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研究成果の概要（和文）：生体内で重要な機能を果たしている高分子量蛋白質複合体の新たな構

造解析手法として，セグメント安定同位体化ラベル法と先端的 NMR 手法としての転移交差飽和

（TCS）法や残余双極子結合（RDC）法の応用を検討した．呼吸鎖末端の電子伝達反応であるシ

トクロム c（Cyt c）とシトクロム c 酸化酵素（CcO）の相互作用部位について TCS 法を応用し，

CcO と直接相互作用している Cyt c のアミノ酸残基を決定することに成功した． 

 
 
研究成果の概要（英文）：To develop new methodologies for structural analysis of 
biologically important high-molecular-weight protein complexes, applications of the 
segment label and new NMR techniques such as the transfer cross-saturation (TCS) and 
residual dipole coupling (RDC) were examined.  By using TCS for the final electron 
transfer complex in the respiratory chain, the complex between cytochrome c and cytochrome 
c oxidase, we successfully determined the amino acid residues of cytochrome c directly 
interacting with cytochrome c oxidase. 
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１．研究開始当初の背景 
生体内の多くの蛋白質は互いに相互作用し
ながら機能しており，その蛋白質複合体は多
くの場合，巨大な分子量となり，従来の分光
学的手法では，その詳細な構造解析は困難で
ある．近年の安定同位体ラベルの技術と最先
端の NMR 測定法の応用により，この分子量の
壁は克服されると期待されているものの，ま
だ十分な成果が挙げられていない．特に，こ
れまで本研究者が研究を進めてきた金属蛋

白質の分野では，それぞれの蛋白質の構造機
能解析については詳細な研究が進んでいる
ものの，その蛋白質間の相互作用や蛋白質複
合体については，その巨大な分子量や膜結合
蛋白質の関与などにより，構造化学的解析は
ほとんど進んではいない．本研究課題では以
下の 3種類の蛋白質複合体の構造と蛋白質間
相互作用に注目した． 
(1) 細 胞 内 鉄 代 謝 制 御 複 合 体 Iron 
Regulatory Protein（IRP）－F-box 蛋白質
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（FBXL5）－ユビキチンリガーゼ（E3）複合
体  この複合体は，細胞内鉄濃度が上昇し，
鉄過剰による細胞への障害を防ぐために形
成され，細胞内鉄代謝制御蛋白質である IRP
が， FBXL5 と結合することでユビキチンリガ
ーゼに認識され，ユビキチン化されることで
この複合体は最終的に分解へと導かれる．こ
の場合の細胞内鉄濃度の上昇は，ヘムがその
シグナル伝達分子として考えられており，ヘ
ムを介した複合体形成が想定されているが，
その詳細は蛋白質複合体の構造や蛋白質間
に働く相互作用が不明であるため，検討され
てはいない． 
(2) 呼吸鎖末端電子伝達複合体 シトクロ
ム c（Cyt c）- シトクロム c 酸化酵素（CcO）
複合体 呼吸鎖末端の酸化酵素である CcOは，
Cyt c から電子を受け取り，分子状酸素に与
えることにより，分子状酸素を水に還元し，
呼吸鎖における電子伝達系を終結させると
ともに，その電子伝達に伴いミトコンドリア
内膜間で能動的プロトン輸送を行い，ATP 合
成を駆動する．この CcO と Cyt c との間の電
子伝達複合体については，本研究者らにより，
NMR を用いて，その相互作用部位が決定され，
この相互作用部位は，電子伝達により構造変
化することで，電子伝達反応をプロトン輸送
と共役させることを提唱している（Sakamoto 
et al., PNAS, 2011, 108, 12271）．しかし，
その相互作用部位の範囲が当初想定された
部位よりも広範囲にわたっていること，また，
複合体形成によるそれぞれの蛋白質の構造
変化が検討できていないことなどから，その
電子伝達制御機構についてはまだ解決すべ
き点が多く，それに必要な構造化学的な情報
が不足している． 
(3) ヘム生合成制御複合体 Iron Response 
Regulator（Irr）- Ferrochelatase （FC）
複合体 ヘム生合成制御蛋白質である Irrは
ヘム依存性転写因子で，ヘム生合成酵素であ
る -アミノレブリン酸脱水酵素の転写を抑
制的に制御している．この Irr に細胞内の鉄
イオン濃度のシグナル伝達分子であるヘム
が結合すると，その抑制的制御が解消すると
考えられているが，そのヘムがどのようにし
て Irr に受け渡されるのかについては十分な
情報が得られてはいない．本研究者らは，細
胞毒でもあるヘムが遊離した形で Irrに結合
することは考えにくく，ヘムを生合成する FC
から直接ヘムが Irr に受け渡されると想定し
ており，実際，免疫沈降の実験から Irr と FC
とが複合体を形成することが報告されてい
る．しかし，その複合体形成の構造化学的情
報や蛋白質間相互作用については情報がく，
十分な検討を行える状態ではない． 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，巨大蛋白質の一部のみを安

定同位体ラベルすることが可能なセグメン
ト安定同位体ラベル法と，先端的で多様な
NMR 測定手法を多面的に組み合わせることで，
分子量が 30 万を超える巨大分子量蛋白質複
合体における蛋白質間の相互作用部位の同
定とその相互作用様式，最終的には原子レベ
ルの構造に基づく構造機能相関を明らかに
することを目指す． 
(1) 細胞内鉄代謝制御複合体（IRP－FBXL5－
ユビキチンリガーゼ複合体）この蛋白質複合
体は，細胞内の鉄イオン濃度に関するシグナ
ル伝達分子として考えられるヘムの結合に
より，形成されると想定されていることから，
ヘム添加による複合体形成の過程を追跡し，
その構造変化やその蛋白質間の相互作用形
成機構を検討する．ここで得られた構造化学
的な情報から，細胞内鉄代謝機構における制
御蛋白質複合体の機能発現の分子機構を明
らかにする． 
(2) 呼吸鎖末端電子伝達複合体（Cyt c - 
CcO 複合体） 本研究者らによって，その相
互作用部位が明らかになった呼吸鎖電子伝
達系の最後の電子伝達過程であるシトクロ
ム c（Cyt c）からシトクロム c酸化酵素（CcO）
との電子伝達複合体（Sakamoto et al., PNAS, 
2011, 108, 12271）についても，CcO が分子
量 410 万の巨大な膜結合蛋白質であることか
ら，その相互作用部位についてはまだ議論の
余地があり，特に，これまでの相互作用部位
決定の主な手法である NMRの化学シフト摂動
法による相互作用部位決定は，複合体形成に
よる間接的な影響を受けやすく，本来の相互
作用部位とは異なった結果を与えることが
指摘されている．また，複合体形成によるそ
れぞれの蛋白質の構造変化についても十分
検討されてはいない．そこで本研究課題では，
より直接的な相互作用部位を決定すること
を試みるとともに，複合体形成による蛋白質
の構造変化を追跡する手法の確立も試みる 
(3) ヘム生合成制御複合体（Irr-FC 複合体）
本申請者等によりその構造解析が報告され
たヘム生合成系の制御因子Irr（Ishikawa, et 
al., Biochemistry, 50, 1016）についても，
その制御複合体である Irr - FC 複合体につ
いて，本研究課題で得られた高分子量蛋白質
複合体における相互作用解析手法を用いる
ことでさらに詳細な解析を進め，その相互作
用部位の同定とともに，複合体形成に伴う構
造変化についても検討を行う． 
 

３．研究の方法 
(1) 研究対象とする高分子量蛋白質複合体
として，細胞内鉄代謝制御系の IRP－FBXL5
－ユビキチンリガーゼ複合体，呼吸鎖電子伝
達系の Cytc-CcO 電子伝達複合体について，
ヘム生合成制御系の Irr-FC 複合体，それぞ
れについて，その蛋白質複合体の構造解析，



および蛋白質間に働く相互作用およびその
相互作用様式を検討する．それぞれの蛋白質
の単離，精製については，安定同位体を導入
するため，すべて大腸菌の発現系を用いてそ
の単離，精製法を確立する． 
(2) セグメント化安定同位体ラベルについ
ては以下に示す 2種類の発現ベクターを用い
た菌体内セグメントラベル手法を応用する
（図 1）．ドメイン 1 のみに 15N あるいは 15N，
13C を導入する場合，ドメイン 1の遺伝子の後
ろに Intein の N 末端部分を融合し，この融
合遺伝子をアラビノースで蛋白質の発現が
可能な araBAD ベクターに組み込み，一方，
ドメイン 1 以外の部分は，その N 末端側に
InteinのC末端部分を融合した遺伝子として
IPTGで蛋白質発現を誘導するT7lacベクター
に組み込んで，これら 2種の発現ベクターを
大腸菌内に導入する．まず，15N あるいは 15N，
13C を含む培地でアラビノースを添加してド
メイン 1 のみを発現させ（図 1 左），培養液
を除去したうえで次は IPTG を含み，15N，13C
などを含まない培地で再度培養する（図 1中）
と，ラベルされていないドメイン 1 以外の部
分が発現する．菌体内では，Intein によるペ
プチド結合反応がおこり（図 1 右），最終的
には細胞外での結合反応をすることなしに
効率的に特定のドメインのみに安定同位体
が導入された蛋白質を得ることができる． 

図１ 菌体内セグメントラベル法 
(3) 構造解析には主に NMR を用い，測定法と
しては，TCS 測定や残余双極子結合測定，
15N-edit NOE 法，Distance Geometry 法を利
用する． 
 
４．研究成果 
本研究課題では平成23，24年度の二年間にわ
たり，ラベル法の確立と蛋白質複合体への応
用の可能性，および先端的NMR測定手法の測定
条件の最適化について検討を行った．主な研
究成果は以下のとおりである． 
(1) セグメント安定同位体ラベル法の
確立 セグメントラベルを試みる蛋白質の
うち，鉄代謝制御蛋白質のIRP2については，
セグメント安定同位体ラベル可能にするため，
大腸菌での発現系の構築を試みたが，蛋白質
の不溶化や失活化でプロモーター培養条件の
再検討が必要となり，いくつかの発現系を構
築したものの，活性のある状態で再現性良く
得られる条件を見出すことはできなかった．

今後さらに詳細な検討が必要である．一方，
転写因子IrrとFCについては，大腸菌による再
現性の良い発現，精製方法を確立することが
でき，セグメント化，安定同位体化について
もその予備的な実験において問題ないことが
確認された．しかし，大腸菌で発現したIrr
の機能解析の結果から，標的DNAへの親和性が
低いことが示され，蛋白質精製過程における
酸化修飾が示唆された．精製過程におけるMn
イオンの添加により，酸化修飾が抑制され，
親和性が向上することが明らかになったので，
このような精製方法によるIrrを用いてセグ
メント化，安定同位体化が進行中である．酸
化酵素CcOについては，高等動物のCyt cとも
相互作用することができ，サブユニット数も
少なく，サブユニットの再構成も可能で，こ
れまでに構造的，機能的情報が多く報告され
ている光合成細菌由来のCcOの発現，精製系を
構築した． 
(2) 先端的 NMR測定手法の測定条件の最
適化 蛋白質相互作用を解明するため
の先端的 NMR 測定手法について，使用予
定にクライオプローブ装着の 600MHz 
NMR 装置を用いてその測定条件の最適
化を行った．緩和測定については，本研
究者らの既報（Sakamoto et al., BBRC, 2010, 
398, 231）に従い，交換，平衡系でも解
析可能なように解析方法を検討した．ま
た，TCS 測定や残余双極子結合測定，Distance 
Geometry 法においては，予備的な測定を行い，
測定パラメータの絞り込みを行った．実際の
蛋白質複合体系への応用では，重水素化した
Cyt c と非ラベルのウシ由来 CcO（二量体と
しての分子質量 420 KDa）に対して，TCS 法
を用いた高分子蛋白質複合体における相互
作用部位の決定を行った．その結果，Cyt c
において， CcO と直接相互作用する領域を決
定することに成功した．今回決定できた直接
的な相互作用部位は，以前に本研究者らが化
学シフト摂動法により決定した領域よりも
はるかに狭く，Cyt c-CcO 電子伝達複合体で
は，ごく少数の相互作用によりその複合体構
造が維持されることが明らかになった．また，
CcO と複合体を形成することによる Cyt c の
構造変化を追跡するため，15N でラベルした
Cyt c を用いて 15N-edit NOESY を用いて検討
したところ，相互作用部位周辺のアミノ酸残
基に有意な構造変化が検出され，複合体形成
による相互作用部位の構造変化が確認でき
た．今後，さらに CcO 側の相互作用部位を決
定するため，光合成細菌由来の CcO をセグメ
ント化安定同位ラベルして検討を進めてい
る． 
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