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研究成果の概要（和文）：生命現象発動の場においては、不安定で過渡的な複合体の存在およびその重要性が指摘され
ている。しかし、このような準安定な複合体をin vitroで再構成して、従来の構造生物学的手法を適用するのは困難で
ある。本申請課題では、準安定複合体に対するNMR測定法、ならびに生理的環境を模倣できるNMR試料調製法を開発して
、生命現象発動の場における過渡的準安定複合体に対する方法論を確立した。これらの手法を、ケモカイン・ケモカイ
ン受容体、 細胞接着分子CD44、 光合成膜タンパク質などに適用し、これらの分子の機能発現に重要な過渡的複合体の
構造情報を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：It has been considered that the transient molecular complexes play an important ro
le in many biological processes inside the living cells. In this project, we aimed to establish the NMR me
thodologies, which can observe the NMR signals from such short lived states, and reconstitute such state b
y mimicking physiological environments.  We applied these methods to the actual biologically important sys
tems, including chemokine-chemokine receptors, the cell adhesion molecule CD44, and the photosynthesis com
plex, and successfully obtained the structural information of the transiently formed complex of those mole
cules, which are related to their function.
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１．研究開始当初の背景 
タ ンパク質の立体構造の視点に基づく構造
生物学研究は、生物学研究の基盤技術として
生命現象の理解に大きく貢献している。しか
しながら、従来の構造生物学研究の方法論お
よび技術的制約から、決定された立体構造の
多くは、インタクトのタンパク質から機能ド
メインを切り出すなどの処置を施した対象 
に限られ、必ずしも in situの状態を反映し
ているわけではない。さらに、同様の制約の
ため、複合体の構造解析も、多くは高親和性
のリガンドとその標的タンパク質に限られ
ている。 
一方、実際の生命現象発動の場においては、

分子、細胞レベルなど様々な階層において、
不安定で過渡的な複合体の存在およびその
重要性が指摘されている。多くのタンパク質
複合体では、最終的な安定複合体が形成され
る前に、両者が緩く接触した遭遇複合体とよ
ばれる不均一な状態が過渡的に形成される
(Nature, 447:1021-5, 2007)。例えば、化学
反応や輸送を司る様々なタンパク質間相互
作用では、遠距離でも作用できる静電相互作
用により、タンパク質同士が引き寄せ合った
遭遇複合体が素早く形成し、ついで最終的な
複合体を形成することにより、108 M-1s-1 を
越える高い結合速度を達成し、迅速で効率の
高い化学反応や輸送が可能となっている
(PNAS,105: 12855-60, 2008)。また、免疫細
胞やがん細胞の生体内における動態におい
ても、細胞上の受容体と血管内皮細胞上のリ
ガンドが親和性の低い過渡的な複合体を形
成することにより、細胞のローリングが達成
されていると考えられている(Nat Immunol., 
7:883-9, 2006)。 
上記で述べてきた現象は、生命現象を理解

する上で重要であるものの、生体内において
過渡的に形成される短寿命かつ不均一な状
態が関与しているため、従来の構造生物学的
手法を適用することは困難である。その理由
は過渡的複合体を in vitro で再現すること
が容易ではないことと、過渡的複合体に適用
できる構造生物学的手法がないこと、などの
ため適切な解析戦略に欠けるからである。し
たがって、生理的環境を模倣できる試料調製
法、ならびに準安定複合体に対する構造生物
学的解析法の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
当研究課題では、準安定複合体に対する NMR 
測定法、ならびに生理的環境を模倣できる
NMR 試料調製法を開発することにより、生命
現象発動の場における過渡的準安定複合体
に対する方法論を確立することを目的とす
る。加えて確立した手法を、生物学的な個別
の系に適用することによりその有効性を実
証する。具体的には、ケモカイン受容 
体、細胞接着分子、光合成膜タンパク質の系
に適用する。 
 

３．研究の方法 
(1)生理的環境を模倣できる NMR 試料調製法
の開発 
生理的に重要な過渡的に形成される相互作
用の多くは、膜タンパク質を介して行われる。
膜タンパク質の構造生物学的解析は、通常膜
タンパク質を界面活性剤に可溶化した状態
で行われる。しかし、界面活性剤に可溶化し
た状態では、多くの膜タンパク質は、活性を
保持することが困難である。 
再構成高密度リポタンパク質 (rHDL)は直

径約 10 nm の脂質二重膜の周囲を、両親媒性
helix に富む Apolipoprotein A-I により囲
まれた構造を持つ水溶性粒子である (図 1) 。
そこで、rHDL を用い、脂質組成をコントロ
ールした脂質二重膜に、活性を保持した状態
の膜タンパク質を埋め込む手法を確立する。 
 

(2)準安定複合体に対する NMR 測定法の開発 
短寿命でかつ不均一な状態にある準安定複
合体に対しても相互作用様式を解明するこ
とが可能な、高感度 NMR 測定法を開発する。
タンパク質間相互作用を観測するTCS法の測
定を効率よく行なうための理論を確立する。 
 
４．研究成果 
(1) NMR 観測における膜タンパク質の安定性
を向上させる試料調製法の確立（J. Am. Chem. 
Soc., (2010)） 
極めて安定性の低いケモカイン受容体 CCR5
について、再構成 HDL を用いた安定化に成功
した。リガンドである MIP-1α の CCR5 結合
界面を TCS 法により決定し、MIP-1α の SNP
が CCR5 を介した HIV-1 の感染に耐性を示す
機構を提唱した。 
 
(2) 転移交差飽和法の理論的背景の確立（J. 
Magn. Reson., (2010)） 
転移交差飽和法（TCS 法）は、膜タンパクを
はじめとする生体高分子とリガンドタンパ
ク質の相互作用部位を同定する溶液NMR実験
法である。TCS 法の効率は試料の分子量や濃
度比、結合・解離速度などのパラメータに依
存しており、実験的に最適化することは困難
であった。本論文では TCS 法を理論的に定式
化してシミュレーションを行うことにより、
各パラメータのTCS法への影響を明らかにす
るとともに、実験条件最適化の指針を示した。 
 
(3) ケモカイン受容体のリガンド認識にお
ける過渡的複合体の役割の解明（J. Biol. 
Chem., (2009)） 
ケモカイン受容体 CXCR4 の NMR 解析条件を確
立し、リガンドである SDF-1 の CXCR4 結合界
面を転移交差飽和 (TCS) 法により決定した。
SDF-1 の N 末端とそれ以外の領域が、独立に
はたらくことが、CXCR4 との効率的な結合に
重要であることを見出した。 
 
(4) 細胞接着因子 CD44 の構造平衡の制御と



細胞ローリング活性の相関 （Structure, 
(2010)） 
 CD44 のヒアルロン酸結合ドメイン（HABD）
は、リガンドの有無によらず、O-state と
PD-stateの間の平衡にある。われわれはHABD
の構造を PD-state に固定した変異体を作製
し、PD-state が HA 高親和性状態であること
を示した。また、PD-state に構造を固定した
CD44 を発現する細胞のローリング活性解析
から、血流中における CD44 依存的な細胞ロ
ーリングにおいて、HABD の O-state と
PD-stateの2状態平衡が必要であることを明
らかとした。 
 
(5) プラストシアニンと光合成蛋白質の電
子輸送機構の解明 (Plant Cell (2012)) 
植物のプラストシアニンは、光合成明反応膜
蛋白質複合体である光化学系Iおよびシトク
ロムb6fと迅速な結合および解離を繰り返す
ことにより、効率良く電子を輸送する。本研
究では、転移交差飽和法により、プラストシ
アニン上の疎水性に富む領域が光化学系Iお
よびシトクロム b6f と近接する一方、酸性残
基に富む領域は安定な塩橋を形成しないこ
とが明らかになった。これらの結果から、最
初に酸性残基に富む領域が緩く近接した上
で、疎水性に富む領域が複合体を安定化する
ことにより、結合および解離を迅速に行うこ
とが示された。 
 
 
上記に加え、当初の計画にないが、以下の 2
つの成果が新たに上がっている。 
(6) KcsAカリウムチャネルの不活性化機構の
解明（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2010)） 
 pH 依存性 K+チャネル KcsA は、細胞内が中
性のときは閉状態を取るが、酸性刺激に応じ
てピーク電流を示し、数秒でその約 15 %の電
流を流す開状態に至る（不活性化）。我々は
メチル TROSY 法によりその機構を解析した。
まず、pH、温度、K+濃度の調節によって、閉
状態のほか、開状態において平衡にある活性
化状態・不活性化状態を選択的に観測するこ
とに成功した。次に、K+滴定実験と NOE 解析
から、K+を認識する選択性フィルターの構造
が状態により異なること、活性化状態と不活
性化状態がそれぞれ K+結合・非結合状態に対
応し、不活性化状態では水分子が結合してい
ることを見出した。 
 
(7) Gαによる GIRK 活性制御機構の解明（J 
Biol Chem (2012)） 
G タンパク質共役型内向き整流性カリウムチ
ャネル(GIRK)の開閉制御における、Gαの役
割を明らかにするため、Gαi3と GIRK 細胞内
ドメインの相互作用様式を TCS 法および PRE
法により解析した。その結果、Gαは GIRK 上
の Gβγ結合部位とは異なる部位を認識して
いることが明らかとなった。このことは、G
αとGβγが遊離した状態においてもGIRKと

の結合を介して Gαと Gβγが近傍に保持さ
れ得ることを示し、GPCR 刺激終了に伴う Gα
による Gβγの回収効率を上昇させ、迅速な
GIRK チャネルの閉鎖に寄与していると考え
た。 
 
 
(8)構造平衡によるβ2アドレナリン受容体の
シグナル伝達制御機構の解明 (Nature 
Commun (2012)) 
G タンパク質共役型受容体の一種であるβ2-

アドレナリン受容体 (β2AR) のメチオニン
メチル基を選択的に安定同位体標識し、NMR
により解析する方法を確立した。様々にシグ
ナル伝達強度の異なるリガンドを加えた条
件での NMR 解析から、β2AR は 2 種類の不活
性化構造と1種類の活性化構造の間の平衡に
あること、および平衡における活性化構造の
割合がシグナル伝達強度を決定しているこ
とを明らかにした。 
 
 
(9) SLOを利用したIn-cell NMR法の開発 （J. 
Am. Chem. Soc., (2009)） 
 哺乳細胞をターゲットとした新規 in-cell 
NMR 法として、ポア形成トキシンである SLO
により可逆的に細胞膜に穴を形成させるこ
とにより、観測タンパク質を細胞質内へ取り
込ませる手法を確立した。その結果、細胞内
に導入した G-アクチン結合タンパク質
Thymosinβ4 の高分解能 NMR スペクトルの取
得、および細胞内で生じた N末端側のアセチ
ル化の観測に成功した。 
 
(10) 生細胞内でタンパク質間相互作用を解
析するバイオリアクター装置の開発（Angew. 
Chem. Int. Ed. (2013)） 
細胞を温度可塑性のメビオールゲル内に封
入した状態で NMR サンプル管に充填し、サン
プル管底部から一定の速度で培地を灌流さ
せることで、細胞を生理的条件に保持して長
時間の in-cell NMR 測定を行うバイオリアク
ター装置を開発した。確立した手法を用いて、
外部から導入した微小管結合ドメイン
Cap-Gly domain 1 (CG1)と内在性の微小管と
の相互作用を転移交差飽和（TCS）法により
観測し、相互作用部位を同定することに成功
した。 
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