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構造生物学分野

Dlvislon of鈎問納町alBiology

教授:神田大輔

Pro~側8or: D垣則keKohda曹Ph.D.

タンパク質の立体構造を決定し，他の分子との相互作用を詳細に解析することで，分子

認識の問題や酵素活性発現メカニズムを構造生物学の手法を駆使して明らかにする.タ

ーゲット選択にあたっては，単に生物学的機能の重要性だけでなく，分子機能が構造生

物学的に興味ある課題を含んでいるかどうかを重視する.生物現象として，細胞内のタ

ンパク質の行き先を指定する仕組み，タンパク質の諺鎖修飾，エンドサ}ト}シス， D
NA複製，修復，組み換えなど対象は多岐にわたっている.分子的な観点で見た場合，

相互作用が弱くかっ特異性が広いケースに興味があり，これを「ゆるい分子認識

(promiscuous recognition)J と呼んでいる.研究手法として， X線結晶解析，核磁気

共鳴解析，電子顕微鏡(単粒子解析と電子線トモグラブイ}解析〉を用いることで，ゆ

るい分子認識の構造的基盤の解明を目指している.同時に，新しい方法論の開発を進め

る必要があり，現在は「タンパク質結品内に結晶コンタクト効果がないような空間を創

るJ技術の開発と応用を進めている.

A.結晶ヨンタクト効果フリー空間を利用するタンパク賀結晶構造解析設備の

開発

タンパク質の結品の中では分子同士が接触して3次元の結品格子を作っている.結晶構

造が溶液中の構造と同ーと見なして良いことは，結品構造とNMR構造が一致するとい

う多くの事例から証明されている.しかし，タンパク質の中には，その一部の構造がと

りわけ柔らかく創られていて，その形の変化が機能発現に重要である場合が少なくない.

そうした柔軟な部分は結品中では分子同士の接触 結晶コンタクトフリー空間

〈結品コンタクト)により容易に変形して，!Eしい

形(溶液中の平衡状態)ではなくなってしまう可能

性がある.変形までしなくても，運動が制限されて

偏った形に固定されてしまう.では，今までになぜ

f柔構造の変形・固定問題Jは看過されてきたのだ

ろうか?多くの場合，柔らかく動的な部分の電子

密度が薄くなったり見えなくなったりしてしまう

ので，価値がない情報として無視されてきたと想像

される.しかし，結晶コンタクト効果によって変形

した構造が得られて，意図せずに誤った解釈をして

しまう可能性が常に存在する.柔らかく動的な部分

の構造変化はタンパク質の機能と密接に関連して

いることが少なくないことを考えると， r柔動構造
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柔軟性のある部位を配置する

園A.1 対象タンパク貨をタグタンパ
ク賞に彊い後続を用いて融合させる
ことで.2つのタンパク賓の聞に脂間
空間を劃り.そこに対象タンパク賓の
ー部分を窓圃的に毘置する.



の変形・固定問題Jを真剣にとらえ，実験的に解決する手段を考案することは重要であ

る.そのために，結晶コンタクト効果フリーな“隙間"を結晶格子中につくることを目

指している(図 A.1). 3つの技術要素は，①タグタンパク質との融合タンパク質を用

いる，②タグタンパク質と対象タンパク質を一本の長いヘリックスを用いて硬く接続す

る.さらに親和力の弱いリガンドの場合は，③占有率を保障するために共有結合を用い

て，リガンドを対象タンパク質にテザリングする.である.

具体的な課題として， Tom20タンパク質に結合した状態のプレ配列ペプチドの大きな

運動性を定量的に解析することを設定した.タグタンパク質としてマルトース結合タン

パク質(MBP)を用いる.MBPのC末端部分はヘリックス構造をとっていて， Tom20のN末

端ヘリックスと直接つなげることでー続きのヘリックスとなるようにデザインした.2

つのヘリックスの聞に挿入するアミノ酸残基数を変えることで， Tom20と肥Pの相対配

置を変化させ，プレ配列がクリスタルコンタクトの影響を受けない隙聞に位置するよう

に調節できる.プレ配列は分子間ジスノレブイド結合を用いて Tom20にテザリングする.

モデルビルディングを行い挿入する残基数を

4とした.ラット ALDH由来のプレ配列を用いて

MBP-Tom20-SS-pALDH複合体を作製し，結品を得

て構造解析を行った.モデ、ルバイアスを避けるた

めに，分子置換の際にはプレ配列に対応するモデ

ルは置かなかった.差フーリエ電子密度マップを

つくると，結合サイト付近にプレ配列ペプチド由

来と思われる棒状の電子密度を得ることができ

ることを昨年度に報告した.今年度はさらに明瞭

な電子密度を得るためのX線回折測定とデータ

処理の条件を検討した.電子密度の可視化にはフ

ーリエ変換の際にローパスフィルターを用いる

ことが必要であった(図 A.2).また，理由は今

• 

園A.2T0m20に結合した状態のプレE列の
デ密度をFo-Fc差オミツト電子密度マツ

として表示した MBP・Tom20の構造を
重ねて表示した.

のところ不明であるが，電子密度の可視化には長波長のX線(1.6 A，通常は O.9'"" 1. OA 

を用いる)を用いた回折測定が有効であった.理化学研究所・杉田研究室と共同研究と

して分子動力学計算を行い，計算結果からシミュレーションした電子密度が実験から得

られた電子密度と良く一致することを示した(論文2). 

B.オリゴ糖転移酵素の構造生物学

タンパク質のアスパラギン残基への糖鎖付加 (N型糖鎖付加)は翻訳後修飾の代表であ

る.コンセンサス配列 Asn-X-Thr/Ser中の Asn残基への糖鎖の転移反応はオリゴ糖転

移酵素と呼ばれる膜タンパク質酵素が触媒している.N型糖鎖修飾は真核生物だけでは

なく，古細菌にも広く存在する.また，真正細菌の一部にも存在する.OST酵素の触媒

サブユニットは STT3/AgIB/PgIB(真核/古細菌/真正細菌)と呼ばれるタンパク質であ

る.オリゴ糖転移酵素は膜タンパク質であり，一次構造としてN末端側の 13本の膜貫

通ヘリックスからなる膜貫通領域と， C末端側の可溶性ドメインからなっている.酵素

活性に必須なアミノ酸残基は一次構造上散在しているので，酵素活性発現には膜タンパ
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ク質全長が必要である.古細菌のオリゴ結転移酵素は触媒サプユニットのみからなるシ

ングノレポりペプチド酵素であり，大腸菌の膜フラクションに活性のある形で発現するこ

とができる.まず， C末端可溶性ドメインの立体構造の決定を行い(論文4).ついで

その立体構造を分子置換のサーチモデルとして用いて，膜タンパク質としての全長の立

体構造決定を行った(論文5)• 

題努熱古細菌Archaeoglohusfulgidus由来の 3つのオリゴ糖転移酵素のバラログの

うち， AgIB-L (全長 868残基)を， c末端にヒスタグをつけた形で，大腸菌を用いて

発現した.膜フラクションを界面活性剤である DDM(n-dodecy 1-s -Ihnal topyranoside) 
を用いて可溶化後， Niセブアロース，スロンピンによるタグ除去，ゲノレろ過を用いて

精製した.ゲルろ過において D聞を∞ (noctyl-s -D-glucopyranoside)および LDAO

(lauryldimethylamine-oxide)に置換した.00およびLDAOサンプルから，空間群C2

〈分解能2.5A)と空間群P4a212(分
s AgIB-L C. lari PglB 

解能 3.4A)の2つの結晶が得られ ， 岬

し_ TM _j_一」ム」巳J L ™ t J JI 

た.c末端可溶性ドメインの立体構

造を分子置換のサーチモデルとし B 

て用いて構造決定を行った(図B.l
左).N末端膜貫通領域には複数の

保存された酸性残基があり.2価金

属イオンに配位した構造をとって

酵素活性中心を形成していること，

C末端可溶性ドメインにはコンセ

ンサス配列のセリン・スレオエンの

側鎖を結合するポケットがあるこ

とがわかった.C2結品の構造には2

価金属イオンの近くに，結晶化溶液

に含まれていた硫酸イオンが結合

していた.これは反応プロダクトで

国8.1古細菌Arc加eoglohusルiがぬsのAgl払Lの結晶精進
〈左〉と.他グループより以前に決定されている真正細菌

白明司ylobacterlariのP仰の結晶精進{右)制蜘:re
474:350.355 (2011)) 

あるドりコールリン酸のリン酸基をミミックしていると考えている.また， 2つの膜貫

通へりックスをつなぐ長いノレ}プ (EL5と呼ぶ)はディスオーダ}して電子密度が観測

できなかった.一方， P43212結晶の構造は，基質が結合していないアポフォームであり，

EL5ループの電子密度が観測できた.他グノレ}プから報告されている真正細菌

Caψ~lohacter lariのPgIB(Ag胞のオーソログ)の全長結晶構造{図B.1右)と合わ

せて考察することで， EL5のダイナミックな構造変化を中心とした，糖転移反応サイク

ノレのモデルを提案した(論文5).

C. 7.ンドサイトーシスiaよぴ細胞肉膿輸送に関与するタンパク質群の構造機

能解析

エンドサイトーシスは真核細胞が外部から物質を細胞内に取り込む基本生命現象の一

つであり，クラスリン依存性エンドサイトーシスやカペオラ依存性エンドサイトーシス

などを含む.一方，細胞内膜輸送は，脂質二重膜で構成されたオルガネラと呼ばれる種々
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の細胞内小器官聞での，小胞を介した物質輸送システムである.このうちクラスリン依

存性エンドサイトーシスに関して，そのクラスリン集積ステップに関与すると考えられ

るタンパク質である SGIP1の μhomologydomain (μHD)の結晶構造決定に成功した.

また生化学的手法により， μ凹が他のエンドサイトーシス関連タンパク質である Eps15

の二つ並んだDPFモチーフに結合することを解明した.さらに二つのDPFモチーフを含

むEps15フラグメントと SGIP1のμ田の複合体の結晶構造を決定し.SGIP1による Eps15

認識機構を解明した.またクラスリン被覆小胞からの被覆タンパク質の解離を担うと考

えられる synaptojanin2タンパク質について，酵素活性を担う約 1000残基のプラグメ

ントの大量発現精製に成功し，結晶化や生化学的解析を進めている.さらに種々の細胞

内膜輸送経路において様々な積み荷タンパク質の局在を決定する acidicclusterモチ

ーフを特異的に認識する PACS2タンパク質の結晶化やその acidicclusterモチーフと

の相互作用解析に取り組んでいる.

D.葉緑体タンパク質の構造機能解析

植物の葉緑体は，植物体に光が当たると，その刺激に応答して葉緑体の局在が変化する.

葉緑体は弱い光を受けた場合，光への集積反応が見られ，逆に強い光を受けた場合，そ

の光ダメージを避けるための回避反応が起こる.Arabidopsis thalianaの葉緑体の動

態に関与する C即 Plタンパク質の結晶構造解析を行っている.C町PlのC末端ドメイン

について，これまでに構造決定したものよりも長いフラグメントやそのアクチンとの複

合体の結品化スクリーニングを行い，このプラグメント単独の構造決定に成功した.結

晶構造では，このフラグメントで長くした箇所は二量体化に関与しており，実際このフ

ラグメントは二量体化してアクチンと相互作用することが判明した.さらにアクチンと

の複合体の共結晶を得ている.

市九州大学・理学研究院 和田正三特任教授との共同研究

c.超分子複合体の電子顕微鏡による単粒子解析

電子顕微鏡による単粒子解析法は試料の結晶化等を必要とせず， x線や NMRでは解析困

難な超分子複合体を生理的条件下で立体構造解析できる.我々は DNAの複製，修復，組

換え等に働く超分子複合体を中心に解析を進めている.これらのタンパク質は DNAと

の共結晶が得難い.Hjmヘリケース-PCNA-DNA複合体については，分解能を向上させた

ことにより，これまで全く見えていなかったDNAのほぼ全長を可視化することに成功し

た.DNAライゲース-F町一PCNA-DNAの4者複合体について，複合体の精製を確認、，単粒

子解析の結果，初期立体構造を構築することができた.PCNA上に異なる複製因子を 2

つ結合させた状態を可視化させた最初の解析例である.ヌクレオソームとクロマチンり

モデリング因子 FACTとの複合体については，先ずその参照データとなるヌクレオソー

ム単体の構造解析が進展し， DNA2重鎖を明確に可視化でき， FACT複合体についても構

造解析を継続している.

F.電子顕微鏡トモグラフィ一法による観察

当研究所には汎用型 (TecnaiT20 FEI社 200 kV)とそれに比べてより厚い試料の観



察が可能となる電子顕微鏡 Polara(300 kV)があり，ともに電子顕微鏡トモグラフイ

一法による画像記録が極めて効率よく行える.昨年に引続きトモグラフィーによる，好

熱性古細菌 Thermoplasmaacidophilumの形態解析を行った.この細胞は大きさが約 O.5 

μm程度で古細菌のなかでも比較的小さいことから，高加速電圧の電子線を用いること

で細胞全体の観察を行える可能性があり，電子顕微鏡トモグラフィー測定の良い試料で

あることがわかった.固定・染色した Thermoplasmaaci dophil umの樹脂包埋切片の観

察及び傾斜像シリーズのデータ収集を行い，立体構造の再構成を行っている.

G.技術支援活動

九州大学共同利用施設である核磁気共鳴装置 (3台)と，生体防御医学研究所技術室の

X線結品回折装置およびクライオ電子顕微鏡 (FEIPolara)のユーザー管理を行ってい

て，九州大学における構造生物学の拠点形成を目指している.九州大学(医・理)のX

線結品構造解析，大分大学のNMR解析，九州大学(生医・薬・農・理)および九州工

業大学，大阪大学，京都大学，長浜バイオ大学，愛知教育大学，東京工業大学，東京大

学等の電子顕微鏡解析を支援した.

最新の構造生物学技術の普及を図る活動を続けている.今年度は，第7回構造生物学

に関する先端技術講演会「生体分子の動的状態を捉える新測定技術J(後援:卓越した

大学院拠点形成支援)を平成 25年 9月 4日に九州大学馬出キャンパス総合研究棟で開

催した.外部から 4人の研究者を招待して講演会を行った.

原著論文

園G.1講師の集合写真.
左から西国(東大).桁尾(京大).神田，塚崎(奈

良先端).杉田(理研)
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1. 神田大輔，2013.

N型糖鎖生合成の主役:オリゴ糖転移酵素の構造生物学

実験医学2013年 6月増刊号「第三の生命鎖研究の最前線糖鎖の機能・作動原理と疾患」

第 31巻第 10号， 146-152 

学会発表

1. 松本俊介 (2013，5/18)

オリゴ糖転移酵素の結晶構造とダイナミクス(シンポジウム講演)
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平成25年度日本生化学九州支部例会・シンポジウム「タンパク質構造の動きと機能発現J，

佐賀

2. 松岡本L，神田大輔 (2013，6114)

蛋白質結晶中に創り出した隙聞を利用して分子の動きを観るための新しいX線結晶解析

第 13四日本蛋白質科学会年会，鳥取

3. Kou句Mayanagi(June 23， 2013) 

Molecu1ar architecture姐 ds叩tchingmechanism of DNA r叩licationfork compl阻(pos回)

G町 donResearch Conference， Three D泊四siona1Electron Microscopy， Colby-Sawyぽ College，

USA 

4. 日romiOgino， Sonoko Ishino， Kou飽 Mayanagi，Takuji oy紐l.a， Tsuyoshi Sh仕出，Kosuke Morikawa， 

Gyri Teien Haugland， Nils-Kare Birkel姐 d，Daisuke Koh血，Yo由izumiIshino (Sep 8-13，2013) 

Activation mecha且sm.of也.er官plicativehelicase in也e也ermoph出carchaeon， Thermoplasma 

acidophilum (pos附)

Thermophiles 2013， Regensbぽ g，Gぽmany

5. Kou匂 Mayanagi，Shinichi Kiyonari，阻r池田uNishida， Sonoko Ishino， Mihoko Saiω， Daisuke 

Koh白，Yoshizumi Ishino， Tsuyo曲iShirai， Kosuke Morikawa (J叫y30，2013) 

Elec凶 nmicroscopic ana1ysis of molecular archit民 ture血 dswitch也g m民h組 ismof DNA 

replication fork compl偲(pos町)

ICSG2013・SLS，Sapporo 

6. 松本俊介，嶋田睦，ジェイムスニレンダ，井倉真由美，河野能顕，神田大輔 (2013，

9/11) 

古細菌型オリゴ糖転移酵素による N型糖鎖修飾の構造基盤の解明

第 86回日本生化学会大会，横浜

7. 藤浪大輔，ジェイムスニレンダ，神田大輔 (2013，9/12) 

超好熱性古細菌由来N結合型糖鎖の化学構造決定

第 86囲岡本生化学会大会，横浜

8. Kou勉 Mayanagi(Oct 4， 2013) 

Electron microscopic stn蜘 m阻.a1ysisofprotein-DNA co時 lexes(oral) 

The 3rd Intぽnationa1conference on New Fronti町 of也eResearch on RecA-family recombinases 

and也出回cessoryproteins， N血 t田，France 

9. 尾木野弘実，石野園子，真柳浩太，大山拓次，白井岡リ，森川歌右，G戸iTeien Haug1血d，Nils-K.are 

Birkeland，神田大輔，石野良純 (2013，10/26) 

好熱性アーキア Y克ermopl，郎 maacidophilumにおける複製ヘリカーゼ活性化機構の分岐進化

第 14回極限環境生物学会，川崎

10. Dais嘘.eKoh白 (2013，10/29)

Intentiona1 cr，伺.tionof αystal-contact free sp郁 efor monitoring large amplitude motions of ligands 

血 prote血 crysta1s(workshop，“国n8ientmacromolecu1ar complexes involved in mu1tilevel 

biologica1 phenomena") 

第51回日本生物物理学会，京都
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11.藤浪大輔，神田大輔 (2013，11114) 

超好熱性古細菌由来のオリゴ糖転移酵素の基質となるオリゴ糖鎖の化学構造決定と相互作

用解析

第 52回NMR討論会，金沢

12. 真柳浩太 (2013，11116) 

DNA複製に関与する超分子複合体の単粒子解析(招待講演)

日本顕微鏡学会第57回シンポジウム，名古屋

13. 神田大輔 (2013，12/3) 

スベクトロスコピーとしてのNMRの実力を理解するためのイントロダクション(ワーク

ショップ「原理まで遡って再確認する核磁気共鳴法の実力J) 

第36回日本分子生物学会，神戸

14. Rei Matsuoka阻 dDaisuke K.oh由。013，12/3)

In伽tiona1crysta1-contact-fre喝 spaceto observe the large ampli旬demotions of ligands by X-ray 

crys凶 101抑，phy

第36回日本分子生物学会年会，兵庫

15. 四romiOgino， Sonoko 1由ino，Kouta May担 agi，Takuji 0戸ma， Tsuyoshi Shirai， Kosuke Morikawa， 

Gyri Teien Haugland， Ni1s-Kare Birkeland， Daisuke Kohda， Yosh位取凶Ishino(2013， 12/4) 

Divergently evolved activation mechanism of也.ereplicative helicase in也.ethennophilic archaeon， 

Thermoplasma acidophiJum 

第36回日本分子生物学会年会，神戸

16. 松岡礼，神田大輔 (2013，12/5)

蛋白質結品中に創り出した隙聞を利用して分子の動きを観るための新しいX線結晶解析

SPr泊g-8萌芽的研究課題ワークショップ，東京

17. Shunsuke Matsumoω， Atsushi Shimada， Tak油凶Yam剖 aki，Daisuke Kohda (Jan 12-17， 2014) 

CrysぬIs回 C旬resof姐 archaea1oligos配 ch釘yl岡田fer田eprovi白血sights泊ω血.ecata1ytic cycle of 

N・linkedprotein glycosylation (pos加)

27血Internationa1Carbohydrate Symposium， Bangalore， India 

18. Daisuke Koh血 σeb7， 2014) 

In低凶ona1creation ofαysぬl-con恥 t企eespaceおr姐a1yz祖glarge amplitude motions in prote泊

crysta1s (0ra1) 

Intemational Syn司posiumbetween Kyushu U. Post Globa1 COE and School ofBiomedica1 Sciences， 

Monash U.， Melbourne， Aus位'alia

19. Atsuko Yama思lChi，Daisuke Koh白，Atsushi Shimadaσeb 7，2014) 

S回 ctura1basis for也.erecognition of tandem DPF mo出Sby血.eSGIPlμhomology domain 

(pos旬。
Intemationa1 Symposium between K:卯由IUU. Post Globa1 COE阻 dSchool of Biomedica1 Sciences， 

Monash U.， Melbourne， Aus回 lia

20. Dais恥 F可旭町，Masaki Matsumoω，D邸時e:KJ油白(Feb7， 2014) 

S加lC'旬ra1elucidation ofN-linked oligosaccharides ofhyperthennophilic ar油田a(0ra1) 

rD
 



International Symposium between Kyu血IUU. Post Global COE and School ofBiomedical Sci団 関s，

Monash U.， Melboume， Aus位alia

21. Rei Matsuoka， Daisuke Kohdaσeb 7，2014) 

Intentionalαys凶 -con旬，ct-企'eesp郎 Eωobsぽ ve也，e1a唱e回 lplitudemotions of lig組 曲 byX-ray 

crys凶lography匂os町)

International S戸】ipOsiumbetween K:卯由IUU. Post Global COE and School ofBiomedical Sciences， 

Monash u.， Melboume， Aus住'alia

22. 真柳浩太 (2014，217)

DNA複製フォーク複合体の分子構築及び切換え機構の研究(招待講演)

阪大蛋白研セミナー，大阪
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情報生物学分野

Division of Bioinformatics 

教授:須山幹末

Professor : 1¥但kitaSuyama Ph.D. 

情報生物学分野では，計算機を用いたバイオインフォマティクス解析，特に，ゲノム配

列やエピゲノムについてのデータの比較解析から，遺伝子の発現制御機構やその分子進

化について解明することを，研究の大きな柱としている.また，マイクロアレイや次世

代シーケンサーといったハイスループットな技術革新に伴い，分子生物学全般において

バイオインフォマティクス解析，すなわち計算機を用いた大規模なデータ解析が必須と

なっている.このような現状においては，実験生物学者と情報生物学者の連携が重要で

あり，そのため当研究室では積極的に共同研究を行うとともに，データ解析技術の普及

にも努めている.

平成 25年度は須山幹太(教授)，佐藤哲也(助教)，吉原美奈子(テクニカルスタッ

プ)，育村香(事務補佐員)の4名の体制でスタートし， 11月に驚藤大助(学術研究員)

が加わった.

A.選択的スプライシング制御機構の解析

選択的スプライシングは，トランスクリプトームに多様性をもたらす機構として知られ

ており，エクソン選択のパターンから，エクソンスキップやイントロン保持，排他的ス

プライシングなどの複数のタイプに分類される.なかでも排他的スプライシングでは，

複数ある排他エクソンの中から常にどれか 1つのエクソンだけを選ぶという厳格な制

御がなされており，その機構の解明は大変興味深い.これまで，ショウジョウバエの

dscaJJJ遺伝子において特異的な悶Aの二次構造形成が排他エクソンの選択に関与して

いることが示されていたが，脊椎動物ではそのようなメカニズムの存在は知られていな

かった.そこで，悶Aの二次構造形成による排他的スプラインシング機構が左右相称動

物 (bilateria)に普遍的に存在するものかどうかを調べるため，ヒトの転写産物の網

羅的比較解析を行った.まず，この比較解析から 118の排他的スプライシング座位を見

出した.次に，これらの座位についてイントロンの二次構造形成能を調べたところ，

砂1JaJJJinl遺伝子において，排他的スプラインシング機構と合致する二次構造を同定し

た.この三次構造を形成する配列は他の噛乳類の対応するゲノム阻列においても保存し

ていることから，進化的な選択圧，すなわち機能的な働きを担っていることが示唆され

た.さらにこの配列はスプライス制御因子である FOX1，2の結合モチーフを含んでいる

ことから， FOX1，2の結合と剛Aの二次構造形成が競合することでエクソン選択の排他

性を保証している，というモデルの提唱に至った(Suy祖 a，2013). FOX2については

CLIP-seqのデータが公開されており，そのデータからもこのタンパク質と dynaJJJinlの

転写産物との結合が示されており，今回提唱したモデルのさらなる傍証となっている.
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B. ラット腎臓における 8-オキソグアニンのゲノムワイドな分布の解析

8-オキソグアニン(8-oxoG)は，もっとも存在頻度の高いDNA損傷の一つで，活性酸素に

よる酸化損傷により生成することが知られている.ゲノム中のグアニン 105-106個あた

り一つの割合で存在すると言われている.これまで染色体スケールでの解析がなされて

いるが，より解像度の高い解析は行われていなかった.そこで，名古屋大学医学研究科

の豊圃伸哉教授との共同研究で，ラット腎臓における ChIP-on-chipによる 8-oxoGのゲ

ノムワイドな分布の解析を行った.その結果， 8-oxoGは遺伝子の少ない，所謂Hgene

desert'に多く見られることが明らかになった.このことは，転写される部位で能動的

に修復される可能性を示しているため，遺伝子の発現強度と 8-oxoGの存在割合との相

関の解析を行った.その結果，相聞は認められず，転写と共役した修復が関与している

可能性は少ないと結論付けた.次に， 8-oxoGのゲノムワイドな分布を説明するための

因子として，染色体の核内構造に着目した.なぜなら，染色体上で遺伝子の密度が高い

ところは核の内部存在し，遺伝子が少ないところは核膜周辺に存在することが知られて

いるからである.染色体は，間期の核内において固有のほどけ方をしている.この「ほ

どけ方」はクロモソームテリトリーと呼ばれ，個々の染色体に特異的な蛍光を用いた

FISH法により明らかにされてきた.さらに，近年のハイスループット解析の進展に伴

い，染色体が核膜近傍のラミナと相互作用する部位(ラミナ会合部位;

lamina-associated domains; LADs)が同定されるようになった.そこで， 8-oxoGとLADs

との対応を調べたところ，強い正の相闘が認められた.このことは， LADsにおいて

8-oxoGが生成しやすいことを示している.その解釈として， (1) LADsは核膜近傍に存

在するので，外部からの酸化損傷にさらされやすいために 8-oxoGが生成しやすい，あ

るいは (2)LADsはヘテロクロマチンを形成しやすいため，コンパクトな構造をとっ

ており， OGG1などの修復酵素の接近が阻害されているために 8-oxoGの修復がされにく

く，そのために 8-oxoGが多く存在する，というこ通りが考えられる.

c.遺伝子発現情報を利用したヒストン修飾領場の同定法の開発
ChIP-Seq法は，クロマチン免疫沈降 (ChIP)法で回収した DNA断片をシーケンシング

することにより，タンパク質が結合するゲノム領域を決定する技術である.解析対象は，

転写因子結合領域だけでなく，ヒストンメチル化などエピジェネティックな修飾領域ま

で多岐にわたる.ChIP-Seqデータを解析するために， リードが集積しているゲノム領

域(ピーク)を検出するプログラムがよく使われている.これまでに様々なプログラム

が開発されている中，転写因子の結合で見られるようなシャープな形状のピーク検出が

得意な解析プログラムは比較的多く，ヒストン修飾領域のようにブロードな形状のピー

クを得意とするプログラムは僅かしかない.そこで我々は，ヒストン修飾のピーク領域

を検出するための解析手法を開発している.ヒストン修飾の違いによって，ゲノム上の

狭い範囲で変化が見られる場合もあれば，その変化が広範囲にわたる場合もある.我々

の解析アプローチは，遺伝子発現情報を利用して，それぞれのヒストン修飾の情報を最

大限に抽出できる最適なゲノム領域のサイズを見つけ出す，というものである.その後，

そのサイズにゲノム領域を分割して，リードの集積を計算する.これまでに，ヒトのヒ
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ストン修飾のサンプルにおいて，既存のプログラムでは解析困難であった ChIP-Seqデ

ータからも，特徴的なピーク領域の検出に成功している.今後は，計算機的にリード配

列を生成することで，データ中のノイズに対して本方法がどれくらい有効であるか，と

いった検証を行う予定である.

D. ゲノムアライメント探索プログラムの開発

次世代シーケンサーをはじめとした技術の進歩にともない，新規生物種のゲノム配列決

定が急速に進んでいる.すでに 100種以上の脊椎動物のゲノム配列が明らかとなり，そ

のゲノムアライメントが公開されている.このようなゲノムアライメントは，その中に

遺伝子発現制御配列などが強く保存した形で見られるため，それらの同定の上で非常に

有用なものである.しかし，アライメントデータは，計算機の内部では特殊なフォーマ

ットで書かれているためそのままでは人が見て解釈するのは難しく，さらに，そのファ

イノレサイズも膨大なため，注目するゲノム部位におけるアライメントを得るのは容易で

はない.そこで，これらの問題を解決するためのゲノムアライメント探索プログラムの

開発を行った.このプログラムにより，アライメントデータを高速アクセスが可能なフ

ォーマットへ書き換え，得られたアライメントを目で見て解釈しやすいように加工して

出力することが可能になった.現在，一般の研究者の利用に供するため，ウェプサーバ

の開発を進めている.さらに，今後はこのプログラムを活用して，脊椎動物ゲノムに関

する分子進化学的解析が進むことが期待される.

E.共同研究
次世代シーケンサーの普及に伴い，実験系研究者の聞でも大規模なデータ解析に対する

需要が急増している.本研究室は，生体防御医学研究所内や学内の研究室との連携をは

じめ，理化学研究所免疫アレルギー科学総合研究センター，山口大学，基礎生物学研究

所，東北大学などの研究室と，主にデータ解析の上での共同研究を行っている.また，

国際ヒトエピゲノムコンソーシアム(IHEC)に参加している生体防御医学研究所の佐々

木裕之教授が率いるチームの一員として，東北大学，国立成育医療センターとの共同研

究でヒトの生殖・発生に関わる細胞のエピゲノム解析を進めている.その中では特にデ

ータの取りまとめとその解析を担当している.

具体的な共同研究として，エクソーム解析による疾患原因変異の探索を複数の研究室

と共同で進めているので，それについて述べる.エクソーム解析は晴乳類ゲノムの約

1%に相当するエクソン領域だけを濃縮することで，遺伝的変異が表現型に強く影響し

そうな遺伝子領域のみを効率的に，かっ，全ゲノム配列決定にくらべて十分な深度で，

配列決定を行うものである.近年，遺伝的疾患の原因変異の同定において，目覚ましい

進展をもたらしている.そこで得られるデータは膨大で，その中から原因変異を同定す

るには，様々なバイオインフォマティクス関連ツールの応用が必要である.そこで，一

連のデータ解析を効率的に行うためのパイプラインの整備を行った.このパイプライン

により，エキソーム解析の元データから得られる数十万におよぶ変異データから，効率

的に疾患原因と考えられる変異への絞り込むことが可能となった.今後は，前節で開発
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したゲノムアライメント探索プログラムの活用をはじめ，たとえばRNA-seqからの遺伝

子発現や転写産物構造も加味した解析により，さらに効率的な原因変具の絞り込みを目

指す.
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1. 佐藤哲也，大川恭行，須山幹太 (2013，5/31).

遺伝子発現情報を利用したヒストン修飾領域同定法.

第7四日本エヒ・ジェネティクス研究会年会，奈良.

2. 須山幹太 ο013，917).

ゲノム情報解析にもとづく性差構築機構の解明.

新学術領域研究「性差構築の分子基盤」第5回領域会議，佐賀.

3. 馬場崇，大竹博之，佐藤哲也，宮林香奈子，宍戸祐里莱，嶋雄一，大川恭行，須山幹太，

諸橋窟一郎 (2013，11/16). 

Ad4BP/SF-lレギュロンによる統括的なステロイドホノレモン産生制御.

第 21四日本ステロイドホルモン学会学術集会，大阪.
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7. 佐藤哲也，大川恭行，須山幹太 (2013，1215). 
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Cbx21M33ノックアウトマウス成長期における長管骨形成異常.

第 36回日本分子生物学会年会，神戸.

10. 宮林香奈子，嶋雄一，佐藤哲也，馬場崇，大竹博之，大J11恭行，須山幹太，諸橋窟一郎 (2013，

12/8). 

胎仔型ライディッヒ細胞における遺伝子発現プロファイルの経時的変化.

第 17回日本生殖内分泌学会学術集会，東京.

11.佐藤哲也，大川恭行，須山幹太 (2014，1/31). 

RNA-seqデータを利用したヒストン修飾領域同定法.
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域会議，福岡.
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システムコホート学分野

Division of System Cohort 

准教授:山西芳裕

Associate Professor : Yosh血iroYamanishi， Ph.D. 

システムコホート学分野では，生命科学において重要な様々な分子(遺伝子，タンパ

ク質，低分子化合物，薬物など)を解析するためのバイオインフォマティクスや，生命

システムをネットワークとして理解するシステム生物学の研究を行っている.特に，ゲ

ノム， トランスクリプトーム，プロテオーム，メタポローム，ブェノームなどの異質な

オミックスデータを統合解析し，様々な分子間相互作用ネットワーク(タンパク質問相

互作用，代謝パスウェイ，タンパク質リガンド相互作用，薬物・標的タンパク質問相瓦

作用など)を解析および予測する統計手法を開発している.また医療や創薬への応用で

は，ケモゲノミクスや薬理ゲノミクスに基づく薬物の標的分子や副作用の大規模予測，

既存薬の適用拡大を目指すドラッグリポジシヨニングを行っている.

システムコホート学分野はテニュアトラック制度で 2011年 3月に発足した研究室で

あり，情報生物学分野と連携して研究活動を行っている. 2013年度は，山西芳裕(准

教授)，岩田浩明(学術研究員)の 2名で研究活動を開始し， 10月に津田隆介(学術研

究員)が加わった.

A.分子聞相互作用ネットワークの予測アルゴリズムの開発

生命のはたらきとは，多数の様々な分子が複雑に相互作用したネットワークのシステ

ムとして実現されるものである.しかしながら，遺伝子制御ネットワーク，代謝パスウ

ェイ，タンパク質問相互作用などの分子間相互作用ネットワークはほとんどが未知であ

るため，それらを網羅的に予測することは挑戦的な課題である.これまで我々のグルー

プでは，遺伝子やタンパク質に関する様々なオミックスデータからタンパク質問の機能

的な相互作用ネットワークを予測する統計手法の開発を行ってきた.

本年度は，代謝パスウェイに焦点を絞り，メタポロームスケールの多数の化合物のセ

ットから酵素反応ネットワークを自動生成する方法を開発した.まず，化合物の化学構

造をブインガープリントと呼ばれるデータ構造(部分構造を持っかどうかを 1または0

で表すバイナリベクトル)に変換し，フィンガープリント聞の差分によって化合物ベア

の化学構造の違いを表現した.これに基づき，任意の 2つの化合物(化合物ベア)が酵

素反応で互いに変換されうるかを教師付き分類器によって予測した.予測精度は，

PubChemなど既存のフィンガープりントでも好成績を得た.更に，より複雑な化学構造

を捉えるため， KCF-S (KEGG Chemical Function and Substructure) という新しい化合

物の記述子を提案し，それを酵素反応ネットワーク予測に応用することを提案した.既

存のブインガープリントに比べて，予測精度が大幅に向上することを示した.
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B.薬物の標的タンパク質の予測

多くの薬物は標的とするタンパク質などの生体分子との相互作用を介して，薬効や副

作用という形で人体に影響を及ぼす.そのため，薬物・標的タンパク質問の相互作用の

網羅的同定は，医薬品の開発過程において最重要課題である.ポストゲノム研究では，

ゲノム，トランスクリプトーム，プロテオームなどの遺伝子やタンパク質に関する大量

のオミックスデータが得られるようになってきた.同時にハイスループットスクリーニ

ングなどの技術の発展によって，膨大な数の化合物や薬物に関するケミカル情報や生理

活性情報も蓄積されている.我々は，これらの様々なオミックスデータを有効活用し，

複数のタンパク質を同時に標的とする多重標的薬の特徴とその薬効・副作用を分子間相

互作用ネットワークの観点から理解することを目指している.

B. ケモゲノミクスの手法

本研究では，薬物の化学構造情報とタンパク質の阻列情報の融合解析を行う「ケモゲ

ノミクス」の枠組みで，薬物・標的タンパク質問相互作用ネットワークを予測するため

の手法を開発した.薬物の化学部分構造，標的タンパク質の配列情報，薬物と標的タン

パク質相互作用ネットワークの聞の相闘を検証し，相互作用に重要と考えられる薬物の

化学部分構造とタンパク質の機能ドメインのセットを抽出した.更に，薬の部分構造と

タンパク質の機能ドメインの組み合わせに基づいて，薬とタンパク質の問の潜在的な相

互作用を予測する手法を開発した.提案手法を，酵素，イオンチャネル.G蛋白質共役

型受容体，核内受容体など様々なタンパク質から構成される相互作用ネットワークに適

用し，その有効性を示した.また薬物に限らず膨大な数の化合物にも適用可能にするた

め，提案手法のアルゴ、リズムを改良し，任意の化合物を多数のタンパク質に対して同時

スクリーニングできるように発展させた.

b.薬理ゲノミクスの手法

本研究では，薬物の薬理作用情報とタンパク質の阻列情報の融合解析を行う「薬理ゲ

ノミクス」の枠組みで，薬物・標的タンパク質問相互作用ネットワークを予測するため

の手法を開発した.薬物の副作用プロファイルとタンパク質の配列プロファイルから薬

物・標的タンパク質問相互作用ネットワークを予測する統計手法を提案し，クロスバリ

デーション実験でその有効性を示した.薬物の分子は本来目標とした標的タンパク質に

のみ結合するとは限らず，本来目標としていない複数のタンパク質に結合し，予想外の

薬理作用を起こすことがある.副作用プロファイノレの利用は，そのような本来目標とし

ていないオフターゲットのタンパク質を予測するのに特に有効であることを示した.化

学構造に基づくケモゲノミクスの手法との比較を行い，化学構造に依存しない標的タン

パク質の予測ができることを示した.

c. ドラッグリポジショニング
新しい薬を完成させるためには膨大な資金と時聞が必要であるが，近年のハイスルー

プットスクりーニングやコンピナトリアノレケミストリーなどの技術の進歩にもかかわ
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らず，年々認可される新薬が減少しているのが現状である.このような新薬開発の行き

詰まりを打開する方法として，既存薬の新しい効能を発見し，その既存薬を別の疾患治

療薬として開発する研究， rドラッグリポジショニング (Drugrepositioning) Jが注

目されている.既存薬はすでにヒトでの安全性や体内動態が確認されており，化合物製

造法などの情報を利用できるという特長がある.そのため開発工程を大幅に削減でき，

承認されるまでの期聞が短く，また低コストで新薬の開発が可能となる.

本研究では，薬物に関するケミカル情報や薬理作用情報，疾患に関するフェノタイプ

情報やノ〈スウェイ情報などの網羅的データを有効活用し，潜在的な薬物の効能を予測す

るためのインシリコ手法の開発を行った.薬物の効能は薬物と疾息の関連として捉える

ことができるが，薬物と疾息は必ずしも 1対 1には対応していない.つまり， 1つの薬

物が複数の疾患に効くこともあれば， 1つの疾患に対して複数の薬物が開発されること

もある.ここでは，ドラッグリポジショニングの問題を多数の薬物群と多数の疾息群の

聞の関連ネットワークの予測問題に帰着させ，そのアルゴリズムを開発した.提案手法

を，日本や欧米で承認されている全ての薬物(約七千個)に適用し，潜在的な効能の大

規模予測を行った.例えば，糖尿病の薬が乳がんに，骨粗しよう症の薬が小細胞肺がん

に，眼科用の薬が急性骨髄性白血病に，血小板凝集抑制薬がアノレツハイマー病に効くと

それぞれ予測され，それらの妥当性は近年の文献や臨床報告で確認できた.現在は，文

献で確認できなかった薬物と疾患の組み合わせの妥当性を検証している.また新しい効

能に関連している標的タンパク質や標的パスウェイの同定を行っている.
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薬物の潜在標的分子と新規効能のインシリコ予測.

共進化社会システム創成拠点フォーラム，東京.

9. 山西芳裕 ο014，3/20).
ドラッグ・リポジシヨニングのためのイン・シリコ手法.

千里ライフサイエンス振興財団専門実務セミナー「新規効能治療薬の創製~ドラッグ・リ

ポジショニングを用いて.......J.大阪.
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防御分子構築学分野

Division of Molecular Design 

1.客員教授:藤博幸 Professor : Hiroyuki Toh， Ph.D. 

当部門では、バイオインフオマティクスを用いた研究を行なっている。研究対象は、主

にタンパク質であり、その配列や立体構造などを用いて、それからの機能情報の抽出の

ための方法の開発と、その応用研究を行なっている。いずれのタイプの研究においても、

進化的視点からの情報解析を実施している。

A. デングウイルスのエンベロープタンパク賀の分子進化解析

デングウイルス (denguevirus)は、南アジアや南東アジアにおいて見られる主要な感染

症の原因であり、蚊によって媒介され、毎年5千万人から 1億人程度の感染が報じられ

ていている。デングウイルス感染の症状は、デング熱とよばれる中程度のものから、デ

ング出血熱とよばれる重度で生命を脅かすものまである。デングウイルスはフラピウイ

ノレス科に属しており、一本鎖プラス RNAのゲノムを持つ。ウイルス RNAは、キャプシド、

膜、エンベロープタンパク質によって被包されている。エンベロープタンパク質の立体

構造は決定されており、 3つのドメイン、 ED1，ED2， ED3よりなることが知られている。

宿主細胞の細胞膜上のへパラン硫酸が、ウイルス受容体として働くと考えられているが、

エンベロープタンパク質のED3ドメインがヘパラン硫酸と相互作用し、また ED2ドメイ

ンのループの 1つがウイルス粒子と細胞膜の融合に関与している。また、 ED3にはデン

グウイルス特異的なエピトープが含まれており。このドメインが宿主の抗体との相互作

用にも関わっている。これらのことから、エンベロープタンパク質がデングウイルスの

感染において重要な役割を演じると考えられている(図 1、 (a)， (b))。

デングワイルスからは、 4つの異なる血清型(DEN1，DEN2， DEN3， DEN4)が同定されて

いるが、これら 4つの血清型の聞の DEN3の配列一致度は70.... 89覧と比較的高く、これ

らの三次構造は非常に類似するものと期待される。一方、それらの聞のアミノ酸の違い

は、それらの問の構造安定性に違いをもたらすと考えられるが、このような観点からの

解析は十分には行われていなかった。東京農工大学工学部生命工学科の黒田裕准教授の

グループは、このような観点から、デングワイルスの異なる血清型の ED3について、熱

力学的安定性の計測やX線結晶構造解析を行った。藤は、黒田准教授のグループのElahi

の分子系統解析を指導し、 ED3の進化的解析を実施した。

- 128一



図 1

(a) エンベロープの構造(PDBID: 1 UZG) (b) ED3の構造 (PDBID: 3WE 1) 

(c) ED3ドメインの構造(PDBID: 3WE1)。図中左および右の空間充填モデルはそれぞれ

残基位置310.387のアミノ酸を表す。

進化の過程において、その構造上の安定性に影響するアミノ酸置換は、それに近接する

アミノ酸置換によって、その影響がキャンセルされ、安定性が維持されている場合がし

ばしば観察されている。このような変異は相補的変異(compensatorymutation)と呼ば
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れている。そこで、黒田らのグループで決定された DEN4ED3の立体構造と、 4つの血

清型の ED3のアミノ酸西日列を利用して、相補的変異が生じているサイトの候補を探索し

た。まず、構造上埋もれている疎水性のアミノ酸の中で、 4つの血清型間で保存されて

いないものを選択すると 10個のサイトが同定された。次にこの 10個のサイトのそれぞ

れに対して空間的に近接している (α炭素問距離で 10A以下)アミノ酸を同定し、 16個

のアミノ酸ベアを相補的変異が生じうる場所の候補とした。黒田らは、この 16ベアの

サイトに対して、その一方を4つの血清型のアミノ酸に変化させたモデル構造を構築し、

そのロータマーについて構造的なぶつかりが生じうるかを検討した。強い衝突が観察さ

れたのは、アミノ酸残基位位置 310/387，335/367の2ベアのみであった。しかし、 4

つの血清型間での構造的な相補性が観察されるのは前者のみであった。 ED3の構造が決

定されている DEN3とDEN4では、310/387はそれぞれVal/IleとMet/Leuとなっており、

size-switchタイプの相補的変化が起きているように見える。そこで、この二つのサイ

トに着目して解析が行われた(図 1(c))。構造の決定されている DEN3および DEN4の

ED3のアミノ酸残基位置 310/387のアミノ酸を、実際の血清型に見られるアミノ酸に、

一つずつ、あるいは二個を同時に変異させ、その融解温度が計測された。すると、 DEN3

の 1387L，V310Mの融解温度が大きく低下し、熱力学的に不安定化していることがわか

った。モデル構造の解析から、前者では疎水コアに小さな穴が形成されること、また後

者では側鎖のぶつかりが大きいことが示唆され、これが安定性の低下の原因であると考

えられた。

これらの結果を、実際の4つの血清型の進化の観点から解釈するため、分子系統解析

を行った。この解析では、アミノ酸の代わりに、 ED3の塩基配列を用いた。分子系統解

析は、最尤法で行われ、トポロジーの信頼性はブートストラップ解析で確認された。こ

の解析にはPhyML(http://www.phylogeny.fr)を使用した。また、系統樹の上の内部節

に対応する祖先配列を ASR(http://www.datamonkty.org) を用いて推定した。推定に

あたって、 PhyMLにより得られたトポロジーが仮定された。

図2に推定された最尤系統樹を示す。この系統樹は4タクソンについての無根系統樹

として構築されている。そのため、この系統樹からはノレートは決定できない。しかし、

アミノ酸レベルで、アウトグループとして他のブラピウイルスの対応する配列を含めて

分子系統解析を行ったところ、デングウイルスの血清型については同じトポロジーが得

られ、そのノレートは、この図の NODEOとNODE1の枝の上に推定されていた。この系統樹

では、デングウイルスの血清型は大きく DEN4，DEN2のグループと DEN1，DEN3のグルー

プに分かれている。この最尤系統樹のトポロジーのブートストラップ確率は97覧であっ

た。
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NODE 0 (Met(ATG: Leu/CTC) 

NODE 1 (Val/GTG: Leu/CTC) 

DEN3 DENl 

(Val/GTC: Ile/ATC) (Val/GTG : Leu/CTA) 

DEN4 

(Met/ATG : Leu(CTC) 

DEN2 

(lIe(ATA: Leu/CTC) 

園2 デングウイルスの4つの血清雲の ED3についての塩基配列に基づく分子来続舗

とアミノ酸サイト 310、387の推定祖先コドン

このトポロジーに従って、 2つの内部飾 NODE0とNODE1に対応するアミノ酸サイト

310、387のコドンの厳基配列の推定を行った.表1に、 ASRによる祖先塩基の錐定結呆

とその支持率を示す。複数の祖先塩基が推定されたサイトもあったが、それらの支持率

はきわめて低かったため、図2および表1では最も支持率の高かった溢基のみを示して

いる.

310/387の祖先アミノ酸が Met/Leuだとした時に、間胞のぬl/Ileに至るパスは次

の2種類が考えられる。

Pathl: !.Iet/Leu -一一一一一今 川 /Leu - -7 Va1/I1e 

Path2: !.Iet/Leu -一一一一一今 Met/Ile - 今 Va1/I1e 

分子系統解析は、 Pathlを支持しているが、これは黒田らの熱力学的な安定性の実験結

果と合致する。 D剛 3 即の 310/387の融解温度は、 D闘 3E関の変異体恥t/Leuに対し

てぬl/L倒への変化では4.8'" 4.9
0 程度の融解温度の低下が生じるが、 Met/Ileへの

変化による融解滋度の低下は9.1 '" 11.1
0 と非常に大きい。 Val/Leuからぬ1ノIleへの

変化では5.5'"5.グ程度の融解温度の上昇が、またMet/Ileから Val/Ileへの変化で
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は 9.8-11. 10
の上昇が観察されている。しかし、中間型での安定性の大きな低下か

ら、 Path2ではなく Path1が生じやすいと考えられ、これは祖先配列推定の結果と一致

している。B100met a1. (2006)やTokurikiand Tawfik (2009)の論文の中で、球状タ

ンパク質はその進化の過程で熱力学的安定性が維持されることが理論的に示唆されて

おり、今回の解析結果はそのような仮説を支持する結果となってる。

Marginal Sample 
Residue Arnino Acid Joint Oecided 

NODE ID Nucleotide Nucleotide 
Position at the NODE Nucleotide 

(Support) (Support) 

A A (0.85) Aω.88) 

。 Met T T (0.99) T (1.00) 

G G (0.78) Gω.89) 
310 

G G (0.88) Gω.92) 

Val T T (0.99) T (1.00) 

G G (0.93) G (1.00) 

G C (0.95) C (1.00) 

。 Leu T T (0.99) T仰.88)

c C (0.94) G仰.98)
387 

c C (0.92) G仰.98)

Leu T T (0.99) T (1.00) 

c C (0.85) C仰.70)

表 1 ASRによる内部節の塩基の推定結果。最も支持率の高いもののみを示す。

本解析でもう一つの重要な点は、デングウイルスの DEN3とDEN4の ED3に見られた

size switchタイプの変化が、 correlatedmutationあるいは coevolutionの結果では

ない点である。もし、 310/387のサイトへの突然変異に伴う熱力学的安定性の低下がワ

イルス生存に重要なファクターであれば、図2に示しているように一つずつ置換が生じ

るのではなく、二つのサイトで同期して相補的な変化が生じると考えられる。 Path1に

示した NODE1の中間型 Val/Leuの安定性は低下しているが、その低下は 4.8-4.9。

程度であり、このくらいの不安定化は中立あるいはほぼ中立な変化として受け入れられ

たのであろう。その後、 DEN3に至る仮定での新たな変異の獲得で、安定性を回復して

おり、この段階で size-switchタイプのパッキングの再構成が生じたと考えられる。
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DEN3とDEN4のED3のみを見ている限りは、 compensatorymutationが起きたように見

えるが、このことは corre1atedevo1utionの解析にあたって、現在の阻列のみに基づ

く解析の危険性を示唆すると同時に、祖先配列推定を含む分子系統解析の重要性を示し

ている。一方、分子系統解析では、全てのサイトが独立していると仮定した手法がほと

んどであり、残基間相互作用が考慮されておらず、 correlatedevolutionの解析にあ

たっての理論的な背景もまだ不完全であるといえよう。

本解析の結果は、 E1ahi et a1 (2013) で報告した。本報告中の図表は、この論文中

およびサプリメント中の図表を改編したものである。本年度は、これ以外に、東京電機

大学の根本、九州大学の山西らとともに GPCR相互作用予測手法の開発、大阪大学の大

安、産総研の杉原とともに、ケモカイン受容体の機能差の解析、大阪大学の大安ととも

にレトロエレメント由来遺伝子の非コード領域の解析、また産総研の油谷とともに酵母

の細胞周期に関する遺伝子ネットワーク予測などの研究を行った。
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11.客員准教授:松本明郎 AssociateProfessor : Akio Matsumoto， M.D. Ph.D. 

当部門では，生体におけるガス状分子による生理機能の制御と，その破綻に基づく病

態形成について，基礎的な研究を行っている.なかでも，ー酸化窒素 (NO)によるタ

ンパク質翻訳後修飾 (Sーニトロシル化)の形成と，シグナノレ伝達機構における生理的

役割の発現・制御機構を分子レベルで解析することに主眼をおいている.

A. S-ニトロシル化修飾を介した細胞間シグナル伝達

NOは， NO合成酵素 (NOS)により産生され細胞内液に溶解するが，ガス状分子

の特性から脂質にも溶解し，細胞膜を通り隣接細胞へ拡散する.またNOは不対電子を

有するためタンパク質チオール基と可逆的に結合し， Sーニトロシル化 (SNO化)反

応を惹起する.SNO化反応はリン酸化修飾に類似した生理的機能をもち，シグナル伝

達やその制御機構として機能する.さらにSNO化異常(過剰や不足)は，気管支暢息・

肝がん・脳神経の発生や分化などと密接に関わっており， NO/SNO分解酵素の活性

が病態生理的にも重要であることが示されてきた (Hess，Matsumoto et a1. Nature Rev 

Mol Cell Biol 2005). 

NO分子は，拡散により細胞膜を通過し，細胞質へ入り込んだ後，様々なタンパク質

とNOの西日位反応(ニトロシノレ化反応)を生じ，タンパク質機能を調節する.例えば，

NOは可溶性グアニノレ酸シクラーぜ (sGC)のへムに配位(ニトロシノレ化)し活性化

する.その結果，細胞内 cGMP濃度が増大し， PKGを介したシグナルが増強される.

一方， SNO化されたアミノ酸やタンパク質もシグナルを隣接した細胞へ伝えることが

知られている.しかし， NO分子に比べて分子量が大きなSNO化タンパク質が細胞膜

を自由に通過し，隣接した細胞へ直接侵入するとは考えにくい.実際，細胞内での SN

Oプールを形成しているニトロソグルタチオン (GS NO)やSNO化タンパク質は，

システインにNOを引き渡し (SNO交換反応:Transnitrosylation)，ニトロソシステ

イン (CysNO)を形成する.このCysNOが細胞膜に存在するアミノ酸トランス

ポーター(主にLAT)により細胞内へと導入され，細胞間でのSNOシグナル伝達が

行なわれることが明らかになった.現在，細胞聞でのNOの移動により構築されている

生理的な機能制御メカニズムについて，血管系をモデル組織として検討をすすめている.

B.水素分子に対する生体反応の機序

生体に作用するガス状分子としては，呼吸に関係する酸素・二酸化炭素をはじめ，一

酸化炭素・硫化水素・水素など多くの分子が知られるようになった.従来扱われてきた

様な高濃度のガス状分子は，酸素も含めて生体障害性を示すことが多い.しかし実際の

生体内では多くの場合，産生濃度は極めて低く制御されており，産生部位と作用部位が

近接しているなどの物理的な機序を介することにより，生理機能の構築に深く関わって

いることが知られてきた.
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近年，ヒト生体内には産生酵素が存在しないものの，外部から取り込まれた水素分子

がヒト組織内部において様々な生理作用・治療効果を示す報告がなされてきた.なかで

も，九州大学薬学部(野四百美准教授)と生体防御医学研究所(中別府雄作教授)から

報告された，パーキンソン病モデルマウスの脳組織におけるドパミン産生神経の脱落が

水素水の経口投与により改善されるという報告は，その後，ヒトパーキンソン病患者で

も水素水投与が臨床症状を改善させる報告(順天堂大学)によって検証され，臨床展開

も含めて幅広い社会的関心を集めた.しかし，マウス飲水中に含まれる水素濃度が従来

用いられてきたものよりも 10分の 1以下と低濃度であり，脳内への水素の移行も確認

出来ないなど，その作用機序の解明が期待されていた.

生体内におけるガス状分子は，標的分子と直接反応する事により効果を発揮すると考

えられてきたため，水素分子に関しても標的組織(脳)における作用分子(水素)の存

在が機序を明らかにするための前提とされていた.しかし，これまでの水素分子に関す

る研究成果を集約すると，飲水中に溶解させた場合に認められる効果(抗パーキンソン

病)と，肺から気体として取り込まれた場合に効果が認められる病態(抗虚血再濯流障

害)が独立していた.そこで，生体内での飲水の最初の貯留臓器である胃に着目し，水

素分子が他のシグナル因子を惹起する事により，脳においてドパミン産生神経の保護作

用を発揮する仮説を検証することにした.

胃は消化器官であるが，同時にガストリン・グレリン・ソマトスタチンなどのホルモ

ン産生臓器でもある.そこで，水素水を飲水させたマウスの胃における遺伝子発現を検

討したところ，水素水飲水によりグレリン遺伝子が有意に上昇する事が明らかになった.

また，胃における遺伝子発現量に相関して血中グレリン濃度も上昇し，水素水によるグ

レリン産生充進作用が明らかになった.また，交感神経8受容体が水素水によるグレリ

ン産生克進に関与している事も薬理学的に明らかになった.脳にはグレリン受容体が存

在し，体循環に投与されたグレリンが抗パーキンソン病効果を示す事が既に報告されて

いる.そこで，水素水飲水によるドパミン神経脱落抑制効果が胃から産生されるグレリ

ンによっていることを示すため，水素水投与時にグレリン受容体阻害薬や日受容体遮断

薬を併用したところ，水素水の飲水効果が消失した.これらの成果を総合し，水素水飲

水は胃におけるグレリン産生を介して抗ノfーキンソン病効果を示すと考えられた.今後，

ヒトにおける水素水飲水とグレリン産生充進などが明らかにされていく事が期待され

る.

水素分子による生体作用に関しては現象の報告のみが先行していたため，水素分子の

作用機序を科学的に明らかにする事が多方面から望まれていた.また，一般社会におい

ても水素の効用が話題になる事もあるが，一方で非科学的な拡大解釈が行なわれている

事も事実である.一般社会に対して科学的な理論・知識に基づく論拠を提供する事も医

学的には極めて重要である.今回の研究成果が，社会への知の還元にもつながる事を期

待している.

本研究は，九州大学ヌクレオチドプール研究センター(中別府雄作教授)病態制御研

究部門(薬学研究院病態生理学分野:山藤芽美さん，野田百美准教授)の共同研究，生

体防御医学研究所共同利用課題(千葉大学医学部薬理学)としても実施された.
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防御システム再生学分野

町吋sionofR暗~erationBiology 

客員教授:稲葉鶴次

Profe剛，r: KenjiIn油a，Ph.D.

当研究室では、車剛包におけるタンパク質品質管理システムの作用機序を構造生物学、生化学、細

胞生物学的アプローチにより深く瑚辛することを目指している。中でも、タンパク質の立併髄

形成において重要な役割をもっジスノレフィト糖合の形成・異性化及て朋裂に関わるレドックス因

子について、分子構造レベルから糊包レベルまで詳細かつ網離句湖院を展開している。近年の

研究により、ヒト細胞の小胞体において、当初考えられていたよりもはるかに複雑なジスルブイ

ド結合形成のためのネットワークが張り巡らされていることが明らかとなりつつある。当研究室

では、各レドックス経路について構湖育報に基づく生化争均およて細胞生物判慨究を幅広く進

めており、中でも、民庄見つかったPDI酸化酵素Peroxiredoxin-4を起点としたジスルフィド結

合導入経路の構造機自鵠斬において大きな進展があった。さらに小胞体ーゴルジ体聞のpH勾配を

利用し、小胞体タンパク質ヰ味成熟剣必タンパク質のゴルジ体から小胞体へのリテンションを担

うPDIファミリータンパク質ERP44について系統的な生化学解析を行い、そのpH勾配に依存し

た機能発現制胸機構をアミノ酸レベノレで解明した。これら成果について、槙数の論文を発表する

に至っている。

人事面では、平成25年度4月に稲葉が東北大学多元物質科学研野斤に教授として異動した。 4

月と 10月の二回にわたり引っ越し作業を行い、現在は研究室樹首もほぼ完了し、新たな研究を

展開している。

A.新規ジスルフィト噌拾形成因子 Prx4を起点とした酸化的フォールディング経路の

構造と作用機序に関する研究

小胞体内で合成されるタンパク質の多くはジスルフィト精合の導入を伴う酸化的フォーノレデ、イ

ングを受けると考えられており、その基質には種々の細胞表層受容何人免疫グロプリン、血液凝

固因子、インスリンなどが知られる。これまで真核生物におけるタンパク質のジスルフィト潜合

の形成は主として基質にジスルフィト糖合を導入する proteindisulfide isomerase (PDI)と

PDIを再酸化する酵素田 oxidoreductin1 (&01)により行われると考えられてきた。しかし近

年Er01以外の PDI酸恒鯨が相次いで同定され、高等軍側醐包の小胞体にはジスノレフィト糖合

形成のための複数の酸化経路が複雑なネットワークを形成しているという新たな概念が確立さ
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れつつある。

我々は新規に見つかった四I酸位練peroxire似 in-4加叫を介したジスルフィト帯合導

入経路の同定と機有国協活l防解明を目的として萄院を進めた。その結果、世01はPDIを特異的に

酸化するのに対し、Prx4はPDIファミリータンパク質のうち勘46~ P5の醐包に特化した酸化

酵素であることを明らかにした。また四Iは基質に正しくジスルブイト帯合を導入するのに対し、

P5あるいは回凶は剛よりも高効率にジスルフィト潜合を導入するものの、Eしいジスルフィ

ト瀧合を選択的に架ける能力には欠けることがわかった。これら異なる複数の酸峰至路同独立し

て哨働く仲わけ肘で』悦似枕胤く、協同酬糊叫剰鮒鮒句悦にこ哨簡附凶脚プ 凹…8叫u

オ;t--Jげげインげグ剖雌す拘ることも明ら均糾ヰこし比たそ γ旦 也竺~O， 叩勺T ~ )

の結果呆、 図11にこ示す打咽南輔割且敢細胞の4小、姻胞体似tにこおける V l //，，斗勾，れi'¥¥ 、
E副主血血 ，-'--- ~I a且担恒....a凪墨1 _- ーブ~

劇的フォーザイングネットワークのモデルを提 10---e くろ@@
唱するに至っている。

さらにb叫による PD!ファミリータンパク質の

誌噌機構についても生化判鴻開?を進め、相掃が

f1)!ファミリータンパク質をチオレドキシンドメイ

ン単位で認識することを明らかにした固さらに P5

のチオレドキシンドメインとPrx4の樹蛸3位シス

テインを含むC末端tail領域反犠合体の結是縛造を

2.1A分解能で解くことにも成功し、これにより

Prx4によるチオレドキシンドメイン認識の詳細な

分子機構鵡朝された。

¥ーーー-y-'

告示 iflA 
ml$fc>ldOd 

…γ⑨
バツ
ル

間

協山

一
一円

圏1o輔且醐噂盟関IJ咽嗣こおける町制

フォーJレディングネットワーク

B. ERP46とPDIの異なる構造と梅能的役割に関する研現

日商事l重機醐珊包の'/J世包体には20種類以上のPDIファミリータンパク質が存在するが、個々の因子

の生理院蛾能はほとんど何月されていない。育櫛で述べたように、新たに見つかった町勝目捧

素Prx4はERP46に対して極めて高い醐げ副生を有することを我冷は明ら糾とした。そこて坤研

究では、助絹およびh 今回凶複合体の構造機齢斬を進め、Prx4と勘46を介しだ顕へ

のジスノレブイド導入経路の構造基盤を確企するに至った。ERP46は3つのチオレドキシンドメイ

ン(Trx)から成るが、このうちTrxl，T凶のX線結品構造をそれぞれ2.5A，乱95Aの分解能

で決定した。また、Trx2と町叫のC末端領域の複合体の結轟摘造をO.田 Aの分解能で決定し、

その結合様式を明らかにするとともに、Prx4泊塑推的に幅広く PDIファミリータンパク質のTrx

を認識し酸化する機構を解明し1t.，さらに、 X鶴崎髄{i.去により勘46の全長構造のモデリン
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グを行った結呆勘46は他の陀Iファミリータンパク質にはみられない事槻な f開いたV宇鳴

造J;をとっていることが明らかになった。さらに系新豹な機能書綿子により、 b対-ERp46経絡胤駿

化的ブォーJレディング初期におけるジス

ルフィド結合導入のステップを促進する

のに対し、岳、1-1喰I経路は酸化的フォー

ルディング後期における中問状態から最

終天然状態への樹林テップを{騰する

ことを見い出した(図2入国や46は開い

た V字構造上で活性部位を溶媒に露出さ

せ、アンフォールドした基質にランダムか

っ迅速にジスルフィド結合を導入するの

に対し、 PDIはU宇構造内部の疎水性ポケ

ットにブォーノレディング中間状態を取り

込み、互いに向き合った樹企部位が協調的

(ぢγ

国2~刈8 と防!の織化的フ*-)レディングにおける
異なる繍酬財閥

にはたらくことで効率よくジスルフィト糖合併E換えを行うと考察している。本研究により、晴

手頃物細胞の俗説りなPDI ファミリータンパク質恥46 と PDI の異なる構造と機掛悦婚11Ì)~明ら

かとなった

c. IJ明跡ーゴルジ体側に存在する凶勾Erこ依存した新たなタンパク賞嗣言語耐に

臆する研究

11骨包体てー正常な高次構造を灘得したタンパク質は剣記経路に沿ってゴルジ体へと輸送される。一

方で、 PD除勧lαのようなIJ娼体局在タンパク質坊を滋磁に沿ってゴ〉レジ体へと輸送されるこ

とがある。そのような場合でも、 IJ、胞体局在タンパク質の多く刷、胞体局在跡j細瑚腕をも

っため、 αJP-I被覆小胞にのって加す輸送を受け小胞体中にリテンションされる。興味深いこと

に、 PDI酸(~瀞素であるErolaJ立小胞体局在タンパク賀ぜあるにも関わらず、阻且高野IJをもたな1，'0

過去の研究から、ErolaJj畑IEl.ia?lJをもっ盟剃4とゴjvジ体においで結合'ずることにより、 IJ、胞体

へ断す輸送されることが報告されている。本研究では、小胞体中では酸悩練としてPDIと特異

的に結合するErolω綱故功レジ体ではERP44と結合するのか、その親利錦繍機構の解月に取り

組んすさC

PDIファミリータンパク質の1つであるERP44は、aートザの3つのチオレドキシン様ドメインとC

末端のtail(C-tail)から構成されており、 aドメイン中α:ys29の周りには疎水性パッチが存在

する。まttEめ44の結品構造中において、 Cys29とC-tail上に存在するThr369との聞に水素結合が
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形成され、これによりcーtai1領域は閉じた状態にある。その結果、基質との結合に関わると考え

られるCys29と疎水位領域防掛オLた状態となっている。

以上の1ERp44の構造前前轍と11、胞体ーゴノレジ体聞に存在するIif宅配に着目し、系統的な構造生化

学実験を行った。その結呆 IJ'"白体の
小胞体 ゴルジ体

凶に相当するpH7.2では勘44の -pH72 I 

C-tailが閉じErolαとERP44が解離す

るのに対し、均同F体の酬に相当する

pH6.5では回~O:む一也i1が聞きErolα

と蜘44が強く結合することカ坤j明し

た。すなわち、凶依存的なERP44の
| 基質 IllgMや.d巾町一nの
』一一一一ー サフユエットなど1

C吋ai1の開問地酒q，44ー量。lα聞の慧蜘 1， 逆行縦

疎水位
パッチ

-pH 6.S 

性を信仰することを明ら制こし丸細 園3町酬の凶悔南側輯闘は基づく未成鼎タンパク質のゴル
ジ俸叶咽体制司齢割削

胞を用いた実験結果と併せ、以下に記す百~を介した新たなタンパク質品質管理場備を提唱す

るに至った個3)。

(i) ゴルジ体の{血iにおいてERp44O)Cys沼地主プロトン化されることにより、 C-tai1が閉じた

状態を安定化するのに必要な水素結合ネットワークカ清踏襲される。

(ii) その結果、C叱ai1が聞き、ERP44治活'ola'ヰ構造未成熟なタンパク質を捕獲し、さらに阻且

受容体とも結合する。

(iii)αlP-I被覆小脳こより、基質を捕獲した助44と即且受容体の複合体制、胞体へ踊子輸送

される。

(iv) 小胞体の刑制fでは、 Cー句ilは閉じた状態に戻り、勘44，基質， KDFL:受容憎ま解離す

る。泊子輸送された基質は 4岨体において再度Eしい立体構造形成(成熟他方組さ

れる固

現在はE刷4による構造未成熟な基質認識機構を調べるため、論臓を晶構造解析や瑚刷、角散説法

による勘44-基質複合体の分子構造の決定に取り組んでいる。

D.晴事噸物細胞小胞体に局在する闘j5の生理院嘩賞候補タンパク質の網置齢解析に

関する司暁

ジスルフィト帯合の形成は、多くの分秘タンパク質iことって立体構造問責上、重要な国芯ステッ

プである。上述のように、晴細微細包のPDIファミリータンパク質の多くは剣必タンパク質に

ジスルフィト帯舎を導入する過程やジスルフィド締合を切断する過程に関わると予想される。し
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かし、個々の酵素の生理的な役割についてはほとんど分かっていなしLその最も大きな要因とし

ては各酵素の生体内における基質が不明であることが挙げられる。本研究ではこれらの酵素の生

体内における働きを理僻するための第一歩として、PDIファミりータンパク質の一つである皿dj5

のマウス個体等噂最中における基質を同定することにした。

PDIファミリーに属する酵素が、ジスルフィド結合の形成還元、異性化を行う際には、酵

素と基質が分子聞のジスルフィト精合古車結した中間体を形除すること治宝知られる。 ERdj5の基

質を同走するために、この生質を利用することにした。ただし、このような酵素・基質複合体は

通常一過的にのみ形成する。よって、このような複合体を精製し基質を同定するためには、いか

にこの複合体を安定化させるかが鍵になる。本研究では、トリクロロ首轍と Nーエチバfマレイミド

を利用することによってマウス個体の組織中で空成するこのような複合体を安定化することに

成功した。回dj5に対する抗体を利用して調べたところ、 ERdj5はマウスの精巣上体で強く発現

しており、この組織中で、上述の中間体と予想される複合体が多数検出された。そこで、これら

の複合体を、回dj5に対する抗体を利用して精製後、質量分析法によって鮒庁したその結果、

ERdj5の基質の候補となるタンパク質を多数同定することに成功した。更に、これらのタンパク

質の鎌コ州立分子聞のジスノレフィト苛拾を介して E耐j5と相互作用していることも突き止めた。

同定されたタンパク質から本酵素の生体内における機能を予測する上で極めて有用な知見が得

られた。
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