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研究成果の概要（和文）：セントラルドグマを基盤として、遺伝子発現や蛋白質立体構造、低分

子代謝物を解析するオーム研究が進行している。生体はこれらの複雑なネットワークを巧妙に

制御し、恒常性維持を達成しているが、我々は未だにその分子機構を理解できずにいる。我々

は立体構造解析技術を駆使して、「生体恒常性維持の分子機構」という古典的テーマに取り組み、

核内受容体を代表とする転写因子による「生体内代謝産物をモニターする転写制御機構の構造

基盤」を解明した。 

 

研究成果の概要（英文）：Various “-ome” researches are currently ongoing. Although we acknowledge 

that these data are enormous collections for elementary pieces of biological phenomena, it remains 

unclear how biological system connects these pieces each other at the molecular level. In our research 

project, we focused on the apparently classical theme, “functional coupling between transcription and 

cellular metabolism”. From this point of view, we have focused on nuclear receptors, and revealed the 

structural basis for how transcription factors monitors cellular metabolites and regulates homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 

 生命情報に関する研究は、セントラルドグ
マに対応して、ゲノム、トランスクリプトー
ム、プロテオーム研究という方向で進んでき
た。これらのデータベースが整備される一方
で、現在、生命情報の相互関係を解明するゲ
ノムネットワーク研究や、蛋白質立体構造を
網羅的に解明する構造ゲノム研究、更に生体
内の低分子化合物を網羅的に研究するメタ

ボローム研究が進行している。これらの国家
的なプロジェクトを俯瞰すると、集積されつ
つある膨大な量のデータから生命活動の基
本原理を導き出す研究、あるいは逆に基本原
理に従い、これらの膨大なデータを整理する
研究がますます重要になると考える。生体は、
これらの複雑な要素およびネットワークを
巧妙に制御し、恒常性維持を達成しているが、
我々は未だにその分子機構を理解できず、た
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だその複雑かつ巧妙な機構を前にして研究
方針を模索しているのが現状である。 

 

２．研究の目的 

  タンパク質の機能－構造相関に関する研
究は、遺伝子配列情報、タンパク質立体構造
情報の集積を基にして、遺伝子構造、アミノ
酸配列特性、立体構造特性、そして各々の立
体構造が担う機能を分類整理する過程を経
て礎が築かれてきた。一方、メタボローム解
析により、細胞内部で個々の生体分子がどの
ように修飾され機能性代謝産物に変換され
るかという道筋が、明らかにされつつある。
メタボローム解析の順調な進展は、集積され
つつある膨大な代謝産物データから新たな
代謝化合物の構造機能相関を抽出する研究
を早急に始動する必要性を感じさせる。代謝
産物の機能は、タンパク質との相互作用を通
して発現されるため、タンパク質との相互作
用やその機能制御機構を立体構造の観点か
ら解明し、代謝産物を分類整理することが必
要だと考えた。以上の観点から、生体の恒常
性維持の分子機構を解明するうえで低分子
代謝産物の構造と機能についての新たな基
本的概念の提唱を目指した。 

 

３．研究の方法 

 メタボローム研究と同期するように、これ
までは単に代謝中間体にすぎないと思われ
ていた化合物が、基質不明のオーファン受容
体のリガンドであることが判明しつつあり、
核内受容体や GPCR 等の膜受容体の研究の
重要性が認識されている。また、細胞核内に
目を向ければ、転写制御複合体の構成成分と
して代謝酵素が含まれている事実が次々と
明らかにされている。これらの結果は、代謝
調節と転写調節が互いに密接な関係を保ち
ながら生体の恒常性を維持する分子機構の
存在を示唆する。我々はこのような状況をふ
まえ、代謝産物（主として脂質代謝物）をモ
ニターする転写制御機構の解明を目指す。特
に、DNAの相補的な２重ラセン構造の発見が
分子生物学の端緒となり、酵素学や蛋白質化
学の発展は原子レベルの立体構造の解明に
よって支えられてきた歴史を重視して、生命
の主要な機能を担う構成成分である核酸・蛋
白質の構造と機能の理解に軸足においた研
究を展開する。具体的には、生体内代謝産物
の骨格構造と蛋白質の間の特異的認識機構
を原子レベルで解明し、代謝産物に含まれる
ユニット構造と対応する機能を分類整理（カ
タログ化）する。即ち、X線解析、NMR、電
子顕微鏡等の立体構造解析技術と生化学的
手法を併用する研究アプローチを主に脂質
代謝ネットワークと転写ネットワークの分
子論的実体である超分子複合体に適用し、こ
れら二つのネットワーク間のカップリング

機構を構造的視点から解明する。 

 

４．研究成果 
（１）脂肪酸リガンドによる核内受容体活性
化機構 
 生活習慣病との関連が深い核内受容体
PPARに対する内在性リガンドである 15-デ
オキシプロスタグランジン J2(15d-PGJ2)の結
合様式を解析し、15d-PGJ2 に含まれる-
不飽和ケトンがPPARのリガンド結合ポケッ
トにあるシステインとマイケル付加するこ
とを見いだした。共有結合していない中間
複合体には活性がないことから、共有結合
反応が受容体活性化の実体であることを実
証した。この活性化過程について X 線構造
解析を行い、15d-PGJ2 の共有結合に伴い引
き起こされる構造変化を視覚化した。その
結果これまで考えられていたヘリックス

の構造変化による活性化機構とは異なり、
ヘリックス 2'と 3 の間のループの構造変化と
側鎖の結合ネットワークの変化が活性化に
重要であることが明らかとなった（下図）。
また、共有結合する合成リガンドをスクリ
ーニングし 13 個の新規アゴニストを同定し
た。内在性リガンドと同様の機構で活性化
するアゴニストを同定できたことにより、
より生理的にPPARの活性を調節できるよう
になり、生活習慣病改善薬への応用が期待
できる。 

 

（２）部分化学構造に基づくリガンドのカタ

ログ化） 

 タンパク質との複合体立体構造に基づき
低分子化合物の部分化学構造（proto group と
呼ぶ）を機能モチーフとしてカタログ化し、
それぞれの機能モチーフを認識するタンパ
ク質の認識アミノ酸の配置を分類した（下図、
左）。認識に関わるアミノ酸の出現頻度に基
づき書くproto groupについて経験則に基づく
スコア表を作ることに成功した。その結果、
共通の機能モチーフが核内受容体とリガン
ド代謝酵素で共通の立体構造を介して認識
されていることが明らかとなった（下図、右）。
タンパク質立体構造に含まれる細胞内代謝
産物の認識原理の一例を得ることができ、今
後他の機能モチーフについて解析すること
で普遍性を検証することが期待される。 

 
図）15d-PGJ2の共有結合による構
造変化を視覚化 



 

図）部分化学構造に基づくリガンドのカタロ
グ化と異なるタンパク質での機能モチーフ
の共通認識機構 

 

（３）脂肪酸以外の代謝産物の認識機構） 

 立体構造解析に
より脂肪酸リガン
ドの多くが、合成
リガンドとは異な
りヘリックスと
の直接相互作用な
しに活性化を行う
ことが明らかとな
った。そこで、ヘ
リックスとの相
互作用を介する未
知のリガンドが存
在すると仮定し、
バイオインフォマ
ティクスによりPPARに結合する化合物の機
能モチーフと認識アミノ酸から、ヘリックス
との相互作用する可能性のある代謝物に
ついて検索を行った。その結果インドール酢
酸を持つ一連のセロトニン代謝物が脂肪酸
リガンドと別のポケットに結合し活性化す
ることを見いだした（上図）。肥満との関連
から腸管におけるセロトニン代謝が注目さ
れつつある。本研究成果により PPARを介し
てセロトニン代謝と脂肪酸代謝が統合的に
応答することが明らかになり、肥満研究に新
しい知見をもたらした。 

 

（４）細胞のエネルギー状態をモニターする
複合体） 
 メチル化ヒストン結合タンパク質である
ヌクレオメチリンが、脱アセチル化酵素
SIRT1 とメチル化酵素 SUV39H1 と複合体を
形成し、リボゾーム DNA のクロマチン状態
を変換することを明らかにした。この複合
体の活性はグルコース濃度に応答すること
から、栄養状態に応答してリボゾーム RNA

の転写を調節する機構であることがわかっ
た(右上図)。細胞が自身の栄養状態を
NAD+/NADH の比としてセンスし、リボゾ
ーム合成を調節することでタンパク質合成
を栄養状態に適応するという古典的な細胞
応答機構の分子基盤を世界で初めて明らか

にした。 

 

（５）核内受容体と TGFシグナルとのクロ
ストークによるがん抑制 
 核内受容体はこれまで DNA に結合するこ
とで転写を調節すると考えられてきた。し
かし、今回、核内受容体であるエストロジ
ェン受容体がリガンド依存的に Smad タンパ
ク質の分解を誘導し、TGFシグナルを遮断
することを明らかにした。この活性には
DNA 結合領域は必要ないため、核内受容体
自身の転写活性機構とは異なった新たな調
節機構の存在が示唆される。マウスを使っ
た乳癌の肺転移のモデル系で、核内受容体
ががんの転移を抑制し、この転移抑制には、
やはり DNA 結合部位を必要としないことか
ら、今回明らかとなった新たな調節機構が
がん転移の抑制に関わることが示された（下
図）。核内受容体タンパク質分解に関わるユ
ビキチンリガーゼ CHIP をノックダウンする
とがん転移が促進されることから、タンパ
ク質分解による活性調節はがん化の転移と
密接に関係しており、本研究成果はがん治
療にむけた新しい戦略につながる可能性が
ある。 

 

 

（６）AF-1 ドメインのリン酸化を認識する因
子 

 PPARによる転写調節にはリガンド結合ド

 

図）細胞のエネルギー状態をモニ
ターするタンパク質複合体による
リボゾーム RNA の転写調節機構 

 

図）核内受容体によるがんの転移抑制は、
DNA 結合領域がいらない新しい調節機
構である。 

 

図）セロトニン代謝物と
脂肪酸代謝物による活性
制御の構造基盤 



 

図 )  PCNA/DNA 

/DNA ligase 複合体の
電子顕微鏡単粒子解析 

メインに加え AF-1 と呼ばれる領域が重要で
ある。実際、肥満の家系においてこの領域
のアミノ酸に点変異(P113Q)が報告されてい
るが、変異により影響を受けるタンパク質
相互作用は不明であった。本研究によりプ
ロリンイソメラーゼ Pin1 が AF-1 に相互作用
することを見いだした。リコンビナントタ
ンパク質を用いた NMR 解析により、S112 が
リン酸化された AF-1 を特異的に認識してい
ることが明らかとなった。Pin1は PPARのポ
リユビキチン化を抑制するが、この作用に
は Pin1 のプロリンイソメラーゼ活性は必要
でないことがわかった 
  

（７）電子顕微鏡単粒子解析 

 大腸菌を用いて発現精製した高熱性細菌
由来の PNCA と DNA ライゲースを DNA 断
片とともに再構成し、ゲル濾過精製した後に
電子顕微鏡により単粒子の観察を行った。複
合体単粒子約２万について画像の分類、平均
を行った後３次元構築を行った。その結果、
得られた電子密度に対し、各タンパク質分子
および DNA の構造モデルを当てはめること
により、複合体
の立体構造モデ
ルの構築に成功
した（右図）。高
分解能の立体構
造モデルが構築
できたことによ
り 、 DNA が
PCNA に対して
約 16°傾いて結
合している様子
が明らかとなっ
た。本研究で使
用した単粒子解
析の技術は、適
したリコンビナ
ント核内受容体
複合体が得られ
れば、充分な適
用が可能である。 
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