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研究成果の概要（和文）： 
LGNとそのパートナー分子Insc複合体は，細胞の極性形成の制御に重要な役割を担っている．

LGN-Insc複合体の分子認識を立体構造に基づいて明らかにするためX線結晶構造解析を用いた構

造生物学研究を進めた．構造解析に適したLGNのInsc結合領域を含む領域およびInscのLGN結合領

域を含む領域を同定し, 大量発現・精製系を確立した．複合体の結晶化スクリーニングを行い，良好

なLGN-Insc複合体の結晶を得た．この結晶を用いてX線回折実験を行い，2.8オングストローム分解能

のデータセットを収集に成功した. 
 
研究成果の概要（英文）： 
A complex in which LGN associates with a partner molecule, Insc, plays a crucial role in regulating cell 
polarity.  To elucidate the interaction between LGN and Insc based on its tertiary structure, we have 
been carried out structural studies of LGN-Insc compelx using by X-ray crystallography.  Regions of 
LGN-Insc interaction as a construct suitable for structural studies were identified and then we 
established the preparation of the complex.  We performed crystallization trials on the LGN-Insc 
complex and obtained crystals suitable for X-ray diffraction after optimization of crystallization 
condition. X-ray diffraction data were collected to a resolution of 2.8 Å for crystals of the LGN-Insc 
complex. 
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１．研究開始当初の背景	 

	 単細胞生物においても多細胞生物において

も，細胞が正常に機能し調節されるためには

，細胞極性が適切に形成される必要がある．

細胞の極性が形成されるときには，細胞極性

に関連する一連のタンパク質が細胞膜の特定
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の場所に適切な複合体を形成し配置される．

細胞極性の持つ意義は，生物種や細胞の種類

，分化段階に応じ異なリ，また細胞極性の制

御に関連するタンパク質複合体の空間配置や

その分子組成も細胞の種類により大きく異な

る．しかしながら，細胞極性の形成には，進

化的にも保存されたいくつかの共通の分子機

構が存在することが明らかになりつつある．	 

	 

	 

	 一例として，ショウジョウバエの神経幹細

胞を用いた遺伝学的・細胞生物学的解析が進

み，細胞極性の形成における制御の分子メカ

ニズムが明らかになってきた．ショウジョウ

バエの神経幹細胞の非対称分裂では，

apical-basal軸に沿ってapical側の娘細胞が

新たな神経幹細胞に，basal側の娘細胞がニ

ューロンやグリアへと分化する．この非対称

分裂において，G-タンパク質共役受容体

(GPCR)には非依存的にGDPに結合したGαiタ

ンパク質(Gαi・GDP)は，Pins(Partner	 of	 

Inscuteable:	 ヒトのホモログには	 LGNと

AGS3の二つの遺伝子がある)に結合し，「Gαi

・GDP-Pins複合体」を形成し，下流分子Mud	 

(Mushroom	 body	 defect:	 ヒトのホモログは

NuMAである)と相互作用することで細胞の分

裂軸の方向の制御に関与している	 （Izumi	 et	 

al.,	 Nat.	 Cell	 Biol.,	 2006）．一方，「

aPKC-Par複合体」と「Gαi・GDP-Pins複合体

」という二つの複合体がapical側に局在する

．この二種類の複合体はInsucuteable	 

(Insc)というアダプター分子により結ばれ協

調的に働くことで，細胞の極性が制御されて

いると考えられている（Yu	 et	 al.,	 Cell,	 2000

）．ショウジョウバエでは，このように非対

称分裂時の細胞極性の形成におけるPins-Mud

やPins-Inscの相互作用の重要性が示されて

いる．これらの関連タンパク質複合体はショ

ウジョウバエからヒトまで種を超えて保存さ

れていることが明らかになっている(Izaki	 

et	 al.,	 2006)．ヒトでもショウジョウバエと

同様の機能をもつかは現在まで明らかになっ

ていないが，ショウジョウバエとのアナロジ

ーからヒトにおいてもこれらの複合体が細胞

の極性形成の制御において重要な機能を果た

していると考えられている．	 

	 

	 

	 PinsのヒトホモログであるLGNタンパク質

のドメイン構成は，N末端には７つの

TPR(Tetratrico	 Peptide	 Repeat)を，C末端側

に4個のGoLocoモチーフを持つと予測されて

いる．C末端側のGoLocoモチーフを介して受

容体非依存的にGα・GDPタンパク質に結合し

GDI	 (GDP	 dissociation	 inhibitor)として機

能する．MudのヒトホログであるNuMA	 

(nuclear	 matrix	 apparatus	 protein)は,	 N

末端側にアクチン結合に関わると考えられて

いる球状ドメインと長いCoiled-Coil領域を

介し，C末端側にはLGN結合領域，

microtubule結合領域と核移行シグナルをも

つ．一方，Insc	 (Inscuteable)	 のN末端側に

は既知のドメインやモチーフとは相同性のな

い領域を，C末端側には４つのアンキリンリ

ピートを持つ．NuMA（Du	 et	 al.,	 2002）ある

いはhInsc（Izaki	 et	 al.,	 2006）はいずれも

LGNに結合することが示されている．興味深

いことに，NuMAのLGN結合領域は既知のドメ

インやモチーフとの相同性が見られないばか

りでなく，Inscとの間にも目立ったアミノ酸

配列の相同性は見られない．さらに近年，

PinsやLGNにおいて，分子内のGoLocoモチー

フ(GαiのGDI領域)が多段階の制御を受け

GPCRに非依存的にGαi・GDPと結合すること

，さらに分子スイッチとして機能しているこ

とが示唆されている（Du	 and	 Macara,	 2004;	 

Nipper	 et	 al.,	 2007）．その中でGoLocoモチ

ーフを含むC末端側がN末端側TPRリピート領

域と相互作用することで活性の制御を受けて



いると想定されている．しかしながら，	 

NuMAとInscによるLGNの分子認識機構やLGNに

備わる分子メカニズムは，進化的にも保存さ

れその重要性が指摘されているがよく解って

おらず，立体構造に関する知見は全くない．	 

	 

２．研究の目的	 

本研究課題では，細胞の極性形成に関連する

LGNとそのパートナー分子複合体における相

互作用およびLGNの制御機構について，構造生

物学的解析を進めることで分子メカニズムを

明らかにすることを目的とし	 LGN-Insc複合

体の分子認識を立体構造に基づいて明らかに

することを試みた．	 

	 

３．研究の方法	 

(1)	 LGNおよびInscについて相互作用に必要

な最小領域かつ構造的に安定な領域の同定を

試みた．様々な領域を持つタンパク質を発現

・精製し，GST	 pull-down	 assayにより結合に

必要領域を同定し，発現領域の至適化を行っ

た．	 

(2)	 この最小結合領域を用い，結晶構造解

析を目指した大腸菌による大量発現系を構築

し，蛋白質の分離精製を行った．	 

(3)	 1H	 1D	 NMRスペクトルを，円二色性スペ

クトルの測定を行いタンパク質の生のキャラ

クタリゼーションを行った．	 

(4)	 LGN-Insc複合体について結晶化を試み

た．市販のスクリーニングキットを用い，

20oCおよび4oCにおいて結晶化の初期スクリー

ニングを行った．得られた初期条件について

沈殿剤の濃度，タンパク質の濃度，pH,	 温度

等の条件を精密化し，アディティブスクリー

ニングやシーディングなどの手法を用い結晶

の成長を最適化した．	 

	 

４．研究成果	 

	 結晶化に適したコンストラクトの至適化

を行うため，LGNおよびInscについて相互作

用に必要な最小領域かつ構造的に安定な領

域の同定を試みた．LGNについて各種プロテ

アーゼに対する分解耐性を指標にドメイン

マッピングを行った．さらに，GST	 pull-down	 

assayによりLGNとInscとの相互作用を検討

しながら，LGNのInsc結合領域を含む領域，

InscのLGN結合領域を含む領域の至適化を行

った．このようにして同定した領域について，

大腸菌を用いた大量発現・精製系を確立した．	 

LGN単体,およびInscのLGN結合領域との複合

体の立体構造解析を行うための基盤を確立

することができた．	 

InscのLGN結合領域について1H	 1D	 NMRスペ

クトルおよび円二色性スペクトルの測定を

行い，この領域のキャラクタリゼーション

を行った．Insc単独では一定の３次構造を持

たないことが示唆された．	 	 

このタンパク質を用いて、結晶化に着手し

た．当初，十分な大きさの単結晶を得ること

が出来なかったが，結合領域をさらに削り込

むことで、回折実験に適した大きさの

LGN-Insc複合体の結晶を得ることができた．

この結晶について，高エネルギー加速器研究

機構	 放射光施設にてX線回折実験を行い，

2.8オングストローム分解能のデータセット

の収集に成功した.	 現在，LGN-Insc複合体に

ついて構造解析を進め，さらに分解能向上を

目指して結晶化条件の最適化を行っている．

また，LGN単独やLGNのパラログであるAGS3に

つ い て も Insc と の 共 結 晶 化 を 試 み ，

AGS3-Insc複合体について	 回折実験に適し

た大きさの結晶を得た．今後，LGN-Insc複合

体に加えLGN単体のAGS3-Insc複合体結晶構

造解析を進める予定である．また，	 立体構

造で得られた知見に基づいて変異体を作成

し，細胞の極性形成に対する効果を検討す

ることで，細胞極性の形成におけるLGNの作

用機構を明らかにしていきたい．	 	 

	 細胞極性の決定に関するタンパク質複合

体のシグナル伝達については国内外を問わ

ず，線虫やショウジョウバエを用いた遺伝

学的・細胞生物学的な解析を中心に研究が

進展し，近年はほ乳類細胞における機能解

析へと展開している．本研究では，これら

細胞の極性形成に関連するLGNとそのパート

ナー分子複合体における相互作用構造生物



学的解析を進めることで，分子メカニズム

を明らかにすることを目指している．この

ことは，線虫やハエからヒトまで保存され

ている細胞極性の形成という生物学的にき

わめて重要な現象を，タンパク質の立体構

造に基づいて理解する上で大きな貢献が期

待できると考えられる．	 
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