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§１．研究実施体制 

 

（１）「千田」グループ（研究機関別） 

① 研究代表者：千田 俊哉 （高エネルギー加速器研究機構物質構造科学研究所、教授） 

② 研究項目 

・ 構造解析用組替えタンパク質の大量発現・精製・結晶化 

・ シグナル撹乱複合体および各種複合体の X 線結晶構造解析 

・ 精製タンパク質の相互作用解析（ITC, 静的光散乱、超遠心分析、NMR など） 

 

（2）「畠山」グループ（研究機関別） 

① 主たる共同研究者：畠山 昌則 （東京大学大学院医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 組替えタンパク質の大量発現・精製（特にリン酸化された CagA（全体と部分）の

調製）・結晶化 

・ CagA の細胞内移行とシグナル撹乱に関する構造–機能相関解析 

・ CagA の相互作用因子の同定と新規生物学的機能の解明 

 

（３）「佐藤」グループ（研究機関別） 

① 主たる共同研究者：佐藤 主税 （産業技術総合研究所バイオメディカル研究部門、グループ

長） 

② 研究項目 

・ ASEM を用いた、CagA の細胞内への移行経路の解析 

・ 極低温電子顕微鏡を用いたシグナル撹乱複合体の単粒子解析 
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§２．研究実施の概要 

 

ヘリコバクターピロリ（以下ピロリ菌）は、世界人口の約半数に感染している、胃がんや胃潰瘍など

の原因として広く一般に知られる細菌である。ピロリ菌が産生する CagA タンパク質がこれらの疾病

に大きく関わっている。CagA はピロリ菌内でつくられ、胃の中の胃粘膜上皮細胞に打ち込まれて

細胞内に侵入し、細胞内の様々なタンパク質と結合し、巨大な分子集合体（複合体）となる。そして

結合した細胞内タンパク質は正常な働きが阻害され、異常なシグナルを細胞内外に伝えることに

なり、異常な形をした細胞が形成され、さらに進行すると細胞ががん化すると考えられている。 
 そこで我々は、CagA と胃粘膜細胞内で結合するヒトのタンパク質

からなる（シグナル撹乱）複合体に着目し、感染から発がんに至る過

程を説明しうるタンパク質複合体の３次元構造を明らかにすることで

CagA によるがん化プロセスを解明するための研究を行っている。具

体的には、図１に示すような CagA（ドメイン I-III および天然変性領

域）と PAR1、SHP2 といったヒトのタンパク質からなるシグナル撹乱

複合体全体の結晶構造の決定を目指す。これに加え電子顕微鏡や

NMR 法を併用した物理化学的な解析により、天然変性領域が関与

する逐次的なシグナル撹乱複合体の形成機構の解明も行う。この中

には我々が提唱している C 末端領域の投げ縄構造モデルの検証も含んでおり、さらにリン酸化

EPIYA 配列と各種相互作用ドメインの複合体構造に関しても構造情報を取得し、CagA と疾病の

関係を立体構造に基づき解明していく。また、これまでに詳しい分子メカニズムの分かっていない

CagA の細胞内移行の電子顕微鏡を用いた解析も計画している。 
 今年度は、まずヒト SHP2−SH2 ドメインを大腸菌で大量に発現・調製し、化学合成したリン酸化

EPIYA 配列ペプチドとの相互作用を表面プラズモン共鳴法で確認し、立体構造解析に必要な複

合体の結晶化実験を行った。その結果、最大で 2.6Å分解能の結晶を得ることに成功し、X 線回

折データの収集にも成功した。現在、データの解析を進めている。投げ縄構造モデルの検証につ

いては、投げ縄構造領域を含む、出来るだけ小さな領域を大腸菌で調整すること肝要であるが、

試行錯誤の結果 CagA674-1076 という長さで調製することに成功した。また投げ縄構造の形成を

阻害するアミノ酸置換体の作成にも成功し、CD、ゲル濾過クロマトグラフィーあるいは X 線小角散

乱を用いて投げ縄構造を形成する場合としない場合の立体構造の違いを明らかにした。今後の

NMR 実験用には安定同位体でラベルしたタンパク質の調製が必要なため、そのための予備実験

を行っている。またシグナル撹乱複合体の全体の立体構造解析を念頭に置いたサンプルの調製

法の開発を行っており、そのための均質なリン酸化 CagA の調製を進めている。これまでのところリ

ン酸化酵素の存在下の大腸菌での調製では複数のリン酸化パターンが確認され、リン酸化サイト

の特定を急いでいる。早急に均質なリン酸化 CagA の調製に進めていきたい。またシグナル撹乱

複合体の一部であるヒトタンパク質 PAR1b の大腸菌での調製を進めている。構成タンパク質の調

製が難航した場合、培養細胞の導入も視野に入れて進めていく予定でいる。シグナル撹乱複合体

は電子顕微鏡での撮影には単粒子解析を用いるが、コントラストの小さな画像から解析を行うには

膨大な数の粒子を自動的に拾い上げるための技術開発が必要である。今年度はそのための画像

 
図１ シグナル撹乱複合体

の模式図 
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処理プログラムの開発を集中的に行った。さらに CagA の細胞内への移行経路の解析は ASEM
による水中観察を実施する予定でいる。今年度はそのための基盤技術開発も実施しており、その

中で標準生物の大腸菌・サルモネラ菌・乳酸菌を用いて正チャージ金粒子が効果的であることを

示した。 
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