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研究成果の概要： 
本研究では生体機能の発現に重要かつ創薬開発における標的タンパク質である膜タンパク質を

研究対象とし、その機能解明を行うことが可能な核磁気共鳴法の測定法開発を行い、複数 
の系において機能解明を行った。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2003年度 8,500,000 0 8,500,000 

2004年度 17,000,000 0 17,000,000 

2005年度 16,500,000 0 16,500,000 

2006年度 66,000,000 0 66,000,000 

2007年度 17,000,000 0 17,000,000 

  2008年度 17,000,000 0 17,000,000 

総 計 142,000,000 0 142,000,000 

 
 
研究分野：構造生物学 
科研費の分科・細目：薬学・物理系薬学 
キーワード：膜タンパク質、相互作用、核磁気共鳴法 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞外からの刺激は、細胞膜に存在する受容
体およびチャネルなどの膜蛋白質で受けと
められる。その結果、これらの膜蛋白質は、
高分子量の蛋白質複合体を形成し、その後、
シグナル伝達経路を活性化する、または、細
胞膜において電気的あるいは化学的な反応
を起こす。すなわち、細胞膜は細胞と外部を
結ぶインターフェイスとして機能している。
したがって、膜中における蛋白質の機能発現
機構や膜蛋白質が行うリガンド相互作用、イ
オンの透過機構を解明することは、生命現象
を理解する上で不可欠である。 
核磁気共鳴法（ＮＭＲ）は生理的条件下にお

ける蛋白質の構造解析・相互作用解析に対し
て強力な解析法である。溶液ＮＭＲによる蛋
白質の立体構造解析は、ＴＲＯＳＹ法など新
規測定法の開発により、適応可能な分子量の
上限が拡張し、分子量3万程度の蛋白質およ
び複合体の解析が可能になった。しかしなが
ら、細胞膜系蛋白質に対するＮＭＲ研究は、
細胞内球状蛋白質で見られる進展と比較し
て十分なものとはいえないのが当時の現状
であった。 
 
２．研究の目的 
上記の現状を考慮して、本研究では、我々が
開発した蛋白質相互作用解析法である「交差
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飽和法」を用いて、膜結合性蛋白質やイオン
チャネルを研究対象とし、細胞膜における蛋
白質相互作用解明に対して有効なＮＭＲ解
析法の開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
NMR 解析法の開発では、安定同位体標識法
を工夫することで測定法の高感度化を行い、
また、精密なタンパク質間相互作用様式を解
明するため、交差飽和法をベースとした残基
間の距離情報獲得を行った。 
 
４．研究成果 
(1) メチル基シグナルを活用した高感度測定
法 
交差飽和(Cross-saturation experiment)法は，
高分子量蛋白質複合体（Mw > 50K）の相互
作用界面に存在するアミノ酸残基を，従来法
（化学シフト摂動法やH-D交換法など）に比
較し高精度に決定する方法として開発され
た．さらに，より高分子量の蛋白質複合体
（Mw > 150K）に対し適用するために，交換
系を利用した転移交差飽和 (Transferred 
Cross-saturation)法へと拡張されている．本
法は高分子量蛋白質複合体におけるスピン
拡散を抑制するために，リガンド蛋白質を高
度に重水素化することがポイントとなる．そ
のためには，蛋白質の完全重水素化のみなら
ず，溶媒の軽水／重水比を小さくすることが
有効であることが明らかとなっている．しか
しながら，これはアミドプロトン検出におけ
る，測定感度の低下を引き起こすことにもな
る．また，高い重水率の溶媒条件ではアミド
プロトンの T1 がより長くなり，繰り返し遅
延時間を長くとる必要が出てくることから，
測定時間は長くなる傾向がある． 
一方，一般に蛋白質複合体においてその相互
作用に直接寄与するのは，側鎖原子であるこ
とが多い．この場合，主鎖アミドプロトンは
相互作用の界面からはやや離れた（4~7Å）
距離に存在することになる．このため，アミ
ドプロトン検出による交差飽和法の場合，標
的蛋白質からの飽和移動の効率はそれほど
高いとはいえない． 
本研究では，側鎖メチルプロトンを利用する
ことで，交差飽和法におけるこれらの問題点
を克服することを試みた．メチルシグナルは
プロトン 3個分のシグナル強度を有するうえ，
その速い回転運動のため先鋭化しており，高
分子量蛋白質の場合でもスペクトルにおけ
る分離は比較的良いことが知られている．そ
こで、側鎖メチルプロトンを利用した交差飽
和法の有効性について検証した． 
試料としては，リガンド蛋白質：プロテイン
A の B ドメイン（FB）と標的蛋白質：マウ
スモノクローナル抗体の相互作用系を用い
た．メチルプロトンのみを残し，他の部位を

重水素化した FBを調製するために，Kayの
グループにより提案されている方法を利用
した． 250ミリ秒の照射時間を用いた交差飽
和実験を行ったところ相互作用界面に存在
するメチルプロトンに交差飽和による顕著
な強度減少が見られた。さらに，メチルプロ
トンの T1は平均して 400ミリ秒程度である
ことから，短い繰り返し時間で測定を行える
こともあり，アミドプロトン検出（90%重水
条件）の場合に比べ，圧倒的に検出感度は高
い． 
 
(2) 複合体モデル作成を目指した残基間距離
情報取得のためのNMR測定法の開発 
タンパク質の分子認識機構を立体構造の見
地から解明することにより、生体内の多様な
システムである細胞認識や免疫機構、シグナ
ル伝達などの重要な知見を得ることができ
る。タンパク質の結合界面を決定する NMR
手法として、化学シフト摂動法やH-D交換法
などが用いられるが、当研究室ではこれらの
手法よりも正確な結合界面決定法として、交
差飽和法(CS法)の開発を行っている。CS法
は目的分子(アクセプター)に結合している標
的分子を交差飽和源(ドナー)とし、空間的に
近接するアクセプター上の結合部位へと磁
化飽和の移動を行う手法である。CS 法によ
り、アクセプター上の結合界面を明らかとす
ることが可能であるが、ドナー全体を交差飽
和源とするため、ドナー上のアクセプター結
合部位に関する情報は得られない。そこで、
より詳細な相互作用様式を明らかとするた
めに、両分子間の結合残基対の決定を可能と
する測定法の開発を行った。すなわち、ドナ
ーに対して特定のアミノ酸以外を 2Hとする
アミノ酸選択的 1Hラベルを行い、交差飽和
源を 1種類のアミノ酸に限定したアミノ酸選
択的 CS法を考案した。本手法により、ドナ
ー上においてアクセプターへ近接するアミ
ノ酸残基に関する情報が得られ、近接残基対
の同定が可能となる。 
 本手法を検証する相互作用系として、76
アミノ酸残基である yeast ubiquitin(Ub)と、
その加水分解酵素であり、234アミノ酸残基
である yeast ubiquitin hydrolase C90S変異
体(YUH1)を選択した。両者の解離定数は
43nMであり、複合体の結晶構造は報告され
ている(PDB code : 1CMX)。Ubをアクセプ
ターに、YUH1をドナーとして本手法に適用
した。 
選択標識可能な 7種類のアミノ酸についてア
ミノ酸選択的 CS実験を行ったところ、結晶
構造において、YUH1のアミノ酸から 5Å以
内に存在する Ubのアミノ酸に、交差飽和が
観測された。 次に、交差飽和を受けた Ub
残基のジオメトリーと一致する、YUH1上で
交差飽和源となったアミノ酸残基の組み合



わせの検索により、交差飽和源の同定が可能
であるかの検証を行った。 
まず、交差飽和源の種類と数を反映させて
YUH1から任意に延べ7残基を組み合わせた。
これを最小二乗法により、交差飽和を受けた
残基群と空間的に重ね合わせた。そして、対
応する残基間の平均 RMSD をジオメトリー
の一致度の指標とした。最小の RMSD を示
す組み合わせにおいて、各 YUH1残基と、そ
れぞれにジオメトリーが近接する Ub残基を
7 個の近接残基対とした結果、両者は実際に
結晶構造中において 5Å以内に近接していた。
よって、本手法によりタンパク質複合体の近
接残基対の決定が可能であることが示され
た。 
 
(3) 細胞間接着因子の認識機構の解明 
細胞接着分子 CD44 は、細胞外マトリック
ス の 主 成 分 で あ る ヒ ア ル ロ ン 酸 
(Hyaluronic acid; HA) と相互作用すること
により、細胞接着、細胞遊走に関与する膜タ
ンパク質である。CD44 は、細胞外領域の N 
末端に HA との結合を担う HA 結合ドメ
イン (HA-binding domain; HABD) を有す
る。CD44 HABD は、158 アミノ酸残基か
らなる構造ドメインであり、リンクモジュー
ルと呼ばれる HA 結合性相同領域とその両
端の付加配列より構成されている。CD44 に
おいては、リンクモジュールに加えて両端の
付加配列も HA 結合活性に必要であること
が報告されている。HA は細胞外マトリック
スの主成分であり、グルクロン酸と N -アセ
チルグルコサミンの繰り返し構造を持つグ
リコサミノグリカンである。近年、CD44 に 
HA が結合すると、MMP や ADAM 等のメ
タロプロテアーゼによる CD44 細胞外領域
の cleavage が促進され、さらに、細胞外領
域の cleavage が細胞内のシグナル伝達経路
の活性化や細胞の遊走を亢進することが明
らかになりつつある。CD44 のリガンド認識
およびシグナル伝達のメカニズムに関する
基礎的な知見は、CD44 を標的とした創薬を
促すことが期待されるが、両者とも得られた
知見は限られている。そこで、CD44 の HA 
認識機構の解明および  HA との結合が 
CD44 のプロテアーゼによる切断を促進す
る機構の解明を目的として、NMR を用いた
構造生物学的研究を行った。 
 A.  CD44 HABD の ３次構造の解明 
 まず、13C、15N により安定同位体標識を
施した CD44 HABD 試料を調製して、定法
に従い、構造計算を行った。その結果、CD44 
はリンクモジュールに付加配列領域内の 3 
本の ストランドが付加した新規のフォ
ールドを形成することが明らかとなった。 
 B.  交差飽和実験と化学シフト摂動実験に
よる CD44-HA 間相互作用様式の解析 

 CD44 HABD の HA 結合界面を同定する
ため交差飽和実験を行った。その結果、HA
との界面残基は分子片側の面に分布し、リン
クモジュール領域に加えて付加配列領域の 
L24、N25、N149、D151、G152 も HA と
コンタクトすることが明らかとなった。また、
C 末端付加配列領域は HA 非存在下と異な
り、disordered form をとることが明らかに
なった。 
C.  HA 結合に伴う構造変化による CD44 

HABD のプロテアーゼ切断効率の増大 
 HA非存在下、存在下で CD44 HABDのト
リプシンによる限定分解実験を行った。
MALDI-TOF/MS により切断産物の解析を
行なった結果、切断効率を比較すると、リガ
ンド非結合時に比べて HA 結合時の方が高
い結果が得られた以上の結果から、CD44 
HABD は HA 結合に伴い C 末端付加配列
領域の運動性が増加して、トリプシンによる
切断効率が上昇すると結論した。以上の切断
促進機構は、MMP や ADAM 等 CD44 の
切断を担うメタロプロテアーゼについても
用いられている可能性が考えられた。 
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