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研究成果の概要（和文）：Sortase Aによる蛋白質ライゲーション反応を用い、翻訳後脂質修飾を受けたH-Ras蛋
白質及び翻訳後修飾の各種中間体の大量産生と精製に成功した。核磁気共鳴法とX線結晶回折法を用いて翻訳後
脂質修飾を受けたH-RasのGTP結合型の高次構造を解析した結果、翻訳後修飾を受けたC末端領域がN末端側の活性
領域と分子内相互作用を形成し、翻訳後修飾で付加されたファルネシル基がアクチベータ領域の近傍に配置され
ることにより、Rasの標的蛋白質c-Raf-1との新しい結合認識部位が形成されることを証明した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in large scale preparation and purification of the 
post-translationally lipid-modified form of H-Ras protein and various intermediates of the 
modification by utilizing the protein-ligation reaction catalyzed by Sortase A. Structural analyses 
of the GTP-bound form of post-translationally-modified H-Ras using nuclear magnetic resonance 
spectroscopy and X-ray crystallography revealed that the modified C terminus established an 
intramolecular interaction with the N-terminal catalytic domain of H-Ras and positioned the 
post-translationally-attached farnesyl moiety at the proximity of the activator region, thereby 
forming a new binding interface for a Ras effector protein, c-Raf-1. 

研究分野： 細胞内情報伝達

キーワード： シグナル伝達　蛋白質　癌　脂質　高分子構造・物性
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図 1 H-Ras と c-Raf-1 のドメイン構造 
CR: conserved region, RBD: Ras-binding domain, 
CRD: cysteine-rich domain 

図 2 Ras の翻訳後脂質修飾 
F: ファルネシル基, P: パルミトイル基 

１．研究開始当初の背景 
低分子量 G 蛋白質 Ras は、不活性型である

GDP 結合型と活性型である GTP 結合型を行
き来することで、細胞内で分子スイッチとし
て機能している。GDP 結合型から GTP 結合
型への変換（活性化）は、グアニンヌクレオ
チド交換因子 (GEF) により促進され、GTP
結合型から GDP 結合型への変換（不活性化）
は内在性 GTP 加水分解活性により、この活性
は、GTP 加水分解促進蛋白質 (GAP) により
促進される。GTP 結合型 Ras は、種々の標的
蛋白質（エフェクター）と結合し、その活性
制御を通じて下流にシグナルを伝達する。標
的蛋白質として、出芽酵母ではアデニル酸シ
クラーゼ、哺乳動物では Raf ファミリー 
(c-Raf-1, B-Raf, A-Raf), PI-3キナーゼやホスホ
リパーゼ C(PLC) 等がある。 

哺乳動物では、3 つのアイソフォーム H-Ras, 
N-Ras, K-Ras があり、これらは N 末端のアミ
ノ酸番号 1-164 の領域で 90%を越えるアミノ
酸配列相同性を有し標的蛋白質、GEF や GAP
を共有している。この領域は、標的蛋白質と
の相互作用に関わる 3 つの小領域を含む（図
1）。Switch I (アミノ酸番号 32-38)と Switch II 
(60-75) は、GDP 結合型と GTP 結合型の変換
の際に大きな構造変換が起こる領域である。
Switch I は、標的蛋白質との第一の結合（後
述）に主要な働きを演じ、Switch II は標的蛋
白質の認識にも一部関与するが、むしろ GEF, 
GAP との結合に関与している。アクチベータ
領域 (23-31, 39-50) は Switch I の周囲に位置
し、変異導入により Raf との結合能力にはあ
まり影響がないが Raf の活性化能力が失われ
る領域であり、標的蛋白質との第二の結合
（後述）に関与する。上記 3 ドメインのアミ
ノ酸配列は、アイソフォーム間で完全に保存
されている。一方、C 末端の約 20 残基に対応
する超可変領域(HVR)はアミノ酸配列相同性
が 10-15% と低く（図 1）、その C 末端部に翻
訳後脂質修飾が起こる。Ras の翻訳後修飾は、
以下の過程を経る（図 2）。(1) 小胞体での C
末端 CAAX 配列（C:システイン、A:脂肪族ア
ミノ酸、X:アミノ酸不特定）の Cys 残基への
ファルネシル基の付加、(2) AAX 配列の除去、
(3) C 末端 Cys のカルボキシメチル化。さらに、
H-Ras, N-RasではCAAX上流のCys残基にパ
ルミトイル化を受ける。その結果、Ras は形
質膜に移送される。この脂質修飾は Ras の細
胞がん化活性に必要不可欠であり、その理由
は一義的に Ras を、標的蛋白質や GEF が存在

する形質膜へ局在させるためと解釈されて
きた。しかし、我々は、出芽酵母アデニル酸
シクラーゼの Ras による活性化が、Ras の脂
質修飾、特にファルネシル化に依存すること、
さらに、哺乳動物 c-Raf-1 と B-Raf において
も Ras の脂質修飾が形質膜移行だけでなく標
的蛋白質の活性化過程に必須であることを
証明し、これを物質論的に説明する Ras の第
二の結合様式を発見した。Ras による Raf の
活性化には、Ras の Switch I/II と Raf の
Ras-binding domain (RBD)（図 1）との GTP 依
存性の第一の結合のみならず、 Raf の
Cysteine-rich domain (CRD)での Ras との第二
の結合も必要である。この第二の結合は、Ras
のファルネシル化に依存性であり、Raf 活性
化における Ras のファルネシル化の重要性の
分子機構を物質論的に説明した。さらに、こ
の第二の結合は、Ras のアクチベータ領域の
変異で失われることから、翻訳後脂質修飾を
受けた Ras のC 末端部分がこのドメインと相
互作用して第二の結合に関与するとの仮説
を提唱したが、従来の Ras 単体及びその標的
蛋白質との複合体の構造科学的研究は、すべ
てC末端部分を欠失した翻訳後修飾を受けて
いない Ras を用いて行われてきており、構造
科学的な証明は得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
翻訳後修飾を受けた Ras の構造科学的研究

が世界的に進展しなかった理由は、その X 線
結晶回折及び NMR による構造解析に必要な
量の産生と精製ができなかったためである。
近年、黄色ブドウ状球菌由来の Sortase を用い
て効率的な蛋白質ライゲーションが可能に
なり、従来産生が困難であった修飾を受けた
蛋白質の大量産生と構造科学的解析が可能
になった。本研究では、この方法を用いて、
翻訳後脂質修飾を受けた H-Ras およびその各
種修飾中間体を、修飾構造を含めて化学的に
合成した Ras の C 末端ペプチドと大腸菌で産
生した N 末端ポリペプチドをライゲーショ
ンすることにより大量産生し精製する。それ
らを用いた X 線結晶解析及び多核多次元
NMR 解析により、翻訳後修飾を受けた H-Ras
の単体及びそれらの c-Raf-1 の機能ドメイン



表 1 合成ペプチドのアミノ酸配列 

a: ファルネシル基, b: カルボキシメチル基 
合成の都合上 Cys181 と Cys184 は Ser に置換した。 

図 2 SDS-PAGE によるラ

イゲーション産物の純度

の確認 

との複合体の高次構造解析を実施する。 
本研究の成果は、Ras の高次構造に係る従

来の考え方を一新させる可能性をもち、得ら
れた構造情報は、Ras 本体や Ras-標的蛋白質
相互作用の阻害剤の分子設計に役立ち、Ras
に対する新規分子標的がん治療薬の開発に
結びつく可能性がある。 
 
３．研究の方法 
1. 種々の翻訳後修飾基をもつ全長 H-Ras 蛋
白質の産生と精製： H-Ras の C 末端領域配
列 NPPDESGPGCMSCKCVLS (アミノ酸番号
172-189)の N 末に Gly (Sortase の認識配列)を
付加した合成ペプチド及び各段階の翻訳後
修飾に対応するペプチドの有機化学合成を
外注し購入した（表 1）。H-Ras の N 末端側
166 アミノ酸 (アミノ酸番号 1-166) の C 末端
側に LPKTG の 5 残基 (Sortase の認識配列)を
付加したポリペプチドをグルタチオン S-転
移酵素(GST)との融合蛋白質として大腸菌大
量発現系により産生し、精製した Sortase を用
いた酵素学的反応にて各合成ペプチドとラ
イゲーションした。以下各ライゲーション産
物を表 1 のペプチド名の肩付きで示す。得ら
れたライゲーション産物を GST アフィニテ
ィー精製した後、SDS-PAGE、HVR を特異的
に認識する H-Ras 抗体 (C20) を用いたウェ
スタンブロッティング、マトリックス支援レ
ーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析
（MALDI-TOF-MS）により、純度及び C 末端
の化学構造を解析した。また本手法では
H-Ras のアミノ酸番号 167-171 の KLRKL が
LPKTG に置換されるため、同一置換変異を
持つ H-RasG12V {G12V(LPKTG)} を作製し
てヒト胎児腎由来 AD293 細胞におけるシグ
ナル伝達活性を検証した。 

2. 構造科学的アプローチによる翻訳後修飾
を受けた Ras の構造変化及び Ras-Raf の第二
の結合の認識機構の解析： 
(1) 翻訳後修飾による H-Ras の高次構造変化
の解析：M9 培地を用いた大腸菌大量発現系
で 15N 標識 H-Ras(1-166-LPKTG)を産生し、こ
れと合成ペプチド（表 1）とを Sortase でライ
ゲーションすることで、全長 H-Ras を得た。
これらの GppNHp 結合型について [15N, 
1H]-Heteronuclear Single Quantum Coherence 
(HSQC) を測定し、HVR もしくは翻訳後修飾
依存性のシグナルの変化を検出することで、
H-Ras(1-166) 領域の局所の化学的環境の変
化を観察した。変化を示した残基を同定する

ために、三次元スペクトルを用いた連鎖帰属
法により 15N/13C標識H-Ras(1-166-LPKTG) の
[15N, 1H]-HSQC シグナル帰属を行い、得られ
た帰属結果に基づいてスペクトルの重ね合
わせによりライゲーション産物のシグナル
を帰属した。 
(2) C 末端合成ペプチドと H-Ras(1-166) の直
接結合の解析：15N 標識 H-Ras(1-166) に合成
ペプチドを加えることで直接結合の有無の
判定及び相互作用に関与するアミノ酸残基
の同定を行った。また、表面プラズモン共鳴
法を用いて同様の相互作用の評価を行った。 
(3) X 線結晶解析による翻訳後脂質修飾を受
けた H-Ras の高次構造決定：蛋白質ライゲー
シ ョ ン 法 で 大 量 に 産 生 し 精 製 し た
H-RasC(Far)OMe の GppNHp 結合型を高濃度 
(~13 mg/ml) に濃縮し、Hampton Research 社
Crystal Screen, Crystal Screen 2 を含む合計約
700 条件下で結晶化を試みた。得られた蛋白
質結晶を用いて SPring-8 のビームライン BL 
38B1 で回折データを回収し、報告されている
GppNHp 結合型 H-Ras(1-166) (PDB entry 
3K8Y) の三次元構造を用いた分子置換法に
より分子モデルを構築した。得られた分子モ
デルを既知の H-Ras(1-166) の立体構造と詳
細に比較することで、C 末端構造が存在する
ことによって誘起される立体構造の違いを
同定した。 
3. c-Raf-1・CRD と翻訳後修飾を受けた H-Ras
の相互作用解析：Sortase を用いたライゲーシ
ョン反応によって得られた翻訳後修飾中間
体を含む全長 H-Ras と GST-c-Raf-1•CRD との
結合をプルダウン法により検証した。さらに
15N 安定同位体標識された翻訳後修飾を受け
た全長H-RasのGppNHp結合型に大腸菌で産
生し精製した c-Raf-1•CRD {c-Raf-1(132-206)}、
c-Raf-1•RBD {c-Raf-1(51-131)} も し く は
c-Raf-1•RBD+CRD {c-Raf-1(50-206)}を加え、
[15N, 1H]-HSQC スペクトルの変化を解析する
ことで c-Raf-1 との相互作用を解析した。 
 
４．研究成果 
1. 種々の翻訳後修飾基をもつ全長 H-Ras 蛋
白質の産生と精製：Sortase を用いたライゲー
シ ョ ン 反 応 条 件 の 最 適 化 の 結 果 、
GST-H-Ras(1-166-LPKTG)：Sortase：合成ペプ
チドをそれぞれ 1:8:10 で混合し、GDP 存在下

で 30℃24時間反
応させることで
最も高収率でラ
イゲーション産
物が得られるこ
とがわかった。
得られたライゲ
ーション産物を
さらに精製し、
SDS-PAGE 上で
90%以上の純度
であることを確
認した（図 2）。



図 3 ライゲーション産物

の C 末端構造の確認。（上）

ウェスタンブロッティング

によるライゲーション反応

の 確 認 。 （ 下 ）

MALDI-TOF-MS による C
末端化学構造の確認。

[M+2H]2+のスペクトルを示

しており、理論値を括弧内

に示す。 

図 4 LPKTG 変異の

生理的活性への影響。  

図 6  合 成 ペ プ チ ド

C(Far)OMe の結合部位。合

成ペプチド添加に伴うシグ

ナル変化を示した残基を赤

色で示す。未帰属等の理由

で解析ができなかった残基

を黒色で示す。 

また C 末端領域
を特異的に認識
する抗体を用い
たウェスタンブ
ロッティングに
よりライゲーシ
ョン反応が起き
ていることを確
認した（図 3上）。
さらに、MALDI- 
TOF-MS におい
て各翻訳後修飾
に伴う分子量差
が観察されたこ
とから、得られ
た産物の C 末端
は全て正しい化
学構造を有して
いることが証明  
された（図 3下）。
また、AD293 細
胞においてアミ
ノ酸番号 167- 
171 の LPKTG へ
の置換が Ras の

生理的活性、Ras の下流蛋白質 MEK のリン
酸化、に影響を及ぼさな
いことが確認された（図
4）。これまで、翻訳後修
飾の各段階を系統的に
制御するための方法が
なかったため、各翻訳後
修飾の生理的な意義は
全く解明されてこなか
った。本研究で構築され
た手法を用いれば、各翻
訳後修飾中間体を高純
度かつ高収率で安定的に産生することが可
能であり、翻訳後修飾に伴う Ras の機能発現
や制御に係る詳細な機構を明らかにするこ
とが可能になると考えられた。 
2. 構造科学的アプローチによる翻訳後修飾
を受けた Ras の構造変化及び Ras-Raf の第二
の結合の認識機構の解析： 
(1) NMR を用いた C 末端領域付加による 
H-Ras の高次構造変化の解析：H-Ras(1-166- 
LPKTG) の[15N, 1H]-HSQC シグナル帰属の結
果、プロリンを除く 163 残基中 136 残基につ
いて帰属が完了した。未帰属の残基は GTP
結合型においてミリ秒オーダーで立体構造
交換している Switch I/II 領域及びその周辺に
位置しており、それらのシグナルは化学交換
に由来する広幅化のため観測されなかった。
H-Ras(1-166-LPKTG) とH-RasCVLSの[15N, 1H]- 
HSQC スペクトルを比較したところ、合成ペ
プチドが付加された領域（Ile163-Gln165）か
らアクチベータ領域（His27, Val44, Val45, 
Glu49）及びそれらの間に位置するシート領
域（Thr2, Lys5, Leu6, Cys51-Leu53）で有意な
シグナル変化が観察された（図 5）。さらに、

H-RasCVLSとH-RasC(Far)OMeの[15N, 1H]-HSQCス
ペクトルを比較した結果、アクチベータ領域
またはその近傍に位置する Phe28、Asp54、
Ile55 及び Switch II 中の2 ヘリックスとそれ
に隣接する 3 ヘリックスに位置する
Ala66-Arg68、Thr74、Gly75、Lys104 由来のシ
グナルが翻訳後修飾依存的に変化していた
（図 5）。これらの結果は、変化が観察された
残基に C 末端領域が結合する、もしくはそれ      

らの残基で立   
体構造変化が
誘起されてい
ることを示唆
していた。ま
た、上記の分
子表面上に位
置する残基に
加え、Val8、
Gly77-Leu79 、

Val81 などの
分子内部で疎
水性コアを形
成している残
基も有意なシ
グナル変化を
示した（図 5）。
以上の結果を
受けて以下の

(2) (3)の実験を実施した。 
(2) H-RasのC末端合成ペプチドとH-Rasの直
接結合の解析：C 末端領域と H-Ras(1-166) 領
域との相互作用の有無を検証するため、NMR
を用いて C 末端合成ペプチド C(Far)OMe と
15N 標識 H-Ras(1-166) との直接結合の評価を
行った。その結果、C 末端合成ペプチド
C(Far)OMe の添加に伴い、アクチベータ領域
に位置するTyr40並びに2ヘリックスのアク
チベータ領域側に位置する Ala66、Gln70、
Thr74 の有意なシグナル変化が見られた（図
6）。このことは C 末端合成ペプチドが

H-Ras(1-166) の2
ヘリックスからア
クチベータ領域に
かけた範囲に結合
していることを示
唆している。さら
に、表面プラズモ
ン共鳴法において
も H-Ras(1-166)と
C 末端合成ペプチ
ドとの相互作用が
観察された（図 7）。
興味深いことに、
翻訳後修飾構造を
持つペプチドの方
が未修飾のペプチ
ドよりも高い親和
性を示した。この

ことから、翻訳後修飾部位は C 末端領域と
H-Ras(1-166)との結合の安定化に寄与するこ

図 5 HVR 並びに翻訳後修

飾依存的に化学的環境が変

化した領域。有意なシグナ

ル変化が観察された残基を

それぞれ赤色、Sphere で示

す。未帰属等の理由で解析

ができなかった残基を黒色

で示す。 



図 7 表面プラズモン共鳴法で

観察されたH-Ras(1-166) と合成

ペプチド CVLS（灰色）並びに

C(Far)OMe（黒）との結合。各

実験時の合成ペプチド濃度を各

センサーグラムに付している。 

図 8 全長 H-Ras と c-Raf-1 と

の第一の結合及び第二の結合

の模式図 

図 9 H-RasC(Far)OMe（灰色）

と既知の H-Ras(1-166)（緑）

との立体構造上の違い。

（上）立体構造の重ね合わ

せ（下）重ね合わせにおけ

る各構造間の C原子間距

離。2 ヘリックスと 3 ヘ

リックスを黄色でハイライ

トしている。 

図 10 ファルネシル基

依存的な GST-c-Raf-1• 
CRD との相互作用。 

とが示唆された。
以上の結果と研
究成果 2-(1)から、
全長 H-Ras にお
いて C 末端領域
はシートを中
心とした領域を
介 し て
H-Ras(1-166) 領
域と分子内相互
作用しているこ
とが明らかにな
った。また翻訳
後修飾依存的な
シグナル変化が
アクチベータ領
域近傍で見られ
ることから（図
5）、この分子内
相互作用は一次
配列上遠位の翻
訳後修飾構造を
アクチベータ領
域の近傍に配置
することで、第
二の結合に有利な立体構造を形成している
と考えられた（図 8）。 
(3) X 線結晶解析による翻訳後脂質修飾を受
けた H-Ras の高次構造決定：研究成果 2-(1)
ではC末端領域の主な相互作用部位の他に疎
水性コアを形成している残基のシグナル変
化が観察されている。これらの残基は蛋白質
内部に位置しているためC末端領域と相互作
用することはできず、それら自身もしくは周
辺領域の立体構造が変化している可能性が
考えられた。そこで H-RasC(Far)OMe単体の X 線
結晶構造解析を行った。その結果、上述の疎
水性コア領域に近接した Switch II 中の2 ヘ
リックス及び3 ヘリックスの C 末端側が、
GppNHp 結合型 H-Ras(1-166) とは異なる立
体構造を有していることが明らかになった
（図 9）。これらの領域は標的分子との複合体
形成や GTP 加水分解等の生理的活性発現に
関わることが示されている。そのため、これ
までの生化学・物理化学実験ではその取扱い
の容易さから主に H-Ras(1-166)が用いられて
きたが、Ras の活性パラメータを正確に得る
ためには今後翻訳後修飾された全長 H-Ras を
用いる必要がある可能性が示唆された。この
問題提起に取り組む上で、本研究成果は 1 つ
の有効な手段となると考えられた。また得ら
れた結晶構造中ではC末端領域の電子密度が
観察されなかった。このことは C 末端領域が
結晶構造中で複数の構造を有していること
を示唆している。実際に、NMR 及び表面プ
ラズモン共鳴法の二つの結合実験 {研究成
果 2-(2)}において、C 末端領域と H-Ras(1-166)
との親和性が非常に弱いことが示唆されて
いる。このことから、分子内相互作用によっ
て形成される第二の結合に有利な立体構造

は一過的に形成さ
れると考えられた。 
3. c-Raf-1•CRD と
翻訳後修飾を受け
た H-Ras の相互作
用解析：本研究で
得られた翻訳後修
飾型 H-Ras による
c-Raf-1 の認識機構
を解明するため、
まず翻訳後修飾中
間体を含む全長
H-Ras と GST-c-Raf 
-1• CRD との結合
をプルダウン法に
より検証した。そ
の結果、翻訳後修
飾 依 存 的 な

GST-c-Raf-1•CRD
の結合が観察され
た（図 10）。また各
翻訳後修飾中間体
間での結合活性に
有意な差は観察さ

れなかった。このこ
とから、c-Raf-1•CRD
の認識は翻訳後修飾
の第一段階で付加さ
れるファルネシル基
によって主に担われ
ていると考えられた。
次に、c-Raf-1•CRD を
15N 標識 H-RasC(Far)OMe

に添加して [15N, 1H]- 
HSQC スペクトルの
変化を観察したとこ
ろ、予想に反して
H-Ras(1-166) 領域の

有意なシグナル変化は観察されなかった。一
方、c-Raf-1•RBD+ CRD を添加した際にはア
クチベータ領域に位置する残基の顕著なシ
グナル変化が観察された。そこで、c-Raf-1• 
RBD－H-RasC(Far)OMe 複合体に対して同様に
c-Raf-1•CRD の結合実験を実施した。その結
果、アクチベータ領域上の残基で翻訳後修飾
依存的なわずかなシグナル変化が観察され
た。定量的な解析のためには実験条件をさら
に最適化する必要があるものの、これらの結
果は、第二の結合には翻訳後修飾に加え
c-Raf-1•RBD 結合によるアクチベータ領域の
立体構造変化を要する可能性を提示するも
のである。この仮説を立証するために、第二
の結合が喪失するアクチベータ領域変異体
H-RasN26G や V45E を用いた同様の結合実験、
及び H-RasC(Far)OMeと c-Raf-1•RBD+CRD との
複合体の結晶構造解析が今後の研究課題と
して挙げられる。さらに将来的な展望として、
PLCなど他の標的蛋白質群との相互作用を
本研究で示された第二の結合に係る概念に
基づいて解析することで、これまで未知の



Ras の標的蛋白質認識機構の存在が見つかる
可能性がある。 
本研究成果の 1, 2 については、FEBS Letters 

誌に論文投稿し(Ke, H.ら、Structural basis for 
intramolecular interaction of post-translationally 
modified H-Ras•GTP prepared by protein 
ligation)、採択に向け revise 版を送付中である。  
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