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研究成果の概要（和文）：蛋白質の翻訳後修飾は，細胞内シグナル伝達や細胞機能の制御において重要な役割を果たし
ている．本研究では，まず，炎症反応にかかわるシグナル伝達因子cGAMPの産生酵素cGASの構造解析を行い，そのDNA結
合特異的な活性化の構造的メカニズムを解明した．また，われわれはNF-κB経路におけるシグナル伝達の制御にかかわ
る因子A20の亜鉛フィンガーモチーフと直鎖状ユビキチンとの複合体の構造を解明し，その制御メカニズムを明らかに
した．そして，TBF-βシグナル経路にかかわるdnHLH蛋白質HHMの結晶構造解析を行い，その自己阻害型構造を明らかに
した．

研究成果の概要（英文）：Post-translational modifications play critical roles in the regulation of signal 
transduction and cellular functions. Structural biology methods, including X-ray crystallography, are 
powerful tools for dissecting the molecular interaction mechanisms between the factors involved in these 
signaling pathways. Therefore, synergetic approaches by structural, molecular and cellular biology are 
important to understand both the mechanisms of signal transduction by post-translational modifications 
and their pathogenic dysregulation. Our results of the structural analyses of cGAS, A20-ZF7-linear 
ubiquitine complex, and HHM highlight the importance of synergetic approaches by collaborations between 
different biological fields.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内シグナル伝達ネットワークは，蛋白質
のさまざまな翻訳後修飾によって制御され
ている．そして近年の研究により，これら
様々な翻訳後修飾は，癌，心血管疾患，神経
変性疾患，自己免疫疾患から感染症に至るま
での，多くの病因・病態に関与していること
が分かってきた．特に，これらのシグナル伝
達ネットワークを理解するためには，その構
築基盤となっている因子の相互作用を立体
構造情報に基づいて解明することが必須で
あった．申請者らは，シグナル伝達に関わる
蛋白質を含め生体高分子の構造解析を精力
的に行ってきたが，翻訳後修飾によるシグナ
ル伝達に関する新たな知見は年々蓄積され
ており，更なる構造的知見が必要とされてい
た． 
 
２．研究の目的 
本研究では上記に示した分野の中から，特に
重要であると考えられるターゲット，転写抑
制因子 HHM (human homologue of murine 
maternal Id-like molecule)，脱ユビキチン
化酵素 A20，環状 GMP-AMP 合成酵素 cGAS，DncV
の構造解析を実施する．さらにそれらに関わ
る因子との複合体の構造解析を実施する．特
に，A20，cGAS に関しては計画班間との共同
研究により遂行する．一方，他計画・公募班
で新規に同定された因子に関しても構造解
析を行うことで，計画・公募班研究者と緊密
な連携をはかり領域全体の推進に貢献する。
最終的に，「構造生物学分野から分子生物学
分野へのアプローチ」として，解明した構造
情報を A01 班研究者による細胞生物学的実
験へとフィードバックし，構造・機能の両面
から翻訳後修飾による細胞情報ネットワー
クの解明にアプローチする．本計画により得
られる高次構造情報は，相互作用ネットワー
クと生体の高次機能や疾患との関連をより
明確にし，疾患の治療等への応用に結びつく
と期待される． 
 
３．研究の方法 
各々の構造解析ターゲットについて，大腸
菌・昆虫細胞・HEK293 細胞の発現系を中心
に，発現条件とコンストラクトの最適化を試
みた．最適化は，ディスオーダー予測やプロ
テアーゼによる限定分解に基づいて行った．
精製には His タグだけでなくエピトープタ
グと抗体カラムを用いた系等も試みた．さら
に，得られた構造解析ターゲット蛋白質を用
いて，他のシグナル伝達因子との相互作用を
検討した．例えば A20 は直鎖ユビキチンと相
互作用するが，どの程度の鎖長のユビキチン
と安定な複合体を作るか探索を行った．ゲル
濾過クロマトグラフィー，動的光散乱等の手
法を用いて，安定な複合体を形成する条件を
検討し，調製系を確立した．In vitro での複
合体形成が困難な場合は共発現系も試みた． 
そして，高純度のサンプルを調製し，結晶化

スクリーニングを行い，最終的には構造解析
に十分な品質の結晶を得ることに成功した．
そしてセレノメチオニン置換体結晶を調製
し，多波長異常分散法にて構造決定をおこな
った．さらに，各ターゲットについて得られ
た構造からシグナル伝達メカニズムの原子
レベルの仮説を構築した．そして，構造情報
に基づき変異体をデザインし，作業仮説を細
胞レベルでの機能解析により実証した． 
 
４．研究成果 
転写抑制因子 HHM の構造機能解析 
転写抑制因子 HHM の結晶構造を解明した（図
１）．構造に基づいた生化学的・物理化学的
解析を行った結果，HHM は溶液中で，自己阻
害型の V字型構造と，他の転写因子と相互作
用することが可能な，ほどけた活性型との平
衡状態であることを解明した（図２）．結晶
構造に基づいてV字型構造を壊すような変異
体をデザインし，細胞内で機能解析を行った
ところ，変異体は筋細胞の分化を著しく促進
することが判明した．以上から，今回明らか
になった HHM単独の構造は HHMと転写因子の
非特異的な会合を防ぐ自己阻害状態であり，
本来の基質が存在するときのみHLH領域が露
出して活性型となるというモデルを提唱し
た(研究業績 18)． 

 
A20/直鎖型ユビキチン複合体の構造機能解
析 
生化学的な解析，および，細胞生物学的な解
析により，脱ユビキチン化酵素 A20 が C末端
の zinc finger 7（ZF7）を介して直鎖状ポリ
ユビキチンに結合することで NF-κB 活性化
を抑制することを明らかにした．A20 ZF7-直
鎖状ユビキチン複合体のX線結晶構造を決定
し，その直鎖状ジユビキチン認識機構を明ら
かにした（図 3）．構造情報に基づいて機能解
析を行い，A20 が ZF7 を介して直鎖状ポリユ
ビキチンと結合しTNF受容体へと集積するこ
とで NF-κB 経路を制御するという新たな分
子機構を明らかにした．さらに，本研究の結

図１．HHM の結晶構造 

図２．HHM の自己阻害型と活性型の平衡状態 



果から，A20 ZF7 と直鎖状ポリユビキチンと
のあいだの結合の不全はB細胞リンパ腫惹起
と関連することが示された(研究業績 25)． 
 

 
cGAS/DncV の構造機能解析 
cGASはウイルス由来のDNAを認識することで
活性化し，ATP と GTP から cyclic GMP-AMP を
産生する酵素である．cyclic GMP-AMP は
STING に結合し，下流へとシグナルを伝える
ことで I 型インターフェロンの産生を促す．
このように cGAS はウイルス感染の初期に応
答して，宿主の免疫系を活性化する重要な酵
素であるにも関わらず，どのように cGAS が
ウイルスDNAを認識しているかについては不
明であった．そこで本研究ではＸ線結晶構造
解析の手法を用いて cGAS の立体構造を決定
し，cGAS による DNA 認識機構を原子分解能レ
ベルで解明した(図４)．さらに，解明した構
造に基づいた生化学的，細胞生物学的解析を
行うことで，cGAS はジンクフィンガー，およ
び，正電荷の溝を介してウイルス DNA を認識
し，cyclic GMP-AMP を産生することで免疫を
活性化することが明らかとなった(研究業績
12)．他に病原菌が有する cyclic GMP-AMP 産
生酵素 DncV の立体構造解析も行い(図４)，
ヒト cGAS との構造比較を行うことで，DncV
と cGAS の基質・産物特性のメカニズムを解
明した(研究業績 1)． 
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