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研究成果の概要（和文）：X線結晶構造解析を用いて、発がんおよびがん細胞の転移のメカニズ

ムや免疫応答のメカニズムを原子分解能レベルで解明し、これに基づいて新規の抗がん剤の開

発を行い、効果的ながん治療を目指す。発がんに関しては、細胞の分化を促進する TGF-シグ

ナルの下流で細胞内においてシグナルを伝達する分子に着目してシグナル伝達因子同士の複合

体の構造解析を行う。がん細胞の転移・浸潤に関しては、細胞骨格の再形成、開口放出による

細胞膜の供給に働くタンパク質（複合体）の X 線結晶構造解析を行う。また、免疫応答のメカ

ニズム解明に関しては、Toll-like receptor（TLR）の下流で前炎症性サイトカインの転写を誘

導する IRF-5やインターフェロンの転写を誘導する IRF-7と相互作用するタンパク質の複合体

の構造解析を行い、効果的ながん治療に資する薬剤の設計を目指す。 

 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of carcinogenesis, cancer metastasis 

and anti-tumor immune reaction, atomic structures of the player, the oncoproteins and 

anti-oncoproteins will be determined by X-ray crystallography. Based on the structures, 

new anti-cancer drug will be developed to achieve an efficient cancer treatment. For 

carcinogenesis, we focus on TGF- signal under which many transcription regulatory 

molecules interplay for cellular development signal transduction. For cancer metastasis 

and invasion, we focus on proteins responsible for cytoskeleton reorganization and plasma 

membrane supply coupled with exocytosis. For innate immune reaction, we focus on 

Toll-like receptor (TLR) and its endogenous ligands, and on IRF transcriptional regulators 

acting mainly under the control of TLR to activate the transcription of proinflammatory 

cytokines and -interferon.  
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１．研究開始当初の背景 

 がんは 1990 年半ば以降我が国の死因のト
ップを占め続けており,国民の生命を脅かす
最大の脅威である．しかし,外科的切除や放
射線療法等の治療法は限界に達しつつあり,
一方で化学療法も,抗がん剤の低特異性によ
る甚大な副作用が問題となっている．さらに,
術後の機能不全や化学療法による副作用が
がん患者の QOL を低下させ,社会復帰を阻む
原因となっている．これまでに,がんの原因
分子を標的とした薬剤が開発され,いくつか
のがんではある程度の治療効果をあげてい
る．しかし,これらの薬剤が有効ながんは限
られている上,変異を起こした標的分子に対
しては薬効が低い．この為,他のがんに対す
る同様の特効薬開発,または変異を起こした
標的分子に特異的に作用する薬剤の開発が
急務となっている．本計画では,がんを誘発
する変異体がん遺伝子・がん抑制遺伝子タン
パク質の動的な立体構造を X 線結晶構造解
析・計算機シミュレーションを駆使して解明
し,変異分子特異的抗がん剤を設計すること
を目的とする． 
 

２．研究の目的 

 X 線結晶構造解析を用いて、発がんおよび
がん細胞の転移のメカニズムや腫瘍免疫の
メカニズムを原子分解能レベルで解明し、こ
れに基づいて新規の抗がん剤の設計を行い、
効果的ながん治療を目指す。発がんに関して
は、細胞の分化を促進する TGF-シグナルお
よび細胞の増殖を促進する Wnt/カテニン
シグナルや NFb シグナルに着目して、シグ
ナル伝達因子同士の複合体の構造解析を行
う。がん細胞の転移・浸潤に関しては、細胞
骨格の再形成、開口放出による細胞膜の供給
や脂質メディエーターの産生を介してがん
細胞の転移・浸潤に働くタンパク質（複合体）
の X 線結晶構造解析を行う。TGF-シグナル
に関しては、その末端で核内において転写因
子の活性調節を行うがん抑制遺伝子タンパ
ク質の研究を行う。また、免疫応答のメカニ
ズム解明に関しては、Toll-like receptor

（TLR）やその下流で NFb シグナルの伝達
に働くタンパク質の構造解析を行い、効果的
ながん治療に資する薬剤の設計を目指す。 

 

３．研究の方法 

 本研究では,がんを誘発する変異体タンパ
ク質の立体構造を X線結晶構造解析・計算機
シミュレーションを駆使して解明し,変異分
子特異的抗がん剤を設計することを目指す．
我々はすでに,EGF受容体とEGFの活性化複合
体の構造解析に成功し,Pertuzumabや
Herceptin等の作用機構を世界に先駆けて解
明した実績を持つ（H. Ogiso et al., Cell, 
2002）．次に,デザインした阻害剤を in 

vitro,vivoで評価するだけでなく,当該蛋白
質との複合体の構造解析を行い,阻害剤デザ
インへのフィードバックを行うことで,より
副作用が尐なく薬効性の優れた抗がん剤を
設計する．一方で,このような抗腫瘍活性を
持つのは低分子や抗体だけではない．すでに,
がんゲノミクス解析を含めた従来の研究か
ら,強力な抗腫瘍活性を持つ蛋白質が同定さ
れている．本研究の第２の戦略として,抗腫
瘍蛋白質と標的分子複合体の構造機能解析
を行い,抗腫瘍活性の分子機構を解明するこ
とで,新たな抗がん剤の設計に結びつける． 
 
４．研究成果 
がん細胞の転移・浸潤に必須な細胞骨格再形
成および開口放出に働くタンパク質の立体
構造解析  
＜細胞骨格の再形成＞ 我々は、アクチンフ
ィラメントの再形成に必須な Rac1 および
Cdc42、その GEFである Asef2、およびその活
性化因子である APC（Wnt/β-catenin増殖シ
グナル下流で働く大腸がん抑制遺伝子産物）
の大腸菌による大量調製系を確立し、３者複
合体の結晶化を行った。すでに Asef2 と APC
（arm；アルマジロリピートドメイン）を共
発現し、イオン交換カラム、ヘパリンカラム、
ゲ ル ろ 過 カ ラ ム を 用 い て 高 純 度 の
Asef2•APC-arm２者複合体の大量調製に成功
し、結晶化スクリーニングを行っており、予
備的な結晶の作成に成功している。現在結晶
化条件の再検討を行っている。 
 さらに、Rho により活性化されてアクチン
の重合を触媒するヒト血小板由来の Formin
（DAAM; Dishevelled-associated activator 
of morphogenesis）の FH2 ドメインの構造を
2.8Å 分解能で決定した(図１)。本 FH2ドメイ
ンは 2 量体のリング構造を形成しているが、
このリングの配向がこれまでのマウス mDia1
や酵母 Bni1p のものと著しく異なっていた。
特にリンカードメインが 2次構造を取ること
で縮んだリング構造を取っており、このリン
カードメインの長さをいろいろ変えた変異

図１ DAAM の FH2ドメインの結晶構造 



 

 

体を作成したところ、アクチン重合活性が急
激に低下することが判明した。このことから、
リンカードメインが伸縮することにより FH2

ドメインの環構造が開閉し連続的にアクチ
ンを重合するという新規のモデルを提唱し
た。 
＜開口放出による細胞膜の供給＞ 開口放
出時の膜融合制御に働き、がんとの関連が示
唆されてきた RalA に関しては，そのエフェ
クターであり輸送小胞と細胞膜の繋留に働
く Exocyst複合体を GST-RalAを baitとした
アフィニティーカラムを用いてブタ脳から
精製する方法を確立し、低温電子顕微鏡をつ
かった単粒子解析を行った。また，同アフィ
ニティー精製の結果，Ral GAP を新規に同定
することに成功した。最近、卵巣がんにおい
て Rab25が高発現し、腫瘍の成長に働いてい
ることが発表された。本研究では、出芽酵母
の Rab（輸送小胞と細胞膜の結合に働く低分
子量 G タンパク質）に相当する Sec4p の GEF
である Sec2p の GEF ドメインの結晶構造を
3.0Å 分解能で決定した(図２)。本 GEFドメイ
ンは、トロポミオシンに酷似した新規のコイ
ルドコイル構造を持ち、この構造の中央付近

に保存された Glu102、Thr105、Phe109が GTP
交換反応に重要であることを変異体解析に

より明らかにした。さらに、Sec2p と Sec4p
の複合体の結晶構造を 2.7 Å 分解能で決定し
た(図２)。この複合体形成に伴い、Sec2p と
Sec4p がお互いに構造変化して主に疎水性相
互作用で結合し、その結果 Sec4pでは Switch 
I、II 領域が大きく構造変化することで、
Switch Iのヌクレオチドポケットの構造が変
化し、GDP が追い出されると言う、Rab の新
規の動的な活性化機構を明らかにした。 
 
脂質メディエーター産生によるがん細胞の
転移・浸潤と阻害剤の創出 
ENPP （ Eukaryotic Nucleotide 
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase）ファ
ミリー蛋白質は高等真核生物の細胞外に存
在するホスホジエステラーゼ活性をもつ酵
素群で，骨形成，血管形成，ミエリン形成な
ど様々な生命現象に関与する．その一方で，

ENPPファミリー蛋白質は癌，糖尿病，骨粗鬆
症などの疾病を惹起する．哺乳類では基質特
異性の異なる ENPP ファミリー蛋白質が 7 種
類知られており，それぞれ異なる生理機能に
関与する． ENPP2は N末端に分泌シグナル配
列をもつ分泌蛋白質である．ENPP2 はもとも
と、メラノーマ患者などの血中に多く存在す
る因子、オートタキシン（ATX）として発見
され，血中でリゾホスファチジルコリン
（LPC）を基質として分解し，リゾホスファ
チジン酸（LPA）を産生する．LPAは近年，脂
質性メディエーターとして注目されている
シグナル伝達分子であり，GPCRの活性化を介
して，細胞増殖や遊走，創傷治癒，脳神経系
の発達•分化，血管形成など様々な生命現象
に関わる．その一方で ENPP2は悪性腫瘍から
分泌され，自身の細胞運動性を促進すること
で，乳がん，肺がん，脳腫瘍など様々な癌の
悪性化に働いている．また，癌以外にも，動
脈硬化，肺線維症，神経因性疼痛など様々な
ヒト疾患に関与することも報告されている．
我々は，マウス由来の ENPP2と脂肪酸種の異
なる 5種類の LPAの複合体の立体構造を X線
結晶構造解析によって決定した結果，これま
で機能がよくわかっていなかったソマトメ
ジン B様ドメインとヌクレアーゼ様ドメイン
が触媒ドメインの両側から相互作用し，触媒
ドメイン中の脂質結合ポケットの構造を安
定化していることを明らかにした（図３）．

興味深いことに，活性部位に通じる疎水性チ
ャンネルが存在し，そこに内在性の LPAが結
合していることが判明した．疎水性チャネル
を塞ぐような変異体酵素を作製したところ，
LPA 産生活性は保持されている一方で，細胞
運動性促進活性が著しく低下していたこと
から，ENPP2によって産生された LPAは，ENP 
のもつ疎水性チャンネルを通って直接 LPA受
容体へと受け渡されることが示唆された．さ
らに，東大薬・長野教授との共同研究で，
ENPP2 に対する高親和性の阻害剤を４種類得
て，複合体の結晶構造解析を行い，うち２種
の阻害剤において明瞭な電子密度を得るこ
とに成功した（図３）．阻害剤は LPA ポケッ
トを占拠し，触媒活性を阻害する機構を原子

図２ Sec2p（上）および Sec2p•Sec4p 複

合体(下)の結晶構造 

 

図３ ENPP2 の結晶

構造と特異的阻害剤

との複合体構造 

 



 

 

分解能レベルで解明することに成功した．さ
らに，本結晶構造からスタートして，血清中
においてもがん細胞の運動性を低下させる
阻害剤の創出に成功した． 
 
TGF-βシグナル抑制因子 HHM/GCIP の抗腫
瘍活性の構造基盤 

 HHM/GCIP は、特異的な bHLH 型転写因子と
DNA, Smad との相互作用を阻害することで、
TGF-βシグナルを組織特異的に抑制する新
規の dnHLH型抑制因子であり、強い抗腫瘍活
性を持つ。共同研究者である、本がん特定領
域の東京大学宮園博士・宮澤博士らの研究に
より、HHM/GCIPは細胞運動を活性化する遺伝
子の転写活性化に働く bHLH 転写因子である
Olig1 と特異的に結合することが報告されて
いる。本研究では、ヒト由来 HHM/GCIP に関
して、2.6 Å分解能の結晶の作成に成功した。
本結晶は、当初 7 Å 程度の分解能であったが、
精製条件を検討し、還元剤の改良、重原子試
薬を用いた結晶化、低分解能で解けた構造に
基づく変異体の作成を行い、分解能を7 Å か
ら飛躍的に 2.6 Å に向上させ、結晶構造解析
に成功したものである。HHM/GCIP は 10 本の
αヘリックスが、5 本ずつの 2 本のヘリック
スバンドルを形成し、N 端側バンドルと C 端
側バンドルが helix-loop-helix（HLH）で連
結され、V字型の構造をとっている。HHM/GCIP
の HLH 領域は、N 端側バンドルおよび C 端側
バンドルと疎水性相互作用しており、通常の
bHLH蛋白質の構造と大きく異なっている。し
たがって、HHM/GCIP は、標的となる bHLH 転
写因子と結合するときには、HLH 領域が各ヘ
リックスバンドルからはがれ、転写因子と結
合することで、これを Smad・DNA複合体から
乖離すると考えられる。そこで、HHM/GCIPの
V 字型構造を壊すような変異を導入したとこ
ろ、HHM/GCIPは、NeuroD1や ID2と言った HLH
タンパク質、Smad7 と非特異的に結合するこ
とが判明した。以上のことより、HHM/GCIPの
V字型構造は、自己疎外構造であると同時に、
転写因子特異性を発揮するのに必須な構造
であることが明らかになった。現在 HHM/GCIP
とクラス B 型塩基性 HLH 蛋白質である Olig1
のヘリックス領域のペプチドとの複合体の
結晶化にも予備的に成功しており、今後さら
に複合体の構造解析を行う計画である。その
結果、HHM/GCIP が転写因子特異的に TGF-β
シグナルを制御し、腫瘍形成を制御する機構
を明らかにし、新規の抗がん剤の設計を目指
す。また、HHM/GCIPは、cyclin D1と結合し
Cdk4 を不活性化することで、Rb がリン酸化
されないため、E2F転写因子が活性化されず、
細胞周期が G1 アレストすることが報告され
ている。今後さらに、HHM/GCIPと cyclin D1・
Cdk4の複合体の構造解析を行う計画である。 
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