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生命現象のメカニズムをタンパク質，核酸などの立体構造に基づいて解明する「構造生物学」
（Structural Biology）は近年急速に発展している。当研究室では，構造解析から生命現象解明に
いたる力強いストラテジーの確立をめざして，構造生物学の研究を推進している。特に，「細胞
間・細胞内の情報伝達」および「遺伝情報の維持と発現」のメカニズムを，関与するさまざまな
タンパク質や核酸・およびそれらの超分子複合体の構造と機能に基づいて解明することをめざ
す。大型放射光施設 SPring-8を活用した X線結晶解析を推進するとともに，生化学・分子細胞
生物学的研究も展開する。

1. 転写・翻訳に関わるタンパク質・核酸複合体の構造
と機能（横山，木川，白水，胡桃坂，Vassylyev，関根

＊1，阿部＊2，高橋＊2，大国＊2，藤原＊2，林＊2，木賀＊2，
三井＊2，大槻＊2，佐藤＊2，加藤＊2，相馬＊2，Horn＊3，原
田＊3，平尾＊3，佐藤＊3，上西＊4，藤＊4；伊藤，柴田（遺
伝生化学研）；瀧尾（生体分子解析室））
アミノアシル tRNA 合成酵素は，アミノ酸を対応する

tRNAに結合させる反応（アミノアシル化反応）を触媒す
る。この反応は遺伝暗号の翻訳（タンパク質合成）において
きわめて重要なステップであり，高い正確性が要求される。
アミノアシル化反応は 2段階反応であり，アミノ酸ははじ
めに ATPによって活性化され，アミノアシル AMP（aa-

AMP）を生じたのちに tRNAの 3’末端に移される。アミ
ノアシル tRNA合成酵素の一種であるバリル tRNA合成酵
素（ValRS）は，校正機構を持つ酵素として知られている。
ValRSは，アミノアシル化反応において，バリンよりも側
鎖の大きいイソロイシンは排除するが，形の類似したトレ
オニンを誤って認識し，活性化してしまう。しかし，ValRS

は，その結果生成する Thr-AMPないしは Thr-tRNAValを
加水分解して排除することができる。この校正反応はアミ
ノアシル化の触媒部位とは別の触媒部位で行われる。本年
度は，高度好熱菌 ValRS・tRNAVal・Val-AMPアナログ複
合体の結晶構造を決定し，正確なアミノアシル化反応と校
正反応のメカニズムを明らかにした。まず，イソロイシル
tRNA合成酵素（IleRS）との比較を行い，アミノアシル化
の触媒部位において，ValRSがバリンよりもメチル基 1つ
分大きいイソロイシンを排除する機構を解明した。さらに，
結晶構造では tRNAの 3’末端が校正反応の触媒部位に結
合しており，Thr-AMPないしは Thr-tRNAValのトレオニ
ン部分が，トレオニンの特徴である水酸基をもとに認識さ
れ，加水分解を受ける機構が示唆された。
グルタミル tRNA合成酵素（GluRS）は 2つのグループに
大別される。近縁のグルタミニル tRNA合成酵素（GlnRS）
を持たない大半の細菌や細胞内小器官は，間接的な方法
（transamidation pathway）により Gln-tRNAGlnを合成し
ている。したがって，tRNAGluと tRNAGlnを識別せず両
者に Gluを付加することができる「区別しない」GluRSが
必須である。一方，GlnRSを獲得している細菌は tRNAGlu

と tRNAGln を識別して tRNAGlu にのみ Glu を付加する
「区別する」GluRSを持っている。高度好熱菌由来の「区別
する」GluRSと tRNAGluの複合体の結晶構造解析により，
この GluRSが tRNAGlu と tRNAGln のアンチコドン（そ
れぞれ 34YUC36 と 34YUG36）を識別するメカニズムを明
らかにした。tRNAGluのアンチコドン 3文字目（C36）の
塩基特異的認識・識別は，GluRSのたった 1つのアルギニ
ン残基によって達成されている。このアルギニン残基をグ
ルタミンで置換しただけで，変異体GluRSは 2種類のアン
チコドンを識別する能力を失った。アミノ酸配列によれば，
本来の「区別しない」GluRSはこのグルタミン残基を保存
しており，このグルタミンが tRNAのアンチコドンに対す
る縮退した特異性をつかさどっていると考えられる。これ
らの事実は GlnRSの出現に伴うGluRSの tRNA特異性の
進化が非常に単純な方法で行われたのではないかというこ
とを示唆している。
リボソームは翻訳をつかさどる細胞内小器官であり，3分

子の RNAと 50数種のタンパク質からなる巨大複合体であ
る。数十年来，この複合体の構成成分の機能やそれらの相
対的配置について，生化学的・遺伝学的解析が行われ，さ
まざまな知見が蓄積されている。近年，ついにリボソーム
サブユニットの 3 Åレベルの X線結晶構造解析が成功した
ことにより，その機能，特に精緻な翻訳の制御機構につい
て，原子レベルでの解析への可能性が拓かれ，リボソーム
研究は新たな段階を迎えている。我々は，リボソームの各
機能段階における多様な全体構造を解明するために，鋳型
である mRNAと，機能分子である tRNAの役割を同一分
子内に持つ tmRNAとの複合体の結晶構造解析を計画して
いる。本年度はまず，複合体の構成成分を同定するために，
高度好熱菌リボソームタンパク質を二次元電気泳動と質量
分析計によるマス・フィンガープリンティング法によって
網羅的に解析し，それらの遺伝子を同定した。同時にリボ
ソームと他の因子が安定な複合体を形成する条件を，必要
な因子の探索も含めて，生化学的実験によって検討中であ
る。また，tmRNAと相互作用することがすでに明らかに
されている SmpBタンパク質と tmRNAの複合体の結晶化
も行う予定である。

RNAポリメラーゼは遺伝子の転写をになう巨大な複合体
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酵素であり，中心となるコア酵素と転写の各段階で異なる
さまざまな転写因子によって構成されている。最近，原核お
よび真核生物由来の RNAポリメラーゼコア酵素の結晶構
造が相次いで報告され，転写のメカニズムの構造レベルで
の解明の可能性が示された。しかしながら，これらの結晶
構造は中分解能で解かれたものであり，大部分のアミノ酸
側鎖や一部の主鎖の構造は依然明らかにされていない。ま
た，RNAポリメラーゼコア酵素は，転写因子と一体となっ
て初めてその機能を発揮することができ，複合体によって
構造が大きく異なると考えられている。たとえば，原核生
物の RNAポリメラーゼコア酵素（α2ββ’）は，σ 因子と複
合体を形成し，ホロ酵素（α2ββ’σ）となることによって初
めて，遺伝子のプロモーター配列を認識・結合することがで
きる。本年度は，RNAポリメラーゼの機能的構造を原子分
解能レベルで解明するために，高度好熱菌由来 RNAポリ
メラーゼホロ酵素の X線結晶構造解析に着手した。高度好
熱菌から RNAポリメラーゼを調製し，再現性よく結晶を
得る方法を確立した。SPring8（理研ビームライン）をもち
い，2.7 Åまでのデータセットを収集することに成功した。
現在構造決定を行っている。

＊1基礎科学特別研究員，＊2共同研究員，＊3訪問研究員，＊4

研修生

2. 真核生物染色体の構造と安定維持機構（横山，胡桃
坂，河口 ＊1，香川＊2，田中 ＊3；柴田（遺伝生化学研））
染色体のセントロメア領域は，細胞分裂の際，染色体を

均等に娘細胞へ分配するために重要な役割を果たしている。
この領域は，他の染色体領域と比較して，特に高度に凝縮さ
れていると考えられており，この特殊なセントロメア領域の
高次構造を解明することが，セントロメアの機能の理解に
重要である。そのために，まずセントロメア構成タンパク質
の 1つであるヒト CENP-Bの DNA結合ドメイン（CENP-

B1–129）と DNAとの複合体の高次構造を，SPring-8放射
光施設を使用した X線結晶構造解析により 2.5 Åの分解能
で決定した。CENP-Bは，ヒト染色体のセントロメアに存
在する繰り返し DNA配列に塩基配列特異的に結合する。X

線結晶構造解析の結果，CENP-Bに結合した DNAは顕著
に湾曲していることが分かった。一方，CENP-B1–129 は，
5つの α-helixからなるドメイン 1と，3つの α-helixから
なるドメイン 2がタンデムに並ぶ高次構造を形成していた。
そして，ドメイン 1およびドメイン 2それぞれの 3つめの
α-helixが，DNAの major grooveに直接結合し，これらの
ドメイン間の領域に存在するストランドが DNAの minor

grooveに結合することが明らかになった。これらのタンパ
ク質-DNA間の相互作用が，特殊な DNAの湾曲構造を形
成していることが明らかになった。
染色体DNAは，種々の要因によって日常的に損傷を受け

ている。そのために生物には複数の DNA修復機構が存在
している。その内の 1つに，DNA組換え修復機構がある。
近年，ハムスターの DNA修復欠損細胞を相補するヒトの
遺伝子として，XRCC2 および XRCC3 遺伝子が単離され
た。そしてこれらの遺伝子産物が，ヒトの組換え酵素とし
て知られている HsRad51と低い相同性を有することが明
らかになった。さらに，HsRad51 遺伝子と相同性を有する

ヒトの遺伝子として，Rad51B，Rad51C，Rad51D がヒト
より見いだされ，これら Rad51ファミリーの組換え修復系
への関与が示唆された。これら Rad51ファミリーの DNA

修復における役割を明らかにする目的で，これらの遺伝子
産物を組換えタンパク質として精製して生化学的な解析を
行った。その結果，Xrcc3は Rad51Cと安定な複合体を形
成し，相同な単鎖 DNAと二重鎖 DNAとを対合させる相
同的対合反応を行うことが明らかになった。また，Xrcc2

は Rad51Dと安定な複合体を形成し，Xrcc3・Rad51Cと同
様に相同的対合反応を行うことが分かった。これらの相互
作用は，ヒト脳由来の cDNAを用いた Two-hybrid解析に
よっても確認された。このことは，これら Xrcc3・Rad51C

および Xrcc2・Rad51D複合体が，ヒトの脳内での DNA組
換え修復において中心的な役割を果たすことを示唆してい
る。さらに，Xrcc3・Rad51Cおよび Xrcc2・Rad51Dは，い
ずれもリング状の構造体を基本として単鎖 DNAと結合し，
フィラメント状の複合体を形成することが，電子顕微鏡に
よる解析によって明らかになった。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2ジュニア・リサーチ・アソシエ
イト，＊3 研修生

3. 細胞情報伝達機構（横山，木川，白水，中村＊1，斉
藤 ＊1，松村＊1，宮崎 ＊2，金 ＊2，木本 ＊3，遠藤 ＊4，深津
＊4，進藤 ＊4，桂 ＊4）
細胞は，細胞膜に存在するレセプターに増殖因子などの

情報伝達物質が結合すると，増殖，分化，細胞死などさまざ
まな応答を行う。レセプターはこれら基質と結合すると細
胞内応答の初期反応を誘起したのち，エンドサイトーシス
により細胞内へと取り込まれる。この過程において必須な
役割を担うタンパク質群には，一次配列が高度に保存され
た epsin N-terminal homology（ENTH）ドメインと呼ばれ
る領域が共通に存在することがこれまでに知られていたが，
その機能は解明されていなかった。当研究ではこの ENTH

ドメインが，リン脂質の一種である PI(4,5)P2 と結合する
ことを初めて明らかにした。また基質の結合に伴う ENTH

ドメインの NMRシグナルの変化を観測することにより，
ENTHドメインの立体構造上に存在する正電荷を持つアミ
ノ酸に富んだ領域が，PI(4,5)P2 の結合部位であることを
明らかにした。さらにこれらのアミノ酸に変異を導入した
ENTHドメインが，PI(4,5)P2に対する結合能を消失し，さ
らに細胞内への情報伝達物質の取り込みを正常に媒介でき
ないことを発見した。以上の結果は，エンドサイトーシス
が正常に機能するためには ENTHドメインと PI(4,5)P2の
結合が必須であり，この相互作用によりレセプターの取り
込みが制御されていることを示している。

Rasタンパク質は，細胞の増殖や分化に関わる重要なタン
パク質で，Ser/Thr kinaseである Rafタンパク質と結合し
活性化する。Raf-1タンパク質の RBD（Ras結合ドメイン）
に結合する RNAアプタマーを単離し，このアプタマーが
Raf-1RBDと Rasの相互作用を阻害して in vitroでの Ras

による Raf-1の活性化を阻害することをこれまでに明らか
にした。本年度は，この RNA分子を培養細胞内で発現・導
入したことによる影響の解析に取り組んだ。HEK293細胞
において，Rasの V12S35変異体（Raf-1に結合するが，他
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の Rasの標的タンパク質に対する結合能が落ちている変異
体）による Raf-1活性化がアプタマーの発現により阻害さ
れるという結果をすでに得ている。現在，EGF刺激やがん
化に関係する V12Ras変異体による Raf-1の活性化への阻
害効果について調べているところである。また，さらに効
果的なリガンド（アプタマー）を開発するために，アプタ
マー分子の二量体化などの改良も行っている。

＊1 共同研究員，＊2訪問研究員，＊3ジュニア・リサーチ・ア
ソシエイト，＊4 研修生
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