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１．研究実施の概要 

5 年間全体で、①FFRP の N ドメインが塩基配列を系統的に識別する機構（DNA 認識コー

ド）および②C ドメインが多様なリガンド（環境変化を伝える）を識別する機構を解明する

事を目的とする。これをもとに、③緑膿菌等の FFRP を標的として、細菌種ごとに対処する

新しい創薬戦略の基盤を開発し、さらに全てを総合して、④少数の転写因子により多数の

遺伝子群の環境適応的制御を可能とする機構の全体像を解明する計画である。4 つの研究項

目の中では、①②が比較的前半の中心、③④が後半の中心となる。 

 

２．研究実施内容 

平成 17 年度は、前半を締めくくる重要な年であり、また後半を開始するための準備期に

もあたった。 

4 つの目標のうち、①に関連して、平成 16 年度までに FFRP 蛋白質 FL11 が自身をコード

する遺伝子のプロモーター領域に結合する事、結合領域が転写、翻訳開始位置から遺伝子

の一部までをも含む事を明らかにしていた。この結果をもとに、平成 17 年度には FL11 二

量体の結合する 13 配列を同定し、これを含む DNA を合成し、FL11 との相互作用を確認し

た。蛋白質側、DNA 側双方に変異を導入し、13 配列の同定が正しかった事を証明するとと

もに、二分子の相互作用の詳細を解析しつつある。さらに、長さの異なる複数の合成 DNA

を用いて FL11 と共結晶化を試みた結果、良好な共結晶 1 種を得た。現在、これをさらに改

良するとともに解析中である。 

FL11 会合体とプロモーターDNA 複合体のクライオ電子顕微鏡像を得るとともに、様々な

電子顕微鏡技術を開発、応用し、FL11 に適用した。この結果、FL11 八量体（二量体が 4 つ

さらに会合）と DNA の複合体の良好なネガティブ染色像を得た。この像に 30 度から 50 度

の傾斜をかける事により、複数の投影像を得、現在三次元構造の再構成にとりくんでいる。 

さらに、セレックス、フットプリント法等を用いて、FL11 以外の各種 FFRP（FL10、FL4

等）の二量体も、共通してABCD TTT DCBA配列を認識する事を明らかにした。ここでABCD

と DCBA は互いに相補的な 5 塩基対である。 



②に関連して、FFRP 蛋白質 DM1 の結晶（八量体会合）中のリガンド結合部位にセレノ

メチオニン分子をソーキングし、セレンの異常分散を使って結合の詳細を決定する事に成

功した。また、光散乱、ゲルろ過等により、各種アミノ酸等のリガンド存在下で DM1 の会

合度が様々に変化する様子を解析した。試験管内実験では DM1 の主要なリガンドはイソロ

イシンであると考えられるが、蛋白質発現に際して大腸菌細胞に存在する未知のリガンド

を抱き込む形で DM1 は結晶する。この未知のリガンドがイソロイシンであるか否かが何年

間かにわたる大問題だった。現在、この問題がやっと解決しつつあり、成果を近日中に報

告する事が可能と予想する。さらに人工的な化合物の中にも DM1 の会合状態を変化させる

ものが多数、存在する事が明らかになった。 

2 プラスミド系を使って、大腸菌の FFRP、Lrp と AsnC が会合する事、この相互作用にリ

ガンドが影響する事、古細菌の異種 FFRP の中にヘテロに会合するものがある事を明らかに

した。同じ 2 プラスミド系を使う事により、FL11 の会合部（C ドメイン）が TATA 結合蛋

白質（TBP）と相互作用するとのプレリミナリーな結果を得た。この結果は、FFRP が TBP

の下流に結合して転写を阻害する事もあれば、TBP のすぐ上流に結合して転写を活性化す

る事もできるという私達の仮説を支持する。 

さらに、後半③への準備に関連して、緑膿菌 FFRP8 種の発現系を構築し、これらを緑膿

菌内で発現させたところ、培養液の色が様々に変化する事が明らかになった。緑膿菌は 2

つの色素を産し、これら色素はクオラムセンシング等緑膿菌の重要なシグナル伝達機構に

関与しているとされる。私達の結果は、FFRP がこれら色素の産生を制御している事を示唆

しており、この確認をめざして、現在、より系統的な発現解析を試みている。また、2 種の

緑膿菌 FFRP の大量生産系を構築するとともに、精製、結晶化を試みている。 

④に関連して、好気性、嫌気性特異的に発現する古細菌サーモプラズマの蛋白質を系統

的に同定した結果、これらの中に FFRP 蛋白質が含まれる事を確認した。現在、イン・ビト

ロ転写系の構築をめざして、RNA ポリメラーゼのサブユニット等、必要な蛋白質の約３分

の１の発現系を構築、精製を順次、すすめている。 

予想しなかった新展開として、計画開始時から知っていた標準的な FFRP に加えて、二次

構造（αヘリックス、βストランド）間にリンカーを持つ古細菌 FFRP の存在が示唆された。

このリンカーにはセリン、スレオニンが多く含まれ、多重リン酸化部位である可能性が高

い。さらに、真核生物の中に FFRP に近い転写因子が存在する可能性を検討し、その候補を

得た。 

 

３．研究実施体制 

「鈴木」グループ 

①研究分担グループ長：鈴木 理（産業技術総合研究所、グループリーダー） 

②研究項目： 

・ FFRP 立体構造の決定、解析 



・ 古細菌 FFRP の分子識別機能の解析 

概要：①古細菌、真正細菌由来の FFRP 蛋白質、あるいは FFRP 蛋白質と DNA、

もしくはリガンドとの複合体の立体構造をＸ線結晶解析により決定する。

あるいはクライオ電子顕微鏡法によりこれらの立体構造を解析する。②

古細菌 FFRP の DNA、リガンドとの相互作用を物理化学的、生化学的手

法を用いて解析する。 

 

「牧野・荒牧」グループ 

①研究分担グループ長：牧野 耕三（防衛大学校応用化学科 生物化学講座、教授） 

②研究項目： 

・ 緑膿菌等真正細菌 FFRP の分子識別機能の解析 

概要：緑膿菌、大腸菌等の真正細菌由来の FFRP 蛋白質を発現し、その DNA、

リガンドとの相互作用を生化学、物理化学的手法を用いて解析する。

FFRP 蛋白質の機能を細菌中で分子遺伝学的に解明するとともに、効果的

な人工、あるいは自然のリガンドが探索された場合には、菌への薬剤効

果を調べる。 
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