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１．研究実施の概要 
１．１ はじめに 

 我々は、シグナル伝達タンパク質の機能ドメインの標的認識機構について、その特異性

を明らかにするとともに多機能ドメインより構成されるシグナル伝達タンパク質の特徴を

構造生物学に基づいて明らかにすることを目的として研究を行った。CREST の支援を受け

て行った研究の概要を記す。 

 

１．２ SH2、SH3 の標的認識の特異性 

 SH2、SH3 はシグナル伝達タンパク質に含まれる機能ドメインの代表であり、それぞれ

リン酸化チロシンを含む配列やプロリンに富む配列を認識する構造ドメインである。シグ

ナル伝達経路は SH2、SH3 による標的配列の認識に依存しており、その点で SH2、SH3 ド

メインによる標的配列認識の特異性を明らかにすることは重要な意義を持つ。われわれは

SH2、SH3 のみよりなるアダプタータンパク質 Grb2（SH3-SH2-SH3）を取り上げ構造と標

的認識を明らかにした。 

 

１．２．１ Grb2SH2 の新規な標的認識： Grb2SH2 は pYVNV を標的配列とする。pY

より２番目の残基として Asn を要求する点で、三番目の残基として疎水性残基を要求する

従来型の SH2 による認識とは異なる。立体構造解析の結果、コア配列である pYVNV は SH2

上でターン構造を取っていた。このターン構造は SH2 側の Trp 残基による立体障害とペプ

チド側の Asn 側鎖と SH2 主鎖との間の水素結合により安定化されていた。Grb2SH2 は他の

SH2 と比較して特異な認識を行っていることを明らかにした。 

 

１．２．２ Grb2SH3 の正則な標的認識： Grb2 の N 端側および C 端側の SH3 ドメイン

と標的配列との複合体の構造について検討した。プロリンに富む標的は（＋）と（－）の

二つの配向をとって SH3 に結合する事が報告されているが、Grb2 の二つの SH3 はそれぞ

れ（＋）、（－）の異なる配向で標的配列を認識していた。ペプチドの配向は、ペプチドに

含まれる塩基性残基と SH3 の RT-ループ上の酸性残基との相互作用並びにφPXφP のコンセ

ンサス配列に含まれる疎水性残基φと SH3 との相互作用により規定されている。ポリプロ

リンタイプ IIへリックス構造形成という構造的な制約下で標的ペプチドは双方向で結合す

ることにより結合ペプチドのレパートリーを増している事がわかる。 

 

１．２．３ SH3 ドメイン相互の新規な分子認識： Vav の N 端 SH3（VavnSH3）と Grb2

の C 端 SH3（Grb2cSH3）相互の分子認識について検討した。Vav は血球細胞にのみ発現し

ており、血球細胞の増殖や分化に重要な役割を果たしている。Grb2cSH3 と VavnSH3 との

結合はラフトに局在したLATとGrb2SH2の結合を介してVavをラフトに繋ぎとめ、ZAP-70

による Vav のリン酸化を可能とするためである。Vav はリン酸化により Rac に対する GEF
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活性を亢進させる事により、細胞増殖や分化のスィッチの役割を果たす。当初、Vav と Grb2

の結合は VavnSH3 に含まれるプロリンに富む配列と Grb2cSH3 との正則な結合と考えられ

ていたが、本研究の結果、VavnSH3 および Grb2CSH3 ドメイン全体の構造を必要とする新

規な結合様式であることを明らかにした。 

 

１．３ Grb2 の柔軟な構造と生理的意義 

Grb2 の結晶構造によると、二つの SH3 は接触し、コンパクトな形状を取る事が報告さ

れている。しかし、このような固定した構造を取るとすると、多様な Grb2 の生理機能を

理解することは困難である。我々は Grb2 の機能を理解するため、NMR の緩和解析と X 線

小角散乱の測定を行ない、溶液における構造を解明した。NMR の結果によれば各ドメイ

ンは切り出されたドメインと同程度に溶媒に露出していること、リンカー部分はフレキシ

ブルな構造を取ることがわかった。そこで、二つの SH3 がリンカー周りに柔軟な構造を取

り、二つの SH3 相互の相対配置を変えうるというモデルをたてた。このモデルよりもとめ

た距離分布は X 線小角散乱より実験的に求めた距離分布とよく対応した。Grb2 はリンカ

ー周りに柔軟な構造を取り、標的認識を行っている。このような Grb2 の動的な挙動はア

ダプター分子として多様な標的分子を繋ぎとめるために有利と考えられる。 

 

１．４ 新規機能ドメイン PB1 ドメインと PC モチーフの構造と機能 

 新規ドメインの機能を構造に基づいて理解することは、シグナル伝達ネットワークの理

解には欠かせない。Cdc24p に含まれる PC モチーフは酸性残基と疎水性残基よりなる 28

残基の特徴的な配列で、Bem1p の PB1 ドメインと相互作用する事が知られている。これら

のドメインは多くの極性維持に関与するタンパク質にも共通して見出されていることより、

細胞極性の決定と維持に重要な役割を果たしている事が期待される。PB1 ドメインと PC

モチーフを含む領域について構造決定を行った結果、興味深いことに、これらはユビキチ

ン様の構造を取ることがわかり、二つのドメインをまとめて PB1 ドメインと総称した。相

互作用面を検討した結果、PC モチーフに含まれる酸性残基を含む領域と PB1 ドメイン上

の塩基性残基が相互作用していることを明らかにした。他のユビキチンファミリーでは見

られなかった新しい相互作用様式であった。 

 

１．５ 好中球活性酸素発生系の構造生物学 

 好中球 NADPHオキシダーゼは活性酸素発生の本体である膜タンパク質 Cyt b558（gp91phox

と p22phox複合体）と細胞質因子である p47phox、p67phox、p40phoxから構成される。細菌貪食

に従い、細胞質因子は膜へ移行し、Cyt b558 を活性化し、活性酸素を発生し殺菌する。我々

は活性化の過程を構造生物学的に明らかにすることを目的とした。休止状態では、p47phox

はタンデム SH3 がマスクされた状態にいるが、活性化に伴い、アンマスク状態になり p22phox

のプロリンに富む領域に結合する。これを契機として Cyt b558が活性化される。我々は p47phox
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のマスク状態のモデルとしてタンデム SH3 を含む 151-340、アンマスク状態のモデルとし

て 151-286 の領域と p22phoxの PRR 領域の複合体の構造を解析した。この二つの状態で大

きな構造変化が起きることを実証するとともに、アンマスク状態の構造を明らかにした。 

 

１．６ シグナル伝達の人為的制御を目的としたドメイン工学の検討 

 ドメインはシグナル伝達の制御ドメインとして使われる。したがって適当な機能ドメイ

ンを組み合わせることにより新しい機能を持ったシグナル伝達タンパク質をデザインする

事ができる。我々は好中球活性酸素発生系に注目し、構成的に活性酸素発生能を持つタン

パク質を設計した。活性酸素発生には p67phoxの TPR ドメインとタンデム SH3 が不可欠で

ある。そこで、これらのドメインをリンカーの長さを変えて結合させた種々の融合蛋白質

を作製し活性酸素発生能を検討した。さらに、TPR とタンデム SH3 を Grb2 の標的配列で

ある VPP ペプチドを介してリンクさせ、活性酸素の発生が Grb2 により抑えられることを

明らかにした。この結果は、人為的にシグナルを制御できる可能性を示している。 

 

１．７ X 線結晶構造解析の導入とシグナル伝達タンパク質の構造解析 

 シグナル伝達タンパク質の理解にはドメインを対象とする構造解析のみでは不十分であ

り、より大きな構造フレームにおける構造研究が不可欠である。この点で X 線結晶構造解

析の導入は必然であった。我々は X 線結晶構造解析法を導入するとともに、シグナル伝達

に関与するタンパク質の構造解析をおこなった。 

 

１．７．１ IRF-3 の制御ドメインの構造解析： IRF-3 はインターフェロン産生のトリガ

ーであり、抗ウィルス作用発現のために必須なタンパク質である。我々はトリプシンによ

る限定分解に基づき制御ドメインを切り出し、制御ドメインのX線結晶構造解析を行った。

驚くべきことに IRF-3 の制御ドメインは SMAD の MH2 ドメインと類似した構造を持って

いた。リン酸化による二量体形成、二量体形成による広範な酸性ポケットの形成および酸

性ポケットと CBP/p300 との結合の可能性を明らかにした。構造のみならず、SMAD と類

似した活性化機構を持つことから、IRF-3 は SMAD ファミリーから分かれ、TOLR の下流

のシグナルとしてインターフェロンシグナル系を発達させたと考えた。 

 

１．７．２ 増殖抑制タンパク質 Tob の立体構造と Caf1 複合体の構造解析： BTG ファ

ミリーは細胞増殖抑制タンパク質である。BTG ファミリーのタンパク質は Caf1、Erk、Hox

および SMAD1 と特異的な相互作用を行う事が報告されている。我々は BTG ファミリーと

して Tob をとりあげ、Caf1 との複合体について結晶構造解析を行った。Tob と Caf1 の結合

面には Tob で保存された残基が存在していること、さらに Caf1 と Tob 複合体の構造は大

腸菌由来のヌクレアーゼと類似した構造を取っていた。単鎖 DNA を基質としてヌクレア

ーゼ活性を測定したところ Mn2+存在下でエキソヌクレアーゼ活性を示した。 
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１．８ N-WASP を介したシグナルによる細胞骨格制御（東京大学医科学研究所竹縄忠臣

グループ） 

細胞の遊走には、情報伝達系で制御された非常に早いダイナミックな細胞骨格の再編成

が起こることが、必須である。細胞が運動し、遊走する時、まず進行方向の先端部（leading  

edge）で Cdc42 が活性化され、糸状仮足を形成し、進行方向へ長い突起を伸ばす、それに

続いて、Rac が活性化され、葉状突起を形成してアクチン線維のメッシュを作り、運動の

駆動力を発生する。さらに細胞の後方部で Rho が活性化され、退縮を起こし、ストレスフ

ァイバーを発達させナメクジが進むように動く。 

我々は細胞の遊走先端に局在し、長い糸状仮足形成にかかわる N-WASP や膜ラッフリング

にかかわる WAVE（WAVE1-3）を発見した。我々は WASP ファミリー蛋白質の活性化機序

を明らかにし、WASP ファミリー蛋白質がいかにして外界からの遊走シグナルを受けて、

活性化され、遊走先端部でダイナミックなアクチン線維の再構築を引き起こし、細胞を直

接移動させるキイの蛋白質であることを明らかにした。 

 

１．９ 細胞増殖抑制因子 Tob の構造解析（東京大学医科学研究所山本雅グループ） 

 Tobファミリーは過去10年ぐらいの間に細胞増殖抑制活性をもつ蛋白質群として見出さ

れてきたものである。ファミリーを構成する個々の分子の生理機能は十分には明らかでな

いが、遺伝子欠損マウスの解析等から、Tob が癌抑制遺伝子として機能していることを示

す結果を得てきた。更にその作用機構を探り、Tob が Erk1/2 の良い基質となること、非リ

ン酸化 Tob が G0/G1 遷移を抑制すること、Erk1/2 によるリン酸化がこの抑制を解除するこ

とを見出した。さらに、この G0/G1 遷移抑制は、Tob が cyclin D1 遺伝子の発現を負に制御

するためであることを示した。 

 

１．10 好中球活性酸素発生系の機能解析（九州大学生体防御医学研究所住本英樹グルー

プ） 

 好中球 NADPH 酸化酵素は細胞質因子である制御因子と膜タンパク質である Cyt b558 よ

りなる複合酵素である。貪食シグナルにより細胞質因子は活性化され、Cyt b558 と結合す

る事により活性酸素が発生する。細胞質因子は p47、p67、p40 および Rac から構成される。

p47、p67、p40 は SH3 を含むマルチな機能ドメインより構成され、機能ドメイン間の相互

作用を通して活性制御を行っている。これらの機能ドメインが活性酸素発生に及ぼす効果

を生化学的に明らかにした。 
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２．研究構想 
２．１ 研究構想 

 シグナル伝達系は真核生物になって発展したシステムであり、細胞外からのシグナルを

細胞内でタンパク質―リガンド、タンパク質―タンパク質相互作用に変換して核へと伝え、

最終的に細胞の増殖、分化を誘起する。原核生物の場合と異なり、真核生物のシグナル伝

達系の特徴は、細胞内でシグナルは枝分かれし、相互にクロストークを行い、あるいは統

合されるといったダイナミックな制御を受け、シグナル伝達ネットワークを形成している

点である。これは細胞外環境や刺激の複雑な変化に対応し、より柔軟なシグナル伝達制御

を行う必要があるからである。生物はこのような複雑なシステムを短期間で作り上げる必

要があった。このために、既存の機能ドメインと標的の組み合わせを少しずつ変えながら

多様な認識機構を作り上げていったと考えられている。この様にして作られたドメイ

ンの代表例が Src ホモロジー２（SH2）、Src ホモロジー３（SH3）である。それぞれ、

リン酸化チロシンを含む配列やプロリンに富む配列を認識するドメインである。そ

の後、シグナル伝達タンパク質に含まれるドメインとして、PH ドメイン、WW ドメ

イン、PDZ ドメイン等が次から次へと同定された。そして、これらの機能ドメインを

複数組み合わせ、多彩なタンパク質間相互作用を可能とするシグナル伝達タンパク質を作

り上げていった。一連のシグナル伝達研究を通して、自分自身は酵素機能は持たないが、

タンパク質同士の相互作用を介してシグナル伝達の仲介を行うアダプタータンパク質およ

び足場タンパク質と呼ばれる一群のタンパク質が重要な役割を果たしている事が明らかと

なった。シグナルはこれらのタンパク質の周りに集められたタンパク質の相互作用を介し

て効率よく伝達されていくと考えられる。したがって、シグナル伝達の実態を明らかにす

るためには、個々の機能ドメインの構造および標的との認識機構を明らかにするとともに、

アダプタータンパク質や足場タンパク質の周りに形成されたシグナル伝達複合体の構造を

解明することが必要となる。ドメイン単位ばかりでなくより大きな構造フレームを対象と

した構造解析を進める必要がある。このために X 線結晶構造解析を当研究室でたちあげる

ことを目標とした。また、シグナル伝達タンパク質の構造と機能研究は人為的なシグナル

制御を目的とする新規タンパク質の設計を可能とする。われわれはこの技術をドメイン工

学と名づけ、好中球活性酸素発生系を対象として新しい機能タンパク質を作製することを

目的とした。 

 

２．２ 研究計画・進め方の概要およびその後の展開から生まれた目標と役割分担 

２．２．１ SH2、SH3 の標的認識の特異性 

２．２．１．１ Grb2SH2 の新規な標的認識： アダプタータンパク質として Grb2 を取

り上げ、SH2 と Shc のリン酸化ペプチドの標的認識機構を NMR により明らかにした。Grb2

の SH2 は他の SH2 に比べて特異的な標的認識を行っている事を明らかにした。Grb2 の発

現はガン細胞で亢進していることから、Grb2 の特異的な阻害剤は抗ガン剤として有効なこ
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とが期待される。そこで､効果的な抗ガン剤の開発を目的として、薬剤との複合体の構造決

定を行った。構造研究については稲垣グループ、Grb2 と N-WASP の標的認識および細胞

骨格制御における Grb2 の機能的役割については竹縄グループが研究を行った。 

２．２．１．２ Grb2SH3 の正則な標的認識： Grb2nSH3 と Sos ペプチド複合体、Grb2cSH3

と RHY ペプチド複合体の立体構造を NMR 法により決定した。それぞれ（－）、および（＋）

方向で標的配列を認識していた。SH3 の正則な標的配列認識について詳細に明らかにする

事が出来た。又、立体構造解析の結果、親和性の高いペプチドの設計が可能となり、SH3

を対象とする薬剤設計研究が可能となった。構造研究は稲垣グループが、N-WASP と関連

した Grb2 の機能解析は竹縄グループが行った。 

２．２．１．３ SH3 ドメイン相互の新規な分子認識： SH3 の認識にはプロリンに富む

ペプチを介さない認識がいくつか知られている。稲垣グループではＸ線結晶構造解析法を

用い、非正則な認識の一例として VavnSH3 と Grb2cSH3 の認識を明らかにした。非正則な

認識はきわめて特異性が高く、この特異性を利用した薬剤設計は今後の課題といえる。 

 
２．２．２ Grb2 の柔軟な構造と生理的意義 

Grb2 は SH3-SH2-SH3 のドメイン構成を持つ。稲垣グループは NMR と X 線小角散乱を

用いて解析を行った結果、Grb2 はリンカー周りに柔軟な構造をとり、二つの SH3 の相対

位置を自由に変えることが出来ることを示した。Grb2 は標的蛋白質に含まれるプロリンに

富むペプチド配列を二価で認識する事により、高い親和性を持って結合する事が可能とな

る。又、三つの結合サイトを提示する事により、効率的に Grb2 の周りに結合たんぱく質

を集め、効率的なシグナル伝達を行うことを可能となる。アダプターたんぱく質の動的挙

動と機能との関連を初めて明らかにした。このようなアダプター蛋白質の動的挙動は今後

シグナル伝達を考えていく上で重要な概念を与えた。 

 

２．２．３ 新規機能ドメイン PB1 ドメインと PC モチーフの構造と機能 

 細胞極性の決定と維持に関与する新規ドメイン PB1 と PC モチーフの構造と機能を明ら

かにした。驚くべき事に、これらのドメインはともにユビキチンときわめてよく似た立体

構造をとるが、相互作用部位はユビキチンとは異なる事を見出した。ユビキチンフォール

ドという安定な骨格の上にさまざまな相互作用部位を提示し、多様な蛋白質相互作用部位

を作り上げる戦略を見て取る事が出来る。PB1 と PC モチーフは 70 以上のシグナル伝達蛋

白質に見出されている新規ドメインであるが、特異性は高く、特定の PB1、PC モチーフの

みが結合する。今後は相互作用認識を明らかにする。また、細胞極性維持の分子機構の解

明を行う。 

PB1 ドメイン、PC モチーフの同定は住本グループにより行われ、変異体解析を含む機能

解析は住本グループが行った。構造解析は稲垣グループにより行われた。同定、構造解析、

機能解析とわが国ですべての解析が行われた点で特筆される。 
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２．２．４ 好中球活性酸素発生系の構造生物学 

 好中球 NADPH 酸化酵素は貪食した最近を活性酸素を発生して殺菌を行うシステムであ

る。膜蛋白質である Cyt b558 と細胞質因子である p47、p67、p40 からなる。細胞質因子は

SH3 を含むシグナル伝達蛋白質特有の多機能ドメインより構成されている。稲垣グループ

は住本グループとの共同の元に、細胞質因子に含まれる機能ドメインの高発現系を作成し、

活性酸素発生に必要な機能ドメイン間の相互作用を明らかにする事を目的として研究を展

開した。p47 のタンデム SH3 ドメインは休止状態ではマスクされているが、活性化に伴い、

開いた構造をとり、p22 のプロリンに富む領域と相互作用を行う。このような構造変換を

X 線小角散乱を用いて明らかにするとともに、p22 のプロリンに富む領域との複合体の構

造を明らかにし、アンマスク機構を解明した。現在、活性酸素発生に必要なドメイン間相

互作用をすべて明らかにするため、研究を展開している。CREST 研究期間内では終了しな

かったが、今後、大きな研究展開が期待される。 

 
２．２．５ シグナル伝達の人為的制御を目的としたドメイン工学の検討 

 シグナル伝達蛋白質の特徴は多機能ドメインより構成されている点である。ドメイン間

の相互作用を組み合わせる事によりシグナル制御を行っている。われわれは、これらのド

メインを組み合わせてシグナル伝達蛋白質を設計し、人為的にシグナル制御を行うことを

目的とするドメイン工学の検討を行った。好中球活性酸素発生系では、p67 の TPR モチー

フと p47 のタンデム SH3 の二つが Cyt b558 と相互作用を行うことが必要である。そこで、

活性酸素発生の最小単位として、p67 の TPR モチーフと p47 タンデム SH3 を融合した蛋白

質を設計し、活性酸素発生能を検討した。この融合蛋白質はフルの活性酸素発生能を持つ

事を明らかにした。さらにこの融合蛋白質に Grb2SH3 の標的配列を組み込み、Grb2 添加

による活性酸素発生能の低下、さらに RHY ペプチドの添加による活性酸素発生能の復活

を検討した所、Grb2 添加により 40％程度にまで活性酸素の発生が低下した事、ペプチド

の添加により、80％以上の活性酸素の発生能の復活が観測された。この結果は、ドメイン

工学の手法を用い、人為的にシグナルを制御できる事を示している。この研究は稲垣グル

ープと住本グループの共同研究として行われた。 

 
２．２．６ X 線結晶構造解析の導入とシグナル伝達蛋白質の構造解析 

 シグナル伝達蛋白質は多機能ドメインより構成され、ドメイン間の相互作用を介してシ

グナル制御を行っている。したがって、シグナル伝達を理解するためには、より大きな構

造フレームを対象とした構造解析を行う必要がある。CREST 研究を始めるにあたり、X 線

結晶構造解析を稲垣グループに導入した。その結果、構造研究の対象が広がり、研究対象

を選ばない研究体制を作る事が出来た。現在 X 線結晶構造解析の研究は順調に展開してお

り、ほぼ 1/3 のメンバーが X 線結晶構造解析研究を進めている。又、NMR を研究手段と

しているグループも、研究対象により X 線結晶構造解析を行う体制が整った。 
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２．２．６．１ IRF-3 の制御ドメインの構造解析： IRF-3 はインターフェロン産生のト

リガーであり、抗ウィルス作用発現で重要な役割を果たしている。稲垣グループは IRF-3

の制御ドメインの構造を X 線結晶構造解析で明らかにした。興味深い事に IRF-3 は SMAD

の MH2 と極めてよく似た構造をとる事、さらにオリゴマを形成し、核移行、CBP/p300 と

結合する事により産生遺伝子の転写を促進する点で、SMAD シグナリングと類似している。

SMAD は線虫から見出されるのに対し、IRF は脊髄動物になって初めて見出されたもので

ある。最近、IRF-3 は TOLR の下流で働いている事が示されており、SMAD から発生し、

TOLR 下流のシグナルとして IRF-3 は発展したものと考えられる。この研究は稲垣グルー

プにより行われたものであり、IRF-3 の構造解析と活性化過程の解析より、抗ウィルス作

用発現の機構が明らかにされた。今後、本研究で得られた知見に基づいて、抗ウィルス状

態を構成的に作り出す変異体の作成を試み、もって医薬品開発を行う。 

２．２．６．２ 細胞増殖抑制因子 Tob の立体構造解析と Caf1 複合体の構造解析： Tob

は Erk、Hox、SMAD1、Caf1 等の多くの蛋白質と相互作用を行い、細胞増殖を抑制する新

規な因子であるが、その分子機構についてはほとんど解明されていない。Tob 単独では発

現は少ないため、Caf1 との共発現系を作成し、複合体として蛋白質を精製した。結晶構造

解析を行った結果、Tob は新規のフォールドを持つ事、Caf1 との複合体の構造は大腸菌の

エキソヌクレアーゼ１と類似している事を見出した。実際エキソヌクレアーゼ活性を持つ

事を確かめるとともに、変異体を作成し、活性に必要な残基を同定した。構造に基づいた

Tob の機能解析の進展が望まれている。機能解析は山本グループが、構造解析は稲垣グル

ープにより行われた。細胞周期の調節蛋白質として位置付けられるため、今後抗ガン剤の

開発を進めていくべきと考えている。 
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３．研究実施体制 
(1)体制 

 

 

 

 

 構造解析を担当 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 機能解析を担当 

 

４．研究期間中の主な活動 
(1) ワークショップ・シンポジウム等 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 
 

1998.8.28- 

31 

CREST、RRR 合同 
ワークショップ 

静岡県三島

市、東レ総合

研修センタ

ー 

50 人 NMR の基礎的理論と最新

技術の理解を目的とした

ワークショップ 

 

1999.8.3-6 CREST Workshop 北大・学術

交流会館 
50 人 NMR の基礎的理論と最新

技術の理解を目的とした

ワークショップ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

構造解析グループ 

北大・薬学部 

構造生物（稲垣 冬彦） 

機能解析グループ 

東京医科学研究所 

細胞生物学研究部 

（竹縄 忠臣） 

制癌研究部（山本 雅） 

九州大学医学部 

 分子病態（住本 英樹） 

研究代表者 

稲垣冬彦 

総括 
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