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研究成果の概要：本領域では生命に秩序をもたらす上で重要な役割を果たしている生体膜系

に注目し、そこでタンパク質がどのような相互作用により、信号伝達、H+-ATP 合成酵素の回
転、ミトコンドリア膜でのタンパク質輸送等を制御しているのかを研究し、ソフトな分子間相

互作用が重要な役割を果たしていることを明らかにした。また、巨大な分子あるいは分子複合

体とリガンドタンパク質の相互作用を解析するための研究法の開発、生体膜、生きたヒト細胞

におけるタンパク質の構造解析法の開発等でも顕著な成果を上げた。 
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2006年度 297,900,000 0 297,900,000 
2007年度 267,100,000 0 267,100,000 
2008年度 255,900,000 0 255,900,000 
総 計 1,656,000,000 0 1,656,000,000 

 
 
研究分野： 構造生物学 
科研費の分科・細目： 生物科学・生物物理学 
キーワード： 膜インターフェイス、生命秩序、ソフトな分子間相互作用、膜タンパク質、 

シグナル伝達、物質輸送、核磁気共鳴法（NMR）、X線結晶構造解析 
 
１．研究開始当初の背景  
 本特定領域研究が開始される頃はヒトをは

じめとして多くの生物種のゲノム塩基配列が

次々と決まり、生命を担う分子の全容が明ら

かになり始めていた。われわれは、これから

の生命科学の中心的な問題はゲノムが生み出

すタンパク質などの生体分子からどのように

して高度な秩序を持つ生命体がつくられるか

を明らかにすることであると考えて本特定領

域研究を提案した。われわれの身体では、分

子という要素が集まって染色体や膜のような

超分子がつくられ、それらから細胞小器官、

さらに細胞、臓器、個体というように、さま

ざまなレベルの秩序が巧妙に組織されて高度

な生命秩序を形成している。これらの秩序形

成の要になるのがいろいろなレベルの秩序を

繋ぐ生体膜のインターフェイスである。ここ

での機能制御を明らかにすることができれば
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高度な生命秩序形成のメカニズムを明らかに

することができる筈である。その鍵は生体膜

インターフェイスにおける機能メカニズムを

制御するソフトな分子間相互作用の解明にあ

るとわれわれは考えた。それまでの構造生物

学は安定な複合体解析で成功を収めた。しか

し、生体膜インターフェイスにおける情報や

物質のベクトル的な動きは一連の相互作用か

らなるダイナミックな流れであり、今後はこ

れを構造生物学の対象とする必要があると考

えた。幸い、さまざまな新しい研究法が開発

されてこのような研究を展開できる可能性が

開け始めていた。 
 
２．研究の目的  
 単細胞から多細胞生物に至るまで、生命秩
序形成の要になるのはさまざまなレベルの
秩序を繋ぐ生体膜インターフェイスである。
ここにおける機能メカニズムを理解する鍵
はそれを制御するソフトな分子間相互作用
の解明にある。構造生物学は安定な複合体形
成を解析の対象として大きな成果を上げて
きた。しかし、生体膜インターフェイスにお
ける情報や物質のベクトル的な動きは、イン
ターフェイスの一方における分子やイオン
の認識、それによる構造変化の誘起、それに
基づく、膜を横断しての情報や物質の移動、
反対側における新たな相互作用の成立と情
報あるいは物質の受け渡しという一連の相
互作用からなる。これらを支えるのはソフト
な分子間相互作用である。その特徴の第１は、
これらが強固な相互作用に基づく安定な複
合体の形成ではなく、次の変化への柔軟性を
持っていることである。第２にこれら一連の
過程は全体として一つの機能を持つように
プログラムされた相互作用である。本特定領
域は構造生物学的立場に立って、膜インター
フェイスにおけるシグナル伝達、物質輸送を
中心とした生物現象を制御するソフトな分
子間相互作用の役割を明らかにすることを
目的とした。さらに、ソフトな相互作用を解
析する新しい方法論の開発をも目的とした。 
 
３．研究の方法  
 上記の目的を達するために、情報変換と物

質輸送を中心的研究対象としつつ、構造生物

学、バイオインフォマティクス、細胞生物学、

分子生物学等、広い分野の研究者が密接に協

力して研究を進めた。具体的に取り組んだ研

究項目は以下のようなものである。 
A01 生命秩序の膜インターフェイスにおけ
る信号変換の制御 
A02  生命秩序の膜インターフェイスにおけ
る物質移動の制御 
A03  生命秩序の膜インターフェイスを制御

するソフトな分子間相互作用の新規な解析法． 
 これらの課題の研究を効果的に進めるため

に、８名よりなる総括班、３名の評価者、８

名よりなる計画研究、３４（平成 16 年度）、
３５（平成 17、18 年度）および３６（平成
19、20年度）名からなる公募研究、１名の協
力研究を組織した。 
 研究を効果的に推進するために、毎年１度

班会議と国際的な公開シンポジウムを開催し

た。また、若手研究者の育成を図るために毎

年１度、世界の第一線で活躍する研究者を招

聘して研究法に重点を置いたワークショップ

を開催した。 
 
４．研究成果 
 以下、研究項目毎に成果を示す。括弧内の
数字は５．発表論文[雑誌論文]の番号。 

 A01：生命秩序の膜インターフェイスに
おける信号変換の制御  
 信号変換で重要な役割を果たしているＧタ

ンパク質共役受容体(GPCR)を重点目標の一
つとして取り組んだ。その結果、GPCR 中の
Ｇタンパク質活性化ドメインの決定、GPCR
の２量体形成の証明 (38)、代謝型グルタミン
酸受容体のリガンド結合部位の構造決定 (28)、
アセチルコリン受容体の機能調節領域がフレ

キシブルであることの証明、などの成果を挙

げた。また、アミノ酸配列に基づく分子系統

樹、保存サイト情報と立体構造情報を組み合

わせて GPCR がオリゴマーとして働く際のイ
ンターフェイスを予測するための新規手法を

開発し、一般に公開した。神経系 GPCR のリ
ガンド PACAPの膜結合構造、およびＧ蛋白質
活性化ペプチド（GPCR 第三ループモデル）
の膜結合構造を固体 NMR により決定し、活
性化機構についての知見を得た。受容体の下

流で起こる反応に関しては、GPCR-Gq系が細
胞移動を制御することの証明 (37)、SH3ドメ
インと proline-richドメインとの結合構造 (32)、
および非典型的Ｃキナーゼの構造の解明、接

着蛋白質と足場蛋白質との相互作用の構造的

理解、などで成果を挙げた。ヒト細胞内に持

ち込まれた蛋白質の構造と相互作用を NMR 
 

        
 
図１ ヒト生細胞中の FKBP12のNMRスペクトル 
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で調べる方法を開発し (図１，4)、シグナル伝
達におけるソフトな相互作用を in vivoで研究
する道を開いた。さらに、シグナル伝達の立

場から SUMO化の構造的研究 (36)を行い、脱
ユビキチン化酵素 AMSH-LPと K63結合型ユ
ビキチン二両体複合体の結晶構造を決定し、

K63 結合型ポリユビキチン鎖特異的切断機構
を明らかにした（17）。ジベレリン結合受容体
による作用タンパク質の認識機構の解明は植

物ホルモン研究に大きなインパクトを与えた

（12）。 
 A02：生命秩序の膜インターフェイスに
おける物質移動の制御  
 H+-ATPase F1β サブユニットのアデニンヌ
クレオチド結合による構造変化が溶液単量体

でも F1の結晶構造と同じように起こることを

NMR により見いだし（図２、39）、そのメカ
ニズム（7）を解明し、これが回転の駆動力と
なることを示した。 

 
さらに、巨大な F1複合体そのもので βの NMR
スペクトルを測定・解析することに成功した。

また、回転を制御する ε サブユニットの ATP
結合・非結合構造を決定した（24）。膜中のサ
ブユニットｃリングについては、現在提案さ

れている構造モデルが間違っていることを化

学合成と固体 NMR により明らかにした。さ
らに、ｃ−リングと脂質膜の相互作用もソフト
な相互作用が支配していることを明らかにし

た。これに先立ちイオン輸送回転モーターで

ある Na+駆動 V-ATPase K-ringの結晶構造を初
めて明らかにした（34）。ミトコンドリア膜に
おける蛋白質輸送については、そのキーであ

る Tom20によるプレ配列認識機構を NMRと
Ｘ線結晶解析を組み合わせて明らかにした

（25）。この研究を遂行する中で、ソフトな相
互作用を解析するためのさまざまな方法の開

発を行った。一方、膜蛋白質 Ca2+-ATPase の
Ca2+ポンプにおけるプロトネーションの影響

を分子動力学（MD）シミュレーションにより
明らかにした（33）。 Mg2+トランスポーター

MgtE の構造を決定し（29）、その細胞質ドメ
インのMDシミュレーションによりMg2+に依

存した輸送制御機構を明らかにした（15）。膜
のトランスロコンの生化学的研究を行うとと

もに、SecYEの結晶構造も決定した（16）。ま
た、大腸菌細胞内での蛋白質構造決定法を開

発し、in vivoでの構造解析への道を開いた（5）。 
 A03：生命秩序の膜インターフェイスを
制御するソフトな分子間相互作用の新規

な解析法．  
 NMR 交差飽和法の高度化を進めるととも
に VWA ドメインのコラーゲンへの結合や
CD44 のヒアルロン酸認識等に適用してその
有効性を示すとともに、アミノ酸選択的交差

飽和法およびタンパク質複合体モデル構築ソ

フトの開発に取り組んだ（図３）。 

 
ソフトな相互作用を有するタンパク質では結

晶化の困難性が制限となる。そこで、交差飽

和法をさらに発展させ、受容体・リガンド間

距離情報を抽出することを試みた。その結果、

標的蛋白質の NMR 帰属を行わずとも、標的
蛋白質とリガンド間の残基距離情報を抽出す

ることに成功した（3）。本手法を創薬標的蛋
白質の一つである、ディスコインドメイン受

容体（DDR）とコラーゲンの複合体に適用し、
複合体モデルの作成に成功した（27）。膜蛋白
質の化学合成法では新奇なものを次々に開発

し(18)、領域内外に強力な武器を提供した（9）。
複雑な巨大構造体を解析するためには結晶構

造解析、超遠心、質量分析を併せ用いる方法

を開発した。また、膜タンパク質については

固体 NMR による研究法の開発、分子シミュ
レーション法の開発を行い、バクテリオロド

プシンやアクアポリン等の系に適用して成果

を上げた。 
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