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生命現象のメカニズムをタンパク質，核酸などの立体構造にもとづいて解明する「構造生物
学」（Structural Biology）は近年急速に発展している。当研究室では，構造解析から生命現象解
明にいたる力強いストラテジーの確立をめざして，構造生物学の研究を推進している。とくに，
「遺伝情報の発現と維持」および「細胞間・細胞内の情報伝達」のメカニズムを，関与するさまざ
まなタンパク質や核酸・およびそれらの超分子複合体の構造解析と機能解析にもとづいて解明す
ることをめざす。大型放射光施設 SPring-8を活用した X線結晶解析を推進するとともに，NMR
や生化学・分子細胞生物学的手法を駆使した研究を展開する。

1. 転写・翻訳関連タンパク質・核酸複合体の構造と機能
（横山，Vassylyev，新海，関根，七里 ＊1，北畠 ＊1，中間
＊1，Temiakov＊2，Anikin＊2，Patlan＊2，Perederina＊2，上
西 ＊3，塚崎 ＊4；Tahirov（構造解析第 2チーム））
RNAポリメラーゼは，すべての遺伝子の発現において，

DNAの塩基配列を RNAに転写する過程をつかさどる酵素
である。細菌や真核生物由来の RNAポリメラーゼは，複
数のサブユニットからなる巨大なタンパク質の複合体（分
子量 400～500K）である。一方，バクテリオファージやミ
トコンドリア由来の RNAポリメラーゼは，単一のサブユ
ニットからなる比較的小さなタンパク質である。（分子量お
よそ 100K）これらのグループの間には配列や立体構造の
明確な類似性はないものの，RNA合成のメカニズムの本質
は共通であると考えられている。転写のサイクルは，大き
く分けて開始，伸長，終結，の 3つのステージからなって
おり，なかでも転写開始および開始から伸長への推移は最
も複雑なプロセスを含んでいる。我々は，複雑な転写のメ
カニズムを分子の立体構造の側面から理解するために，細
菌由来およびバクテリオファージ由来の RNAポリメラー
ゼの結晶構造解析を行っている。
細菌のRNAポリメラーゼは，おもに「コア酵素」と「ホ
ロ酵素」の 2つの形態で細胞内に存在している。コア酵素
は，α2ββ′ω の 5つのサブユニットからなるタンパク質の複
合体であり，それ自体RNA伸長活性を持っているが，プロ
モーター特異的に転写を開始することができない。コア酵
素は転写開始因子である σ サブユニットを結合し，ホロ酵
素（α2ββ′ωσ）となることによって初めて，DNA上のプロ
モーター配列を認識して結合し，転写を開始することがで
きる。我々は，転写開始に不可欠な最小単位であるRNAポ
リメラーゼホロ酵素の X線結晶構造解析を行い，結晶構造
を解明することに成功した。高度好熱菌から RNAポリメ
ラーゼ（Tth RNAP）ホロ酵素を調製し，結晶を作製した。
SPring-8の高輝度なシンクロトロン放射光（理研ビームラ
イン等）を用いることにより，高分解能の X線回折データ
を収集することができた。2.6 Å分解能で精密化された結晶
構造は，σ サブユニットを含むすべてのサブユニットを含
んでおり，全体として「カニのはさみ」のような構造をとっ
ている。σ サブユニットは，2つの N末端側ドメインと 1

つの C末端側ドメイン，それらを結ぶリンカードメインか
らなっており，リンカー部分を除いて Tth RNAP コア酵
素の表面に結合している。N末端側および C末端側ドメイ
ンは，それぞれプロモーターの 2ヶ所の保存配列（−10 と
−35 領域）を認識して結合するのに都合が良いように配置
されていることが分かった。さらに，核酸との複合体モデ
ルを構築し，ホロ酵素がプロモーター配列に結合して転写
を開始する一連のメカニズムを推測することができた。
転写開始反応は，転写因子と呼ばれる DNA結合タンパ
ク質によって調節されている。したがって，転写反応のメ
カニズムを理解するためには，各種転写因子の機能を明ら
かにする必要がある。そこで我々は，高度好熱菌に見いだ
された新規転写因子様タンパク質の機能解析を開始した。
現在，大腸菌カタボライト活性化タンパク質と 20～30%の
ホモロジーのある 2種類のタンパク質の機能解析を行って
いる。
バクテリオファージ T7由来の RNAポリメラーゼ（T7

PNAP）は，細菌や真核生物由来のRNAポリメラーゼと同
様のプロセスを経て RNA合成を行う。我々は，T7 PNAP
にDNA-RNAハイブリッドを結合させた伸長複合体の結晶
を作製し，結晶構造を 2.9 Åの分解能で解明することに成
功した。8塩基対の DNA-RNAハイブリッドを結合した伸
長複合体と，以前に報告されている転写開始複合体の構造
を比較すると，T7 PNAPの構造が大きく変化しているこ
とが明らかになった。すなわち，伸長複合体では，およそ
130アミノ酸残基にもおよぶ領域でタンパク質のフォール
ディングそのものが変化しており，また N末端側の「コア
サブドメイン」が大きくその位置を変えている。その結果
形成された溝には 8塩基対のDNA-RNAハイブリッドが結
合し，新たにRNA鎖の排出口も形成されている。一方，10
塩基対の下流側 DNAはおもに遠距離の静電的な相互作用
によって酵素表面に結合している。T7 PNAPの伸長複合
体の構造は，開始複合体から伸長複合体への推移に関する
重要な知見を与えてくれるだけでなく，マルチサブユニッ
トの RNAポリメラーゼとのメカニズムの類似性も提示し
ている。
アミノアシル tRNA合成酵素は，tRNAにアミノ酸を結
合させる反応（アミノアシル化反応）を触媒する。この反
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応は遺伝暗号の翻訳（タンパク質合成）においてきわめて
重要なステップであり，高い正確性が要求される。アミノア
シル化反応は二段階反応であり，アミノ酸は初めにATPに
よって活性化され，アミノアシル AMP（aa-AMP）を生じ
たのちに tRNAの 3′末端に移される。アミノアシル tRNA
合成酵素は，アミノ酸の数に対応して通常 20種類存在する
が，特にそのうちの 4種類の酵素は tRNAの非存在下では
アミノ酸を活性化することができない。これらの酵素の触
媒活性における高い tRNA依存性の原因は，これまで明ら
かにされていなかった。
我々は，4種類の酵素のうちの 1つであるグルタミル tRNA
合成酵素（GluRS）について，さまざまな基質ないしはリ
ガンド存在下で結晶を作製し，高分解能の結晶構造を得た。
GluRS/ATP/Glu複合体の構造は，GluRSとATP，グルタ
ミン酸が tRNA非存在下で不活性な複合体を形成してしま
い，反応がそれ以上進まないようになっている仕組みを明確
に示している。この構造とGluRS/tRNA/ATP複合体の構
造を比較したところ，tRNA存在下では，GluRSの活性部位
の構造変化にともなって，ATPの結合様式が大きく変化す
ることが明らかになった。GluRS/tRNA/GoA（Glu-AMP
アナログ）複合体の構造によれば，tRNA結合型のATP結
合様式が “productive”な結合であり，一方 tRNA非結合型
が “non-productive”な結合である。したがって，tRNAに
依存した GluRSの構造変化により，活性中心の ATPとア
ミノ酸の相対配置が大きく変化し，反応が可能になると考
えられる。また，tRNAの 3′ 末端（A76）が，活性部位の
一部として ATP とアミノ酸の位置を安定化していること
も明らかになった。このメカニズムは，他の 3種類の酵素
においても共通であると考えられる。

2. 染色体の構造と安定維持機構（胡桃坂，横山；井川，
柴田（遺伝生化学研究室））
染色体 DNAは，1回の細胞分裂に 1回だけ複製される。
この複製のタイミングは，細胞分裂のタイミングと厳密に
同調しており，それによって娘細胞における染色体数が保存
されている。大腸菌では，複製開始点に DnaAタンパク質
が結合することにより，DNA複製が開始される。DnaAタ
ンパク質は，複製開始点に 5箇所存在する DnaA box配列
に特異的に結合する。今回，DnaAタンパク質のDNA結合
ドメインと DnaA box DNAとの複合体の結晶化に成功し，
その高次構造を X線結晶構造解析法によって 2.1 Åの分解
能で決定した。DnaAのDNA結合ドメインは，helix-turn-
helixを基本とした高次構造を有し，DNAのmajor groove

に配列特異的に結合していた。一方，SeqAタンパク質は，
大腸菌の複製開始を負に制御する因子として知られている。
SeqAは，複製開始点に 11箇所存在するGATC配列の両方
のストランドでアデニンがメチル化されている場合は複製
の開始を許容するが，複製終了直後の片方のストランドの
みアデニンのメチル化がなされている状態（ヘミメチル化
状態）では，染色体の複製の開始を許容しない。SeqAタン
パク質による，DNA複製開始の阻害機構を明らかにする目
的で，SeqAの DNA結合ドメインとヘミメチル化 DNAと
の複合体，およびミスマッチを持つヘミメチル化 DNAと
の複合体の結晶構造解析を行い，それぞれ 3 Åおよび 2.5 Å
の分解能で高次構造を解明した。SeqAの DNA結合ドメイ

ンは，helix-bundleを基本としたコンパクトな構造を形成
しており，ヘミメチル認識ループの存在が明らかになった。
ヘミメチル認識ループによって SeqAはヘミメチル化DNA
と強く結合して，ヘミメチル化部位を極度にねじ曲げてい
ることが分かった。また，SeqAは，ヘミメチル化状態にお
いて，メチル化されていないアデニンとの間に水分子を介
した水素結合を形成しており，このアデニンがフルメチル
化状態でメチル化されると，水素結合を仲介している水分
子と衝突し，SeqA-DNA結合を阻害することが示された。
真核生物の染色体のセントロメア領域は，細胞分裂の際，
染色体を均等に娘細胞へ分配するために重要な役割を果た
している。この領域は，他の染色体領域と比較して，高度に
凝縮された特殊なクロマチン構造を形成していると考えら
れており，この特殊なセントロメア領域の高次構造を解明
することが，セントロメアの機能の理解に重要である。その
ために，我々はセントロメアクロマチンの試験管内再構成系
の構築を目指し，セントロメア構成タンパク質（CENP-A
および CENP-B）の構造，機能解析を行っている。我々は，
CENP-B の DNA 結合ドメイン（CENP-B1–129）と DNA

との複合体の結晶構造を決定し，CENP-Bが DNAを湾曲
させて折りたたむメカニズムを解明した。（昨年度年報）本
年度は，CENP-Bの C末端側に存在する 2量体形成ドメイ
ンの結晶化に成功し，その高次構造を 1.7 Åの高分解能で
決定した。
染色体は，巨大なゲノム DNAを狭い核内に収容するの
みならず，DNAをさまざまな損傷から保護する役割を担っ
ている。それにもかかわらず，染色体DNAは日常的に損傷
を受けている。そのために生物には複数の DNA修復機構
が存在している。その内の 1つに，DNA組換え修復機構が
ある。近年，ハムスターの DNA修復欠損細胞を相補する
ヒトの遺伝子として，XRCC2 および XRCC3 遺伝子が単
離された。そしてこれらの遺伝子産物が，ヒトの組換え酵
素として知られている Rad51と低い相同性を有することが
明らかになった。さらに，Rad51と相同性を有するヒトの
タンパク質として，Rad51B，Rad51C，Rad51Dがヒトよ
り見いだされ，Xrcc2およびXrcc3を含む Rad51パラログ
の存在が明らかとなり，これらの組換え修復系への関与が
示唆された。これまでに，Xrcc3は Rad51Cと安定な複合
体を形成し，相同な単鎖DNAと二重鎖DNAとを対合させ
る相同的対合反応を行うこと，Xrcc2は Rad51Dと安定な
複合体を形成し，Xrcc3・Rad51Cと同様に相同的対合反応
を行うことなどを明らかにした。そして今回，Rad51パラ
ログの 1つである Rad51Bを精製し，生化学的解析を行っ
た。その結果，Rad51Bは，その他の Rad51パラログとは
異なり，相同的対合反応を直接触媒する活性は持たないが，
組換え反応の中間体である，ホリデイ構造特異的に結合す
る DNA結合タンパク質であることが明らかになった。そ
して，Rad51の活性化因子として知られていた Rad52が，
これら Xrcc3・Rad51C，Xrcc2・Rad51Dと類似のリング，
およびフィラメント構造を形成し，それ自身で DNA組換
え反応を触媒することを見いだした。Rad52の DNA組換
え反応触媒ドメインを同定し，そのドメインがリング構造
を形成することを電子顕微鏡解析によって明らかにした。
そして，Rad52の DNA組換え反応触媒ドメインの立体構
造を SPring-8放射光施設を使用した X線結晶構造解析に
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より 2.85 Åの分解能で決定し，11量体のリング構造を原子
分解能で明らかにした。Rad52の立体構造の表面電荷から，
その DNA結合領域を推定し，変異体解析によって Rad52

の DNA結合部位を，アミノ酸レベルで同定することに成
功した。

3. 高圧NMRを用いたタンパク質の構造と揺らぎに関
する研究（赤坂（一）＊5，鎌足＊6，北原＊6，赤坂（太）

＊4，横山）
タンパク質の構造は，その基底構造（いわゆる天然構造）
から準安定構造や変性構造などの多様な構造との平衡状態
にある。一般的に天然構造以外の構造はその存在割合が低
く，通常の生理的条件下では分光学的に検出することが困
難である。圧力は，分子体積を軸に，もともと存在するタン
パク質の多様構造間の平衡を部分モル体積の小さな方へシ
フトさせる。これによって，天然状態から逸脱した構造が
観測可能となる。タンパク質の準安定構造は，天然構造以
上に，機能発現などに重要である可能性もあり，高圧NMR
は原子レベルでその構造解析を可能にする唯一の手法であ
る。我々は，理研・播磨研究所の超高磁場高分解能 800MHz
NMR装置に 1～4000気圧で測定可能な高圧 NMRシステ
ムを構築した。
高圧 NMR法によりニワトリリゾチームの天然構造内で
の揺らぎの大きい部位を同定した。また，高圧かつ低温で，
準安定構造が安定化されることも見いだした。それら，天
然構造内部での揺らぎの大きい部位，および，高圧・低温
での変性部位は，いずれもタンパク質内部のキャビティー
や水和水近傍に位置し，その一部は活性部位近傍に位置す
る。このことは，原子のパッキングや水和が，天然構造内
部での揺らぎや天然構造から準安定構造への転移，ひいて
は機能発現をコントロールしている可能性があることを示
唆している。
また，細胞内でポリユビキチンを形成しタンパク質分解
の信号となるユビキチンについて，これまで知られていない
新しい構造（N2）が，常温常圧下で 15%程度，天然構造と
共存していることを初めて明らかにした。この新しいフォー
ルド構造は C末端部分（残基 70～76）が天然構造よりも揺
らぎが大きく，ポリユビキチン構造形成に有利な活性型構
造と考えられる。さらに，低温・高圧条件下では残基 33～
42 の部分で構造の壊れた変性中間体（I）が存在し，その
構造が巻戻り中間体の構造と極めて似ていることが分かっ
た。この結果は，過渡的に生じるタンパク質の巻戻り中間
体が高圧 NMR法によって安定に捕捉可能であることを示
している。これらの結果からユビキチンは少なくとも 2つ
のフォールド構造と中間体構造，変性構造の 4つの構造間
の平衡状態にあることが分かった。現在，N2構造の原子座
標解析が進行中である。本研究により，多くのタンパク質
構造の全体像が解明され，その機能発現機構や異常構造へ
の転移に伴う病理機構，タンパク質の巻き戻り機構に対し
て新しい知見が得られるものと期待される。

＊1協力研究員，＊2共同研究員，＊3ジュニア・リサーチ・ア
ソシエイト，＊4 研修生，＊5 客員主管研究員，＊6 基礎科学
特別研究員

1. Structural and functional studies of biologi-
cal macromolecules involved in transcription and
translation
In all organisms, important cellular processes as cell

growth and proliferation, response to the environmental
stress, etc. are controlled to a large extent at transcrip-
tional level. DNA-dependent RNA polymerase (RNAP) is
a key enzyme in transcription and a final target for many
regulatory pathways that control gene expression. RNAPs
can be divided into two classes: multi-subunit (bacte-
ria, eukaryotes) and single-subunit (some phages, mito-
hondria) enzymes. We have been interested in structural
studies of the enzymes from both classes, as they carry
the transcription cycle in an identical manner, and thus,
the obtained results would contribute to understanding of
the general principles of transcription. Transcription cycle
could be divided into three steps: initiation, elongation,
and termination. Among these, initiation and its transi-
tion to a stable elongation is the first and most complicated
step, which is poorly understood in view of absence of the
detailed structural information. Therefore, our structural
studies of transcription have been primarily focused on this
important stage of transcription cycle.
Translation is regulated by DNA binding protein called

transcription factor. In order to understand the mecha-
nism of transcription, we have started functional analysis
of novel transcription factor-like proteins observed in an
extreme thermophilic bacterium.
As for translation, our studies have been focused on

the X-ray analysis of aminocyl-tRNA synthetases (aaRSs).
These enzymes catalyze aminoacylation of their cognate
tRNA molecules with the cognate amino acids with very
high specificity, and thereby primarily maintain the fidelity
of genetic code translation. Each aaRS is indispensable for
cell viability and therefore this class of the enzymes repre-
sents an attractive target for medicine (drug design) and
biotechnology (incorporation of unnatural amino acids into
proteins). In most organisms, there are 20 aaRSs, one for
each natural amino acid. They can be divided into two
classes (10 enzymes each) based on the conserved catalytic
domains. Although the class-I aaRSs share the common
catalytic domains, the other structural features, which are
required to achieve the enzyme specificity towards its cog-
nate tRNA, are very diversified. To provide structural
bases of tRNA recognition and catalytic reaction by the
class-I aaRSs, we have determined the atomic structures
of the class-I enzymes and/or their complexes with cognate
tRNAs and other substrates.

2. Biochemical and structural studies of proteins
involved in DNA recombination and replication

Escherichia coli DnaA binds to nine-base pair se-
quences (DnaA boxes) in the replication origin, oriC, to
form a complex initiating chromosomal DNA replication.
We determined the crystal structure of its DNA-binding
domain (domain IV) complexed with a DnaA-box at 2.1 Å
resolution. DnaA domain IV contains a helix-turn-helix
motif for DNA binding. DNA bending by about 28◦ was
also observed in the complex. The E. coli SeqA protein
binds to adenine-hemimethylated G-mA-T-C sequences at
oriC, and prevents the overinitiation of replication within
one cell cycle. We determined the crystal structures
of SeqA71–181 complexed with the mismatch and normal
hemimethylated DNAs at 2.5 Å and 3.0 Å resolutions, re-
spectively. The structures explain how SeqA discriminates
hemimethylated origin from fully methylated state in the
E. coli chromosome. Human CENP-B, which is one of the
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centromere-specific DNA-binding proteins, is an 80 kDa
protein that contains DNA-binding domains and a dimer-
ization domain at the N-terminus and the C-terminus, re-
spectively. We have determined the crystal structure of
the dimerization domain of human CENP-B at 1.7 Å reso-
lution. The structure gives new insights into how CENP-B
bundles the CENP-B box sequence through dimer forma-
tion in the centromere-specific heterochromatin. The hu-
man Rad51B protein is involved in the recombinational
repair of damaged DNA. Chromosomal rearrangements of
the Rad51B gene have been found in uterine leiomyoma
patients, suggesting that the Rad51B gene suppresses tu-
morigenesis. We found that the purified Rad51B protein
specifically binds to the synthetic Holliday, which mim-
ics a key intermediate in homologous recombination. The
Rad52 protein is a DNA-annealing protein that can cat-
alyze homologous pairing in vitro, a critical step in homol-
ogous recombination. We determined the crystal structure
of the homologous-pairing domain of the human Rad52
protein at 2.85 Å resolution, which revealed that the eleven
monomers tightly associate into a ring. The overall struc-
ture of the undecamer resembles a mushroom, consisting
of a “stem” and a “domed cap”. The positively charged
groove under the “domed cap” encircles the “stem” and
contains well-conserved amino acid residues. Among the
residues, those essential for ssDNA and dsDNA binding
were actually identified by a mutational analysis.

3. Protein structures and dynamics using high
pressure NMR spectroscopy
We have constructed an on-line cell high pressure NMR

system here in Harima, which works at 800MHz in the
pressure range up to ～400MPa, by utilizing a pressure-
resistive quartz cell. Because pressure shifts the confor-
mational equilibrium of a protein in solution in favor of
lower volume conformers, one can explore a wide range of
conformational space of proteins with high pressure NMR.
This technique was applied to characterize the conforma-
tional fluctuation of hen lysozyme and human ubiquitin.
In lysozyme, we found that both the rapid and slow con-
formational fluctuations of the protein are closely related
to the dynamics of cavities and hydration. In ubiquitin, we
found a peculiar locally unfolded conformer, which shares
a common structural feature with a kinetic intermediate
found in the folding reaction. These experiments showed
that protein conformation is inherently dynamic, involv-
ing conformational fluctuations with excursions to higher
energy conformers. The method is expected to give new
insight into mechanisms of protein function and folding.
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holoenzyme at 2.6Å resolution”, Nature 417, 712–719

(2002).＊
Tahirov T. H., Temiakov D., Anikin M., Patlan V.,

McAllister W. T., Vassylyev D. G., and Yokoyama S.:

“Structure of a T7 RNA polymerase elongation complex
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