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研究成果の概要（和文）：X線結晶構造解析と電子顕微鏡構造解析に加えて、両者を組み合わせ

た方法を開発して、結晶化困難な生体超分子も含めてそれらの原子分解能での構造決定に取り

組んだ。また，X 線結晶構造解析による高分解能解析に加えて、理論計算による実験的に追跡

できない解析法を開発した。広範な生物科学研究者と構造研究者とが密接な連携協力して、こ

れらの最先端の手法を活用し、生体超分子による高度な働きの仕組みの解明を行った。多くの

成果を得て超分子構造生物学の発展に寄与できた。 

 

研究成果の概要（英文）： We have developed X-ray crystallographic method, electron 

microscopic method, and their combined method to determine structures of biological 

macromolecular assemblies including non-crystalline substances. Theoretical method to 

predict structural intermediate was developed to understand reaction mechanism. Applying 

these methods, biochemists have successfully elucidated regulation mechanisms of 

biological macromolecular assemblies. 
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１．研究開始当初の背景 細胞内に有る蛋白質、
核酸等の複合体である生体超分子の大きなもの
は、その分子量が１億 Da をこえるものも有る。超
分子の多くは生命の営みの鍵となる役割を果た
している。これらの生体超分子の立体構造を原
子分解能で明らかにする方法には X 線結晶構

造解析と電子顕微鏡構造解析がある。 
 我が国ではウイルスや膜タンパク質複合体の
X線結晶構造解析及びべん毛の X線及び電子
線構造解析の先進的な研究がある。そこで、こ
れらの研究手法をさらに発展させて、非結晶性、
結晶性を問わず、いかなる大きさの生体超分子
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の構造を決定する新しい構造解析法を開発す
ることが求められていた。 
２．研究の目的 非結晶性、結晶性を問わず、
いかなる大きさの生体超分子を原子分解能で捉
えて、そこで営まれる化学を原子レベルで明ら
かにすることによって、生命の仕組みを解き明か
すことを目指す。 
 分子量が１億Daをこえる生体超分子の立体構
造を原子分解能で明らかにする方法を開発する
のが第１の目的である。これまでにない複雑な
構造を決めた後、その構造を詳細に検討するこ
とによって生体超分子それぞれの構造形成、離
合集散する蛋白質のネットワーク構築の仕組み
を明らかにするのが第２の目的である。巨大な
生体超分子においてもそれぞれの立体構造は、
原子レベルの正確さの再現性を保持して組み
立てられている。この正確な立体構造故に可能
になる精密に制御された化学過程を明らかにし、
高度に制御された生命機能の原子機構を解明
するのが第３の目的である。 
３．研究の方法 分子量が１億 Da をこえる生
体超分子の立体構造を原子分解能で明らか
にする方法を開発するために、X 線結晶構造
解析と電子顕微鏡を組み合わせた方法を主
軸にして方法を開発する。 
 複雑な構造を詳細に検討することによっ
て生体超分子それぞれの構造形成、離合集散
する蛋白質のネットワーク構築の仕組みを
明らかにするためには、弱く結合して複合体
を構成する超分子の結晶化に取り組む。 
 正確な立体構造に基づいた理論計算によ
って精密に制御された化学過程を明らかに
し、高度に制御された生命機能の原子機構を
解明する。 
４．研究成果 3 研究項目を設定して実施し
た。研究は極めて順調に進んでおり、超分子
構造生物学の発展に大きく寄与している。以
下、個々の項目毎に述べる。 
（１）研究項目 A01 X 線及び電子線による
超分子の構造解析法の研究 
①Ｘ線結晶構造解析技術開発 
 球状ウイルスの正２０面体対称性を利用
した ab initio 構造解析法を開発した． 
SPring-8 の生体超分子構造解析ビームライ
ン BL44XU の高精度化をはかり回折強度デー
タの質の向上を達成した．その結果チトクロ
ム酸化酵素の完全酸化型結晶中の活性中心
の構造を確定した．ギャップ結合チャネル及
び Exportin-5:RanGTP:pre-miRNA複合体の構
造決定に成功した。１千万 Da を超える巨大
なボルトの構造決定に成功した。 
② 電子顕微鏡解析のハイスループット高
分解能化を目指す技術開発 
 エネルギー分光型極低温電子顕微鏡を改
良して、細菌べん毛ポリロッド、ポリフック
の構造を 7Å分解能で解析した。またいずれ
の構造もサブユニット構造と合わせること

によって超分子全体の原子モデルの構造を
構築できた。 
 細菌のべん毛フックの構造を低温電子顕
微鏡像の画像解析法による低分解能立体像
と、サブユニット蛋白質のＸ線構造を組み合
わせ、擬似原子モデルを構築することに成功
した。この原子モデルをもとにした分子動力
学シミュレーションにより、ユニバーサルジ
ョイント機能を解明した。 
③Ｘ線構造解析と電子顕微鏡解析の相補的
連携を目指す研究 
べん毛基部体の電子顕微鏡像解析ととも

に、各構成蛋白質のＸ線結晶構造解析を進め
た。疑似原子分解能の構造モデルを構築した。 
④単粒子解析法の開発 
 単粒子構造解析における画像データ解析過
程で最も困難な画像からの三次元再構成プログ
ラムの開発に成功した。 
⑤電子線トモグラフィーの高分解能化 
 Rice Gall Drarf Virus (RDGV)由来の微小管を
構成するチューブリンの可視化に成功した。 
⑥分子シミュレーション法 
 大規模シミュレーションを用いた生体超分子の
機能メカニズムの研究によって、細菌べん毛の
繊維を構成する蛋白質Flagellin アンフォールデ
ィングと輸送後に繊維末端に会合するメカニズ
ムを明らかにした。 
（２）研究項目 A02 鞭毛、ウイルスの構造形成
と感染機構の研究 
①ウイルスの構造形成機構および感染機構 
 イネ萎縮ウイルスの１２種のタンパク質のそれ
ぞれに役割を明らかにして、感染、増殖、構造
形成機構の全容を解明した。 
②べん毛の構造形成機構と運動機構 
 べん毛蛋白質輸送装置の構造解析を行い輸
送機構を明らかにした。極低温電子顕微鏡像解
析によるべん毛立体像解析の高分解能化とこれ
らの構成分子の構造によって、べん毛全体の高
精度擬似原子モデル構築した。 
（３）研究項目 A03 蛋白質複合体における高
度な機能制御機構の研究 
①チトクロム酸化酵素 
 酸化型及び還元型酵素のそれぞれ 1.8Å, 1.9
Å分解能の構造と Hela 細胞を用いた発現系に
よる変異体の機能解析によって、従来から唱え
ている Hパス説を実証した。 
②光エネルギー変換系 
 光合成の初発過程を担う光化学系II膜蛋白質
複合体（PSII）のマンガンクラスターの近傍に２つ
の塩素結合部位を見出した。 
③Exocyst 複合体 
 開口放出で働く繁留因子である exocyst 複合
体を構成するSec3の N末ドメインと Rho1 との複
合体の構造を 2.6Å 分解能で決定した。 
④植物ホルモン受容体の動的複合体形成機構 
 Arabidopsis の GID1a と生理活性型ジベレリン、
DELLAタンパク質の代表の一つであるGAI との



三者複合体の結晶構造解析に成功した。 
⑤転写、翻訳複合体 
 tRNAのアンチコドン一文字目のウリジン（U34）
は，一般に 2 位がチオ化されている．オウリジル
化酵素MnmAと tRNA との複合体の結晶構造を
決定し，チオ化機構を明らかにした。 
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