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１．研究計画の概要 
(1) Rho キナーゼの局在制御の構造的基礎： 
細胞骨格を制御する Rho キナーゼは，細胞生
物学のみならず循環器病や脊髄損傷等への
応用の観点からも極めて重要である．本研究
では，Rho キナーゼの細胞内局在を制御する
ドメインの特異性や Rhoキナーゼ特有の性質
を三次元構造の観点から解明する． 
(2) ERMタンパク質の標的認識の多様性： Rho
キナーゼの重要な基質の一つである ERMタン
パク質は，膜タンパク質とアクチン細胞骨格
を連結する足場タンパク質の一つである．本
研究では，CD44 や CD43，あるいは PSGL-1 と
いった重要な細胞接着因子や，NEP，MT1-MMP
といった膜プロテアーゼとの複合体を解析
してアクチン細胞骨格系を通した膜タンパ
ク質の機能制御の構造的基礎を明らかにす
る． 
(3) 微小管伸張の動的制御： Rho シグナルは
微小管細胞骨格の制御にも関わっており，細
胞極性の決定等においても極めて重要であ
る．そこで微小管制御タンパク質＋TIP の代
表である EB1，CLIP-170，CLASP 等の微小管
認識や＋TIP 間での相互作用を解析する． 
(4) 発展研究課題： 以上の研究が順調に進
んだ場合には，更にタンパク質の動的複合体
の構造研究を発展させるために，細胞運動・
極性の制御や癌細胞の転移・浸潤に関わるタ
ンパク質の研究や，植物でのシグナル伝達の
研究を開始して，研究の幅を拡大する． 
 

２．研究の進捗状況 
(1) Rho キナーゼの局在制御の構造的基礎：
Rhoキナーゼの C-末端局在ドメインの結晶化
を試みたが良い結果は得られなかった．そこ
で多次元 NMR 法で三次元構造を決定した．そ
の結果，このドメインは PH 様ドメインと相
同性があるが，その配列内部に，PKC 等の C1
ド メ イ ン に 相 同 性 の あ る 領 域 を も つ
PHn-C1-PHc を構成しており，PHn と PHc 領域
は会合して PH ドメインを，一方，C1 領域は
この PHドメインとは構造的に独立に C1ドメ
インを形成していた．このことより，Rho キ
ナーゼの局在ドメインは，PH と C1 のスプリ
ット・ドメインであることが判明した． 
(2) ERM タンパク質の標的認識の多様性：ERM
タンパク質の新しい標的である膜貫通型プ
ロテアーゼ、NEP (Neutral endopeptidase 
24.11)や MT1-MMP (membrane-type 1 matrix 
metalloproteinase)，重要な接着分子 CD43，
CD44，PGSL-1 の細胞質テールとの複合体結晶
を得て X線で構造決定した．変異実験を進め
て，特異性に重要な残基を特定した．これら
の結果より，CD43 や PGSL-1 は ICAM-2 と基
本的に類似の相互作用様式（β-鎖に続いて
310らせんを形成）で ERM タンパク質の FERM
ドメインのサブドメイン Cに直接認識される
が，NEPやCD44はこれらとは異なった様式（β
-鎖に続いてβ-ターンを形成）で認識される
ことがわかった．それぞれの認識様式に必須
のアミノ酸残基も特定して論文発表した．一
方，MT1-MMP は，これらとは異なり，サブド
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メイン Aで認識されることがわかった． 
(3) 微小管伸張の動的制御： CLIP-170 の微
小管や EB1 に結合する CAP-Gly ドメインの構
造を X 線で，複合体構造を NMR で決定した．
その結果，CAP-Gly ドメインはα-チューブリ
ンや EB1 の酸性残基に富む C-末端の「酸性テ
ール」の最 C-末端の 6残基を認識することが
判明した．この構造をもとに，これまで謎で
あった CLIP-170 の微小管核形成・伸張促進
の機構を論じた．更に，CLASP2γと EB1 との
複合体の結晶化にも成功して構造決定を完
了した． 
(4) 発展研究課題：細胞骨格を制御すること
で細胞運動を活性化するとともに，癌の転
移・浸潤と直接関わる低分子量 Gタンパク質
Rac を活性化するグアニンヌクレオチド交換
因子（GEF）である Tiam1 の研究を開始した．
Tiam1はPHCCExドメインによって特定の細胞
膜領域に局在しないと活性を発揮できない．
そこでこのドメインの構造を X線で決定した．
その結果，このドメインには塩基性残基の富
む溝があり，これが標的膜タンパク質，CD44，
PAR3，JIP2 あるいは NMDA 受容体の酸性残基
クラスター配列を認識することを明らかに
した． 

また，植物でのシグナル伝達の研究を開始
して，重要な植物ホルモンの一つであるジベ
レリンの受容体と生物活性ジベレリンなら
びにこの受容体の標的タンパク質 DELLAタン
パク質との三者複合体の結晶構造を決定し
て，ホルモンの識別や標的タンパク質の認識
機構を解明した． 
 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している 
（理由） 

本研究は 3つのテーマについて構造生物学
の展開を設定したが，(1) Rho キナーゼの局
在制御の構造的基礎では，既に目的の Rho キ
ナーゼの局在ドメインの構造決定に成功し
ており，論文作成の段階にある．また，(2) ERM
タンパク質の標的認識の多様性についても 5
種類の複合体結晶構造決定に成功して，多様
性のメカニズムの解明は達成した．更に，(3) 
微小管伸張の動的制御においても CLIP-170
とチューブリンとの複合体の構造決定や EB1
等との相互作用の解明が終了しており，当初
計画の殆どが終了している．これらに加えて，
(4) 発展研究課題で取り上げた研究テーマ
においても構造決定に成功している．以上に
ように，本研究は当初計画以上に進展してい
る． 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) Rho キナーゼの局在制御の構造的基礎で
は，既に決定できている構造を論文発表する． 
(2) ERMタンパク質の標的認識の多様性では，

その発展研究として，細胞運動や癌の転移・
浸潤の方向での研究展開を目指す． 
(3) 微小管伸張の動的制御では，細胞骨格と
してのアクチン繊維と微小管との相互作用
に関与するタンパク質の研究へと発展させ
ていく．  
(4) 発展研究課題では，癌の浸潤と転移ある
いは神経軸索の伸長等も視野に入れて，研究
対象タンパク質の選別のための予備的実験
を進める．植物学の発展は目を見張るものが
ある．日本のみが世界的な潮流に乗り遅れて，
多くの成果を失わないように，構造生物学的
研究を継続する． 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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