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研究成果の概要（和文）：本研究では、生命現象で重要なタンパク質ーリガンド間の弱い相互作用を解明するた
めに、超分子球状錯体への空間捕捉を用いた新たな構造解析手法を開発した。自己組織化により組み上がる巨大
中空錯体ケージにタンパクとリガンドを共包接し、空間的に閉じ込めることで弱い相互作用を強制的に発現させ
る。これにより従来は解析不能であったタンパク質ーリガンド相互作用を構造的に明らかにする手段の創出し
た。
タンパク質とリガンドの錯体への閉じ込めにより、その実効濃度が飛躍的に上昇し見かけの解離定数が千倍以上
強くなることを実証した。これを用いて実際にタンパク質と脂質の弱い相互作用をNMRで解析し、その複合体構
造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed a method to analyze weak interactions 
between a protein and a ligand by confinement in supramolecular spherical metal complexes. By 
encapsulation in a confined space of the metallo-cages, protein-ligand weak interactions can be 
induced through the proximity effect, allowing for structural analysis of such biologically 
important weak interactions. We have demonstrated that confinement of a protein and ligands such as 
saccharides and lipids in the spherical cage dramatically increases their effective concentrations, 
resulting in an increase in their apparent affinity by a factor of more than 1,000. We have thus 
successfully analyzed protein-lipid weak complex structures by NMR spectroscopy.

研究分野：超分子化学・生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質とそれに結合するリガンド分子との間の弱い相互作用は生体機序における重要性にもかかわらず、そ
の弱い相互作用に基づく複合体構造を解析する手法は限定的である。本研究では、ホストゲスト化学で培われた
分子の空間捕捉効果の概念をもって新たな方法論を提示し、未解明のタンパ クーリガンド相互作用を網羅的に
解析する手法の基盤を確立した。超分子錯体を用いたかご型錯体への閉じ込めを活用することで従来法では解析
できない弱い相互作用に基づく複合体構造が原子分解能で解析できる。これにより、未解明のタンパク質ーリガ
ンド相互作用を網羅的に解析することで、隠された生命機構の原理を明らかになっていくと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパクとそれに結合するリガンドの間の相互作用には、定量的・不可逆的な強い結合だけで
なく、局所濃度が高まることで会合する動的な弱い結合が存在する。この弱い相互作用がシグナ
ル伝達など多くの生命現象において重要だと判明しつつあり、その構造生物学的な理解が望ま
れている。しかしながら、弱い相互作用を構造解析する手段はほぼ皆無であり、いかにして弱い
相互作用を解析し、分子レベルでの理解を得るかが課題となっていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 超分子中空錯体への共包接を駆使した弱いタンパクーリガンド相互作用の構造解析法の創出
を本研究の目的とした。タンパクとリガンドを空間的に捕捉して実効濃度を高めることで、従来
法では解析できない弱い相互作用を強制的に発現させた。錯体ケージ内の複合体を解析するこ
とで、生命現象を司る弱い相互作用を構造的に調べる手法を開発した。 
 
 
３．研究の方法 
 
はじめに、超分子錯体ケージ内部へタンパクとリガンドを共包接する手法を開発した。PdIIイ
オンと金属配位子の自己組織化により形成する巨大中空錯体は、配位子に接合させることで分
子、タンパクを内包することができる。タンパク、リガンドをそれぞれ配位子につなげ、超分子
錯体を組み上げることで共包接を行なった。タンパクーリガンド相互作用によらない共包接を
実証するために、最初に蛍光タンパクと蛍光分子を用いる。これらが共包接されたことは、蛍光
共鳴エネルギー移動 (FRET)によって評価した。さらに NMR の DOSY (diffusion ordered 
spectroscopy) により内包を実証した。 
続いて、錯体内でタンパク質とリガンド間の実効濃度の上昇により弱い相互作用が誘起され
ていることを実証した。リゾチームとそれに弱く結合する糖鎖をかご型錯体に内包し、リゾチー
ムの酵素活性を測定した。弱い相互作用の誘起による酵素活性の低下を定量し、見かけの結合能
の変化を評価した。 
以上の結果をもとに弱い相互作用に基づくタンパク質と脂質の複合体構造を NMR で解析し
た。安定同位体標識したタンパク質を用いた NMR解析により残基単位で脂質の結合に伴う構造
変化、複合体構造の解析を行なった。 
 
 
４．研究成果 
 
 タンパク質に弱い相互作用で結合するリガンド分子として特に糖鎖と脂質に着目し、タンパ
ク質とリガンドを超分子金属錯体へ共包接する手法を確立した。錯体を構成するビスピリジン
配位子に対象となる糖鎖や脂質を縮合した分子を系統的に合成するスキームを開発した。これ
を用いることで、様々なタンパク質と糖鎖や脂質などのリガンド分子をかご型の錯体に内包す
ることができた。 
錯体への内包は、 DOSY NMRでの拡散係数の測定により実証した。1Hまたは、19Fのシグナ
ルの減衰から分子の見かけの大きさを見積ると、包接によりかご型錯体と見かけの大きさが同
一になったことから、錯体への内包が示された。さらに、FRET の測定により直径 5 nm の錯体
への内包に対応するタンパク質とリガンド分子の平均距離が算出され、錯体内でタンパク質と
リガンドが近接し、実効濃度が高まっていることが示された。 
この錯体の孤立空間内での近接効果により、タンパク質とリガンドの間の相互作用が誘起さ
れたことはリゾチームの活性阻害実験により明らかにした。糖鎖と共包接したリゾチームの酵
素活性を測定すると、錯体内部内部で糖鎖が酵素活性部位に結合することにより活性の低下が
観測された。活性阻害率から、糖鎖との結合を算出すると遊離の状態での結合よりも 1,000倍以
上も見かけの解離定数が低下し、結合が強くなっていることが示された。 
球状錯体への内包による相互作用の誘起を活用してタンパク質と脂質の弱い相互作用の NMR
を行なった。脂質エステルの加水分解酵素である cutinase-like enzyme (CLE)と脂質アミドを球状
錯体に共包接すると、錯体内で脂質の結合・解離に伴うタンパク質の素早いコンフォメーション
の変化が観測された。の構造変化は、バルク溶液中でタンパク質と脂質を混合した際には観測さ
れない弱い相互作用であり、錯体への共包接により弱い相互作用を誘起 したことが示された。
タンパク質の残基ごとのシグナルを定量的に評価すると、タンパク質の活性部位に特異的に脂
質分子が結合している様子を明らかにすることができた。さらに NOESY NMR測定により、タ



ンパク質と脂質分子の近接を評価することで、その複合体構造を明らかにすることができた。こ
のようにバルク溶液中では観測できない、脂質をはじめとするタンパク質とリガンドの弱い相
互作用を超分子球状錯体への閉じ込めによつ解析できることを実証した。 
本研究では、ホスト−ゲスト化学で培われた「分子の空間捕捉効果」の概念をもって、現在の
解析技術の限界を打ち破る新たな方法論を提示した。超分子錯体にタンパクとリガンドを共包
接し空間的に捕捉することで、弱い相互作用を発現させ、未解明のタンパクーリガンド相互作用
を網羅的に解析する方法論を確立した。本研究の成果は、弱い相互作用への基礎的な理解を深め
ることで、創薬におけるリガンド設計指針を示す手法として活用されていくことでライフサイ
エンス全般に波及効果をもたらすと予想される。 
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