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研究成果の概要： 
 本研究は細胞の発生や分化に重要な役割を果たしている受容体型チロシンキナーゼ,特
に繊維芽細胞成長因子受容体(FGFR3)の活性化メカニズム,活性制御のメカニズムにおけ
る膜貫通(TM)部位,細胞質内膜近傍（juxtamembrane :JM）部位の機能の解明を目的した
ものである. FGFR３の TM-JM 部位配列の合成化学的調製法を確立し,その方法を用いて
調製した試料を用いることにより, 当受容体 TM-JM 配列の構造解析を行った. その結果,
野生型の配列,常時活性型変異が導入されたそれら二つの配列では dimerization interface,
さらには JM部位の構造が異なるという知見を得た. この結果は TM部位での構造変化が, 
JM 部位にも影響を与え, 挙動の違いとして現れることを初めて示すものであり, 受容体
型チロシンキナーゼの機能発現メカニズムの解明に大きく貢献するものと考えている. 
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１．研究開始当初の背景 
膜蛋白質の構造解析に関しては多くの研究
がなされている. 受容体型チロシンキナーゼ
のような１回膜貫通型受容体に関しては, 膜
外部位の部分構造について, 比較的多くの報
告数があり,それらをもとに機能解析が行わ
れている. 一方, 膜蛋白質の膜内在部位の構
造, 構造変化は, その機能発現機構における
役割という観点では, 当研究開始当初, ブラ
ックボックスの中にあった. また, 膜近傍部
位は膜内在部位と膜外機能部位を物理的に
つなぐ役割のほか, 様々な機能性分子が存在
する生体膜との相互作用, または膜直下での
機能に関与するが, 構造解析においては「可
視化」されていないことが多かった. 従って,
膜の外側での構造変化がどのようにして膜
を介して膜の内側へと伝わって行くのかと
いう問いに答えるべく本研究を開始した. 
 
２．研究の目的 
上記,膜貫通（TM）-細胞質内膜近傍（JM）
部位の脂質二重膜中での構造解析を行い,膜
の外側での構造変化がどのようにして膜を
介して膜の内側へと伝わって行くのかを「可
視化」,「モデル化」すること. 
 
３．研究の方法 
 構造解析は固体NMRを中心とした各種分光
学的手法により行った. 
 試料の調製は,各種解析手法に応じた部位
特異的修飾に対応すべく合成化学的手法に
よって行うこととした. 実験は研究対象で
ある FGFR3 の TM-JM 配列をネイティブケミカ
ルライゲーション法を用いた手法により調
製する, その合成法の確立から行った. 
 合成法を確立した後,固体 NMR,FT-IR,蛍光
測定などの分光学的手法により,ターゲット
に関する脂質二重膜中での構造解析を行っ
た. 
 
４．研究成果 
(1) 試料の調製に関しては, TM部位配列相
当ペプチドチオエステル, JM部位配列相

当ペプチドを合成ブロックとしネイティブ

ケミカルライゲーション法を用いた効率的
な反応条件を見出すこととした.  
ネイティブケミカルライゲーション法は,
一般的には水系緩衝液中にて行う反応であ
り,膜貫通部位を含む合成ブロックは,界面
活性剤を用いて可溶化する.各種条件検討
の結果,今回の合成に関してはドデシルマ
ルトシドを臨界ミセル濃度以下で用いるこ
とにより,最も効率よく反応を進行させる
ことができた. 
 (2) (1)で得られた知見をもとに,TM-JM
部位配列ペプチドを調製し,脂質二重膜中
での構造解析を CPMAS固体NMRにより
行ったところ,TM 部位はα-ヘリカル,JM
部位はランダムな構造を有していることが
わかった. 
(3) TM 部位ペプチドに関しては重水素固
体 NMR により,野生型の配列,常時活性型
変異が導入された配列に関して,それらの
構造の比較を行ったところ,それら二つの
配列では dimerization interfaceが異なる
という結果を得た. 
(4) TM-JM 部位配列のぺプチドにおい
て,JM部位の脂質二重膜存在下での挙動の
解析を行うこととした.TM-JM配列ぺプチ
ドの C末端に蛍光物質を導入し, 脂質二重
膜中に予め混入させた蛍光物質との FRET
を観察することから, JM 部位と脂質二重
膜との相互作用に関する知見を得るべく実
験を行った.その結果, JM 部位は酸性脂質
二重膜（POPC/POPS）に対して,静電的に
結合していること,そして,その結合は系内
にカルシウム／カルモジュリンを導入する
と消失することがわかった .この結果は
McLaughlin らによって提唱されている
EGFR の 活 性 制 御 機 能 の モ デ ル
「 Electrostatic Engine Model 」
（ McLaughlin et al. J. Gen.Physiol. 
2005）に矛盾しない.  
 (5) McLaughlinらによって提唱されてい
る EGFR の活性制御機能のモデル
「 Electrostatic Engine Model 」
（ McLaughlin et al. J. Gen.Physiol. 
2005）では,細胞膜に１％ほど含まれている
と考えられている PIP2と EGFRの JM部
位との相互作用についても言及されている.
そこで,FGFR3 についても,PIP2 を混入さ
せた脂質二重膜と JM部位の相互作用を観
察することとした.結果,PIP2を脂質二重膜
中に加えていくと,JM部位が会合すること
が判った.さらに,その会合様式は,膜貫通部
位における野生型配列と常時活性型変異体
配列とで異なることを示唆する結果を得
た. 
 これらの結果は TM 部位での構造変化
が,JM 部位にも影響を与え,挙動の違いと
して現れることを初めて示すものであり,
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受容体型チロシンキナーゼの機能発現メカ
ニズムの解明に大きく貢献するものと考え
ている. 
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