抽出液（または培養細胞の抽出液）を混ぜ，
目的のタンパク質に結合する因子を分離し，ペプチドマス
フィンガープリンティング法により同定を行っている。
高度好熱菌 Thermus thermophilus の機能未知遺伝子の
機能解明を目的として，我々が作製した耐熱性カナマイシ
ン耐性遺伝子（特許出願済）を利用し，遺伝子破壊株を作製
する方法を確立した。今回，DNA修復系関連遺伝子 uvrA，
uvrB，uvrC，uvrD，trcfなどを遺伝子破壊の対象例とした
ところ，いずれの遺伝子破壊株についても致死とはならな
かったが，uvrD 欠損株以外は，顕著な紫外線感受性を示
した。
植物タンパク質の機能解析としては，生理学的観点より
植物特有の環境ストレス（含；耐病性等）に応答する転写
因子活性を検討することに着手した。

さらに，酵素活性を精密熱測定法により特別なプローブ
を使わずに測定できる新しい手法を開発した。タンパク質
分解酵素については，合成基質を用いて分光学的手法を比
較することにより，分光学的なプローブを用いずに，従来
法と同等以上の感度を持つことが示された。分光学的手法
が適用不可能な酵素の逆反応についても解析可能であるこ
とが分かった。また，蛍光異方性を用いて，より汎用的で
nM程度の基質濃度で酵素反応を連続的に精密測定できる
新しい手法を開発し，タンパク質分解酵素の基質特異性に
関して新たな知見を得た。
（2）タンパク質相互作用分子解析手法の開発（廣田，濱
田，片山，齋藤（一），淺沼，阿部，福沢＊3，佐々木＊1，柞
木 ＊1，横山）
多検体のタンパク質について，分子間相互作用する相手

（リガンド）であるタンパク質・核酸・低分子等の広範な
種類の化合物をスクリーニングする手法の開発が必要であ
る。第一の解析手法として，MALDI/TOF型の質量分析計
における新しいイオン化ターゲットの開発研究を行った。
従来法よりもイオン化効率・選択性を向上させるために，
イオン化用ターゲット上にアルキル鎖と PEG（ポリエチ
レングリコール）等からなるリンカーを自己組織化膜とし
て形成・固定化した。このリンカーの先にリガンド分子を
共有結合させた。検体であるタンパク質混合物とインキュ
ベート後に水による洗浄を行った。このターゲットを用い，
MALDI/TOF型の質量分析計で分子間相互作用しているタ
ンパク質イオンが高選択的に検出できることを確認し，こ
の手法の有用性・有効性を証明した。第二の解析手法とし
て，ESI/Q-TOF型の質量分析計における新規分子間相互
作用解析法の開発を進めた。従来法のハイスループット利
用上での問題点を克服し，有益な知見を得ている。また，
NMRにおいて Transferred NOE（TRNOE）法を用いた分
子間相互作用検出の有用性と限界を確認するために，ヒト
Rad52タンパク質と相互作用する一本鎖 DNAの TRNOE

測定を行い，引き伸ばされた DNA構造が示唆された。そ
の他，表面プラズモン共鳴等を用いた分子間相互作用解析
の新手法開発を行っている。
（3）特定リガンドと相互作用するタンパク質（ドメイン）
の探索（廣田，濱田，伴，山崎（瑞），犀川，大橋，星 ＊2，
松村 ＊3，西村（慎）＊6，原 ＊1，水谷 ＊1，横山（武）＊1）
特定リガンドとしてタンパク質・核酸・糖鎖・低分子等の
広範な種類の化合物を対象とし，標的タンパク質探索法の
一般化を視野に入れて引き続き研究を行っている。強力な
細胞毒性を有する海綿由来の onnamide Aについては，そ
のカルボン酸部位を修飾してアフィニティーマトリックス
を調製し，これと特異的に分子間相互作用するタンパク質
をウシ脳抽出物から数種見いだし，それらの精製を行って
いる。また，同様な海綿由来の化合物を RI標識化合物に
変換し，この化合物と分子間相互作用するタンパク質の単
離を試みている。マボヤ幼生の変態誘起に関わるフェロモ
ン様物質とその受容体特定を目指した実験を開始した。さ
らに，糖鎖構造と受容体との相互作用，および糖タンパク
質の構造・機能解析の体系化に関する研究も開始している。

3. 基本構造解析研究
（1）NMR構造解析法による基本構造解析（木川，廣田，
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武藤，黒田，畠中，林，好田，井上（真），小柴，小林（直），
斉藤（講），李，Goroncy，濱田，片山，井上（匡），安田
（野口），栃尾，福島，鈴木，阿部，大橋，八森，八田，榧木
（細井）＊3，山崎（和）＊3，河合 ＊3，加藤（晃）＊3，横山）
ヒト，マウス，アラビドプシスの cDNAクローン由来の
タンパク質ないしはタンパク質ドメインの，NMR法を用
いた構造解析に関しては，安定同位体標識試料の調製が完
了したもののうち 24試料について，NMR測定，データ解
析，構造決定作業を順次進行した。また，タンパク質発現・
解析高度化施設より供給される測定用タンパク質をハイス
ループットに構造解析するための NMR施設の調整を完了
した。
すでに，いくつかの試料に関しては立体構造決定が完了し
ており，ヒト cDNA由来の DnaJドメイン，マウス cDNA

由来の cullin-3 homologueに関しては，公共データベース
（PDB）への登録も完了した。DFF45のC末端領域（DFF-

Cドメイン）の発現系を構築し，その構造を NMRで解析
した。また，高等植物 Arabidopsis thaliana 由来の植物特
異的に存在する転写因子の DNA結合ドメインの立体構造
解析プロジェクトを開始した。
高度好熱菌Thermus thermophilus HB8，超好熱性古細菌

Pyrococcus horikoshii 由来タンパク質 6 種について NMR

測定に着手した。分子量約 20 kDaの好熱性細菌 Thermus

thermophilus由来転写伸長因子NusGタンパク質をN-末端
側ドメインと C-末端側ドメインに分けて，それぞれ NMR

により構造を決めた。
種々の免疫系糖タンパク質に安定同位体標識を施し，異
種核多次元 NMR測定を行うことにより糖鎖の高次構造と
ダイナミクスに関する情報を得ることができた。特に高磁
場 NMR装置を利用することにより，低溶解度の試料を対
象にした場合でも良好な S/Nのスペクトルを短時間に測定
することが可能となり，構造解析が著しく進展した。
（2）X線結晶構造解析法による基本構造解析（濱田（白
水），胡桃坂，酒井，和田，岸下，新野（柊元），田村（半
田），山口（寛），高木，村山，Addy，小木曽，瀬戸，加藤
（美），俵元，梶田（中田），榎本，香川（奥村），藤川（真
田），Vassylyeva，仲野，井高，杵渕＊5，北畠＊5，堀（哲）
＊5，香川＊6，田中（祥）＊6，深井＊1，中間＊1，横山（浩）
＊1，Tame＊7，朴 ＊7，雲財 ＊3，濡木 ＊3，横山）
高度好熱菌Thermus thermophilus HB8，超好熱性古細菌

Pyrococcus horikoshii由来のDNAクローンを中心に，タン
パク質の発現，精製，結晶化を行い，生物学的な視点を重視
しながら，X線結晶構造解析を進めた。高度好熱菌の 2’-5’

RNA ligaseの結晶構造を 2.5 Åの分解能で決定したところ，
この立体構造は，シロイヌナズナの cyclic phosphodiesterase

のものとよく似ていた。この酵素は，tRNAスプライシン
グ反応時に産生されるADP-ribose 1”, 2”-cyclic phosphate

を加水分解するものである。この酵素と今回立体構造を決
めた 2’-5’ RNA ligaseとは，一次配列上は全体的には相同
性がなく，HX(T/S)Xというモチーフのみが保存されてい
る。このモチーフは，立体構造上，両タンパク質間でよく
似た空間的位置に存在していることから，共通した反応機
構を持つ可能性が示唆された。現在，阻害剤との複合体の
構造解析など，さらに詳細な解析を進めている。高度好熱
菌 putative aspartate aminotransferase（tPAAT）の結晶

構造を決定した。アスパラギン酸のアミノ基転移酵素のう
ち IV型に属する tPAATの結晶構造を，MAD法を用いて
2.2 Å分解能で決定した。その立体構造は，IV型に属する
ホスホセリンアミノ基転移酵素と最も似ていることが明ら
かとなった。しかし，実際には，一次配列から想定されて
いたように，この tPAATはホスホセリンを基質とはせず，
アスパラギン酸を基質とすることを生化学的な実験により
確認した。高度好熱菌機能未知タンパク質 TT1466につい
て，大腸菌無細胞タンパク質合成系で合成した SeMet 化
タンパク質の結晶構造を MAD 法を用いて，2.0 Å の分解
能で決定した。決定された立体構造は，succinyl-CoA合成
酵素の CoA 結合ドメインの立体構造とよく似ていた。さ
らに，その構造をもとに，大腸菌内で発現させた nativeタ
ンパク質の結晶構造を分子置換法により 1.7 Å分解能で決
定したところ，無細胞タンパク質合成系で合成したタンパ
ク質と同じ構造であった。非メバロン酸経路のMECDP合
成酵素の反応メカニズムを解明するため，高度好熱菌由来
MECDP合成酵素の立体構造を，1.6 Åの分解能で決定する
ことに成功した。MECDP合成酵素は，3量体を形成してお
り，分子間で強い塩橋および水素結合を形成している。基質
である CDP-ME2P（2-ホスホ-(シチジン 5’-ジホスホ)-2-C-

メチル-D-エリトリトール）は分子の間に結合し，その周辺
には 2 つの Mg(II) イオンが結合して，活性の重要な役割
を担っている。Mg(II)イオンと結合しているアミノ酸を置
換（Asp8→Phe，His10→Phe，His42→Phe）した人工異常
MECDP合成酵素を作製し，酵素活性を測定した結果，活
性は減少した。
超好熱古細菌由来のクラス I型リジル tRNA合成酵素の
結晶構造を SeMet置換体を用いたMAD法により 2.6 Å分
解能で決定し，オーソドックスなクラス II型のリジル tRNA

合成酵素と比較して，全体の構造は全く異なるにもかかわ
らず，基質認識機構がよく似ていることから，機能的収斂
が起こったことを示唆した。超好熱古細菌由来のアーケオ
シングアニントランスグリコシラーゼと基質塩基の複合体
の結晶構造をMAD法により，2.3 Å分解能で決定し，基質
認識機構を解明した。さらに，超好熱古細菌由来の DNA

プライマーゼの結晶構造を MAD法により 1.8 Å分解能で
決定し，DNA複製の初期過程であるプライマーの de novo

合成機構を示唆した。
また，DNA 複製の開始を負に調節する大腸菌 SeqA の

DNA結合ドメインを同定し，SeqAの DNA結合ドメイン
とヘミメチル化 DNA との複合体の結晶構造解析を行い，
3.0 Åの分解能でその立体構造を決定した。
ヒトにおける相同 DNA組換え反応の分子機構を明らか
にするために，ヒト Rad52タンパク質の DNA組換え活性
を有するドメインの立体構造を，X線結晶構造解析によっ
て 2.85 Åの分解能で決定した。そして，ヒト Rad52タン
パク質が 11 量体のリング状構造を形成して，その外周に
DNA結合部位を持つことを明らかにした。さらに，ヒト由
来 EGFレセプターと EGFの複合体の結晶構造をMAD法
により 3.5 Å分解能で決定し，リガンドによるレセプター
の 2量化・活性化機構を初めて示唆することに成功した。
（3）立体構造解析法の改良（前田，菊地，稲垣＊2，横山；
伊藤，畑中，柴田（遺伝生化学研））
タンパク質のNMR解析は，NOEを中心とする短距離情
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報に強く依存しており，ドメイン間の相対配置を決定する
場合や，分子量が大きく重水素化したタンパク質を解析す
る場合を苦手とする。変性を誘起しない水溶性の液晶等で
タンパク質を磁場配向させれば，分子配向に基づく遠位の
構造情報を抽出できる。電荷の異なる脂質や界面活性剤を
組み合わせて種々の特性を持つ磁場配向液晶を開発し，多
くのタンパク質の遠位構造情報を観測できるようになった。
また，エーテル系リン脂質を用いたバイセルを作成し，pH

条件，温度条件，バッファ条件等について検討し，安定な
バイセル形成条件を見いだした。今後，膜結合型タンパク
質の NMR解析に適用していく。
NMRを用いたタンパク質異種複合体の高次構造解析の
際には，一方を安定同位体標識し，13C/15N選択/除去フィ
ルターを組み込んだ測定を行うことで，分子内/分子間の
距離情報の選別を行うのが普通である。今回は 13C/15N標
識された 1種類のタンパク質複合体試料を用い，「それぞ
れのタンパク質の単体での高次構造と結合インターフェイ
スの情報から効率よく分子内/分子間の距離情報の選別を
行い，半自動的に高次構造解析を行うシステム」の構築を
行った。テスト試料として用いた 110残基と 84 残基の複
合体試料の場合，ほとんど分子間 NOEの帰属がない状態
からスタートして，主鎖 RMSDが 0.5 Å程度まで構造を収
束させることに成功した。

4. 標識技術高度化研究
（1）高度化標識タンパク質調製技術（甲斐荘 ＊2，清水，
稲留（桑迫））
標識技術高度化研究チームは無細胞タンパク質合成系を
利用した安定同位体標識タンパク質の調製を目標に，均一
に 13C，15N-，あるいは均一に 2H，13C，15N-標識したア
ミノ酸類を安価，かつ多量に合成する技術を開発してきた。
これまでに 100 g規模での 13C-グルコースと 15N-アンモニ
ウム塩を原料として，微生物発酵法により 6種類のアミノ
酸発酵（Ser，Thr，His，Trp，Ile，Leu）を実施した。こ
れらの実験の結果，10–20 g規模で精製した二重標識アミノ
酸結晶が得られる予定である。2H，13C，15N-標識アミノ
酸類に関してはアミノ酸混合物からのカラム分離法の利用
を含めて生産を検討した。
（2）RNA結合タンパク質（武藤，後藤（桜）＊1，河合＊3，
横山）
RNA 結合タンパク質は，構造解析が難しいタンパク質
に属し，高度な標識技術の活用が必要である。そこで，標
識技術高度化研究の題材として，RNA 結合タンパク質を
取り上げる。我々は，RRM モチーフの中でも，いくつか
の subgroupが存在することを明らかにしている。（ELAV-

typeや A1 typeなど）特に，同じような RNA配列に対し
て，異なった RRMモチーフを持つものが，結合する場合
があり，この異なった subgroupの比較から，両者の生体内
での制御過程の考察を進めた。
神経分化に関わると思われる RNA結合タンパク質につ
いて，タンパク質ドメイン検索システムを用いて解析し，ド
メイン構造の解明を始めている。また，同様に，スプライ
シングの中間状態と考えられる系を構築してその構造解析
を開始した。
ヒト SRP RNA の helix6 に相当する RNA（HE6），特

定のタンパク質に結合するアプタマー RNAおよび大腸菌
tmRNA に含まれるシュードノット RNA について，測定
を行った。特に，HE6については極めて分離の良いスペク
トルが得られ，立体構造を決定することができた。また，
HIV-1ゲノム RNAの二段階二量体化開始部位の RNAに
ついても測定を行い，解析を進めている。

＊1 研修生，＊2 客員主管研究員，＊3 共同研究員，＊4 研究協
力員，＊5基礎科学特別研究員，＊6ジュニア・リサーチ・ア
ソシエイト，＊7 客員研究員
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