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１．研究成果概要

今世紀は、前世紀から得られつつあるヒトや他の生物種のゲノム情報（DNA塩基配列）という知的財産

を人類の福祉や発展のために利用する時代であるといわれている。そのためには、数万個の遺伝子から

成る膨大なゲノム情報の迅速処理・探索技術などの数理工学的解析技術の飛躍的発展に加えて、遺伝子

発現（蛋白質生合成）と蛋白質機能の研究を通しての遺伝子の同定が緊急の課題となっている。本プロ

ジェクトでは、１分子計測や１分子操作などのバイオナノテクノロジーを取り入れながら、生命情報解

析技術の高度化と有効利用、遺伝子の同定、生命情報の発現・伝達・攪乱メカニズムの解明、多くの遺

伝子と蛋白質が共存する細胞内複雑系における情報処理や環境応答のメカニズムの解明などを目指すこ

とを目標にして、以下の成果をえた。

（１） トポロジー代数による遺伝子情報解析(浦谷・田辺グループ)

分子生物学へトポロジー代数を応用し、１．データベースとその検索、２．アライメントとそのアル

ゴリズム、３．進化の経路解析、４．２次構造および３次構造に関する、バイオのアイデアを用いた情

報科学の最先端のアルゴリズム開発を行った。

アライメントのアルゴリズムの中心となる新しいブロックソートアルゴリズムの開発を行なった。ブ

ロックソートアルゴリズムとは，入力文字列を一つずつ，サイクリックにずらして生成した文字列の集

合 S をソートするアルゴリズムである。我々の研究の目的は高速なブロックソートアルゴリズムとその

実装の開発であり，その成果は文字列からの部分列検索や文字列圧縮技術に直接貢献するという意義を

持つ。ブロックソートのためのアルゴリズムとしてはternary partitioning, doubling algorithm, cop

y method などが知られている。quick sort などの汎用アルゴリズムよりも、 S に属する文字列群の特

殊性を利用したアルゴリズムが有利なのは明らかである。我々はこの中でも最も高速といわれているcop

y methodに着目し、copy method を改良したアルゴリズム 「layer method 」とわれわれが呼ぶ新しい

方法を開発した。

実際にプログラムを開発して、layer method の有効性を確証することを試みた。その結果、比較的大

規模なテストデータではcopy methodに比べて高速であることが確認できた。実装の過程において気づい

た点を取り入れた新しいプログラムを開発し、DNAのゲノム列などの具体的なデータに対するパフォーマ

ンスを見る。また、パフォーマンスがアルゴリズムや実装のチューニングポイント（軸の選択，データ

構造の設計）についてどのように振舞うかを見て、既存研究との比較を行った。

（２）情報的遺伝子数理解析（平松・関田グループ）

エイズウイルスHIVのV3グループでのウイルス存続に重要なアミノ酸群の推定を行い、多次元相互情報

量と共変指数を定義し、V3ループ内の位置関係のネットワークを明らかにして共変グループを特定した。

また、DNAの符号構造を探るための符号理論についての結果もいくつか得た。例えば、円分数による d

uadic 符号、ストリーム暗号の構成を試みた。さらに、反応拡散方程式による生命現象の解析、例えば、

神経の情報伝達に関する反応拡散方程式による解析を行った。

（３）遺伝情報の転写制御機構の解明（石浜グループ）

ゲノム遺伝子全セットから、環境に応じて必要な遺伝子を選択し利用する仕組みを解明することを目
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標に、大腸菌をモデルとして、ゲノム全4,400遺伝子の約300種転写因子による転写包括制御機構を解析

し、以下の成果を得た。

１） DNAチップを用いたマイクロアレイ分析による大腸菌ゲノムの4,400全遺伝子の転写パターン（t

ranscriptome）を、野生株大腸菌の増殖各時期、ストレス暴露時、例えば環境に各種金属を添加した培

養、などで実施し、転写が昂進または抑制される遺伝子セットを同定した。

２） 大腸菌ゲノムの約2,000種類の転写プロモーターを単離し、２種類の蛍光タンパクをレポーター

とするプロモーター活性測定TFPベクターに挿入し、プロモーターコレクションを構築した。これを利用

してプロモーター活性の網羅的計測を実施し、マイクロアレイ解析で測定した生体内の各遺伝子の転写

活性との相関を解析した。

３） 大腸菌ゲノムの転写は、約300種類の転写因子で制御されている。ゲノムDNA断片コレクション

から、His-tag付加純化転写因子が結合し複合体を形成するDNA断片を単離同定することで、転写因子の

認識配列を同定するGenomic SELEX法を開発した。この方法は，機能未知転写因子の支配下遺伝子群の探

索にとりわけ有用である。

４） 大腸菌転写因子約280種類を精製し、その180種類について、Genomic SELEX法を利用して転写

因子の認識配列を探索した。既知転写因子に関しては、既知の遺伝子群に加えて、新たな支配下遺伝子

群が同定され、これら転写因子が関わる転写制御ネットワークの全体像が明らかになった。

５） 転写制御支配下遺伝子群の全体像を明らかにしたことで、ピリミジンの合成と分解の過程の多

数遺伝子を支配するRutR、解糖系と酸化還元電子伝達系を連結する遺伝子群を支配するPdhなどの転写抱

括制御因子を同定し、またある転写因子支配下に別の転写因子を組み入れた多段階の転写因子ネットワ

ークを発見した。

６） 機能未知転写因子100種類に関して解析した結果、凡そ半分については、支配下遺伝子群の同定

に成功した。支配下遺伝子には、多くの環境応答遺伝子が含まれ、機能未知転写因子が、大腸菌が自然

界で生存する際の環境ストレス応答制御に関わるものであることが示唆された。

７） 大腸菌ゲノムに結合し、その折り畳みとゲノム全体の転写活性レベルを制御する、二重の生理

機能をもつ一群のヌクレオイド蛋白のひとつとして、嫌気環境で誘導されるDanを同定した。対数増殖期

のFisや定常期のDpsなど、生理条件に応じて、入れ替わり、ゲノムの構造機能の変換に関与するヌクレ

オイド成分と推論した。

８） 自然界では、細菌集団に役割分担があることが示唆されている。細胞毎の役割分担を解明する

目的で，細胞チップを作製し、大腸菌「単一細胞」のゲノム発現を解析する実験システムを開発した。

細胞チップに大腸菌培養液を循環し、局所に感熱ゲルを形成させることで、細菌を局所固定をし、封じ

込められた細菌の局所の環境を変えることによるゲノム発現の応答を観測することに成功した。

まとめ： ひとつの生物のゲノム全遺伝子を対象にした転写包括制御の解明を目指した研究は世界に

もまだない。転写因子300種、4,400遺伝子の組み合わせによる、大腸菌転写制御の全体像の解明を目指

した研究が、本プロジェクトの中で本格化し軌道に乗った。

（４）バクテリア転写因子の環境応答機構（山本グループ）

環境変化に対して、生体は細胞内情報伝達を経て、最終的にゲノム遺伝情報の発現を変化させる。モ

デル生物である大腸菌では、約300種類の転写因子のゲノム機能発現により、多様な環境での生存を可能

としている。これらの分子機能は、有機的な相互作用によるネットワークが構築されると考えられてい

る。これまでの大腸菌の網羅的転写因子支配下遺伝子の解析から、典型的な転写制御カスケードの分子

機構の解明に加え、同じプロモーター上に異なる転写因子が機能しうるシスエレメントが共存し、機能

することを明らかとした。この様なネットワークの分子機構により、生物の優れた環境応答をゲノム機

能発現から理解する基盤を与えることが期待できる。

（５）ウイルス感染と細胞周期の分子基盤の解明（本田グループ）

インフルエンザウイルスゲノムはマイナス鎖RNAであり、その転写複製はウイルスの遺伝子にコードさ

れているRNA依存RNAポリメラーゼにより行われる。この酵素は３種類の蛋白質(PB1,PB2,PA)の複合体と

してゲノムRNAに結合しウイルス粒子に存在する。細胞に感染すると同時にこの酵素はmRNA合成を開始し、

感染後期にゲノムRNA合成の鋳型となるcRNA合成を行う。ウイルスRNAを鋳型とし合成開始機構も構造も

全く異なる２種類のRNAを一種類の酵素が合成するとは考えにくい。この構造機能変換を解析するために

必須であるポリメラーゼ及び異なる組み合わせの複合体精製に成功し、試験管内RNA合成実験からウイル

スポリメラーゼは感染細胞中で細胞因子を利用しその機能変換（転写酵素から複製酵素）を行っている

ことが予測された。そこでウイルスポリメラーゼ各サブユニットと相互作用する細胞内蛋白質を検索し

た結果９種類の細胞蛋白質が同定された。そのうちの一つPB1c45（Ebp1)のウイルス感染への影響、ポリ

メラーゼ機能への影響を分析したところEbp1はポリメラーゼ機能を阻害しウイルス増殖を抑制すること

が明らかとなった。この遺伝子の発現調節機構解析を現在行っている。またウイルスが細胞のどのよう

な周期を好んで感染するかを解析する目的でレーザーシステムを利用し一ウイルスを一細胞へと運搬す

る系を名古屋大学工学部福田研究室とともに開発した。一細胞への一ウイルス感染の成功により細胞周

期とウイルス感染の関係が明らかになってきた。さらに感染細胞変化を多面的に測定するシステムの開

発中である。

（６）蛋白質高次機能発現機序と分子進化による蛋白質分子設計（今井グループ）

遺伝子発現の所産である蛋白質は直接に生命機能を担っている。蛋白質の規範としてのヘモグロビン

（Hb）やミオグロビン（Mb）の研究を通して以下の成果を得た。

１）進化上、単量体Hbと四量体Hbをつなぐ位置にある円口類であるヤツメウナギのHbの機能は、弱い

協同作用、弱いBohr効果、弱いCO2の効果の存在と有機リン酸塩効果の欠如などの点において脊椎動物Hb

のそれに比べて原始的である。それのMbはHbと同一蛋白であり、円口類ではHbのポリペプチド鎖をその

ままMbとして“流用”している可能性があり、進化的に興味深い。

２）脊椎動物の酸素担体であるMb、Hbの機能は、それぞれの種の生息環境に適応して分化している。

数種類の潜水哺乳類（鯨類）のMb、Hbの酸素結合特性を解析し、それら同士、また、それらをヒトなど

の陸生哺乳類のMb、Hbの特性と比較したところ、10種類の鯨類Mbの酸素親和性は最大で２倍だけ種間の

差違がみられた。それらのヘム周辺のアミノ酸の側鎖の違いと比較し、機能と構造の特徴に基づいて、

鯨類Mbを４つのグループに分類することを試みた。

３）硬骨魚類のHbは“Root効果”と呼ばれる特殊な性質をもつ。この効果は、血液が酸性側に傾くと、

酸素結合容量が半減して酸素を浮き袋内に分泌するもので、その量を加減することによって“中立浮力”

を獲得すると考えられている。我々は、クロマグロ（Thunnus Orientalis）のHbを用いて、この効果発
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標に、大腸菌をモデルとして、ゲノム全4,400遺伝子の約300種転写因子による転写包括制御機構を解析

し、以下の成果を得た。

１） DNAチップを用いたマイクロアレイ分析による大腸菌ゲノムの4,400全遺伝子の転写パターン（t

ranscriptome）を、野生株大腸菌の増殖各時期、ストレス暴露時、例えば環境に各種金属を添加した培

養、などで実施し、転写が昂進または抑制される遺伝子セットを同定した。

２） 大腸菌ゲノムの約2,000種類の転写プロモーターを単離し、２種類の蛍光タンパクをレポーター

とするプロモーター活性測定TFPベクターに挿入し、プロモーターコレクションを構築した。これを利用

してプロモーター活性の網羅的計測を実施し、マイクロアレイ解析で測定した生体内の各遺伝子の転写

活性との相関を解析した。

３） 大腸菌ゲノムの転写は、約300種類の転写因子で制御されている。ゲノムDNA断片コレクション

から、His-tag付加純化転写因子が結合し複合体を形成するDNA断片を単離同定することで、転写因子の

認識配列を同定するGenomic SELEX法を開発した。この方法は，機能未知転写因子の支配下遺伝子群の探

索にとりわけ有用である。

４） 大腸菌転写因子約280種類を精製し、その180種類について、Genomic SELEX法を利用して転写

因子の認識配列を探索した。既知転写因子に関しては、既知の遺伝子群に加えて、新たな支配下遺伝子

群が同定され、これら転写因子が関わる転写制御ネットワークの全体像が明らかになった。

５） 転写制御支配下遺伝子群の全体像を明らかにしたことで、ピリミジンの合成と分解の過程の多

数遺伝子を支配するRutR、解糖系と酸化還元電子伝達系を連結する遺伝子群を支配するPdhなどの転写抱

括制御因子を同定し、またある転写因子支配下に別の転写因子を組み入れた多段階の転写因子ネットワ

ークを発見した。

６） 機能未知転写因子100種類に関して解析した結果、凡そ半分については、支配下遺伝子群の同定

に成功した。支配下遺伝子には、多くの環境応答遺伝子が含まれ、機能未知転写因子が、大腸菌が自然

界で生存する際の環境ストレス応答制御に関わるものであることが示唆された。

７） 大腸菌ゲノムに結合し、その折り畳みとゲノム全体の転写活性レベルを制御する、二重の生理

機能をもつ一群のヌクレオイド蛋白のひとつとして、嫌気環境で誘導されるDanを同定した。対数増殖期

のFisや定常期のDpsなど、生理条件に応じて、入れ替わり、ゲノムの構造機能の変換に関与するヌクレ

オイド成分と推論した。

８） 自然界では、細菌集団に役割分担があることが示唆されている。細胞毎の役割分担を解明する

目的で，細胞チップを作製し、大腸菌「単一細胞」のゲノム発現を解析する実験システムを開発した。

細胞チップに大腸菌培養液を循環し、局所に感熱ゲルを形成させることで、細菌を局所固定をし、封じ

込められた細菌の局所の環境を変えることによるゲノム発現の応答を観測することに成功した。

まとめ： ひとつの生物のゲノム全遺伝子を対象にした転写包括制御の解明を目指した研究は世界に

もまだない。転写因子300種、4,400遺伝子の組み合わせによる、大腸菌転写制御の全体像の解明を目指

した研究が、本プロジェクトの中で本格化し軌道に乗った。

（４）バクテリア転写因子の環境応答機構（山本グループ）

環境変化に対して、生体は細胞内情報伝達を経て、最終的にゲノム遺伝情報の発現を変化させる。モ

デル生物である大腸菌では、約300種類の転写因子のゲノム機能発現により、多様な環境での生存を可能

としている。これらの分子機能は、有機的な相互作用によるネットワークが構築されると考えられてい

る。これまでの大腸菌の網羅的転写因子支配下遺伝子の解析から、典型的な転写制御カスケードの分子

機構の解明に加え、同じプロモーター上に異なる転写因子が機能しうるシスエレメントが共存し、機能

することを明らかとした。この様なネットワークの分子機構により、生物の優れた環境応答をゲノム機

能発現から理解する基盤を与えることが期待できる。

（５）ウイルス感染と細胞周期の分子基盤の解明（本田グループ）

インフルエンザウイルスゲノムはマイナス鎖RNAであり、その転写複製はウイルスの遺伝子にコードさ

れているRNA依存RNAポリメラーゼにより行われる。この酵素は３種類の蛋白質(PB1,PB2,PA)の複合体と

してゲノムRNAに結合しウイルス粒子に存在する。細胞に感染すると同時にこの酵素はmRNA合成を開始し、

感染後期にゲノムRNA合成の鋳型となるcRNA合成を行う。ウイルスRNAを鋳型とし合成開始機構も構造も

全く異なる２種類のRNAを一種類の酵素が合成するとは考えにくい。この構造機能変換を解析するために

必須であるポリメラーゼ及び異なる組み合わせの複合体精製に成功し、試験管内RNA合成実験からウイル

スポリメラーゼは感染細胞中で細胞因子を利用しその機能変換（転写酵素から複製酵素）を行っている

ことが予測された。そこでウイルスポリメラーゼ各サブユニットと相互作用する細胞内蛋白質を検索し

た結果９種類の細胞蛋白質が同定された。そのうちの一つPB1c45（Ebp1)のウイルス感染への影響、ポリ

メラーゼ機能への影響を分析したところEbp1はポリメラーゼ機能を阻害しウイルス増殖を抑制すること

が明らかとなった。この遺伝子の発現調節機構解析を現在行っている。またウイルスが細胞のどのよう

な周期を好んで感染するかを解析する目的でレーザーシステムを利用し一ウイルスを一細胞へと運搬す

る系を名古屋大学工学部福田研究室とともに開発した。一細胞への一ウイルス感染の成功により細胞周

期とウイルス感染の関係が明らかになってきた。さらに感染細胞変化を多面的に測定するシステムの開

発中である。

（６）蛋白質高次機能発現機序と分子進化による蛋白質分子設計（今井グループ）

遺伝子発現の所産である蛋白質は直接に生命機能を担っている。蛋白質の規範としてのヘモグロビン

（Hb）やミオグロビン（Mb）の研究を通して以下の成果を得た。

１）進化上、単量体Hbと四量体Hbをつなぐ位置にある円口類であるヤツメウナギのHbの機能は、弱い

協同作用、弱いBohr効果、弱いCO2の効果の存在と有機リン酸塩効果の欠如などの点において脊椎動物Hb

のそれに比べて原始的である。それのMbはHbと同一蛋白であり、円口類ではHbのポリペプチド鎖をその

ままMbとして“流用”している可能性があり、進化的に興味深い。

２）脊椎動物の酸素担体であるMb、Hbの機能は、それぞれの種の生息環境に適応して分化している。

数種類の潜水哺乳類（鯨類）のMb、Hbの酸素結合特性を解析し、それら同士、また、それらをヒトなど

の陸生哺乳類のMb、Hbの特性と比較したところ、10種類の鯨類Mbの酸素親和性は最大で２倍だけ種間の

差違がみられた。それらのヘム周辺のアミノ酸の側鎖の違いと比較し、機能と構造の特徴に基づいて、

鯨類Mbを４つのグループに分類することを試みた。

３）硬骨魚類のHbは“Root効果”と呼ばれる特殊な性質をもつ。この効果は、血液が酸性側に傾くと、

酸素結合容量が半減して酸素を浮き袋内に分泌するもので、その量を加減することによって“中立浮力”

を獲得すると考えられている。我々は、クロマグロ（Thunnus Orientalis）のHbを用いて、この効果発
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現の分子論的機序にせまった。クロマグロHbを鎖と鎖に分離し、それぞれの酸素解離曲線からアロス

テリック特性をみたところ、鎖にはpH依存性、協同作用などの一切のアロステリック作用はみられなか

ったが、鎖では協同作用はないが、著しいpH依存性がみられた。したがって、クロマグロHbのRoot効果

発現には、鎖ではなくて鎖が決定的な役割を演じているが、鎖のみでは協同作用のようなHb必須のア

ロステリック特性を発揮できないことが明らかとなった。

４）逆分子進化法によって祖先型蛋白質の一次構造を推定し、それらを実際に合成してそれらの構造

と機能の特性から、自然が行ってきた蛋白質分子設計の原理・方針を学び取ることは、分子設計にとっ

て有意義である。Mb、Hbに代表されるグロビン蛋白質は、事実上全生物ドメインに遍在する蛋白質であ

り、原始グロビンから長い年月を経て分子進化することによりMbやHbなどに機能分化してきたと考えら

れている。そこで、現存生物のMbのアミノ酸配列をもとに分子進化系統樹を作成し、最尤法により祖先

型Mbのアミノ酸配列を推測した。推測した祖先型Mbのうち、哺乳類及び脊椎動物の祖先と考えられる配

列（n80及びn182）について、それぞれ実際に大腸菌を使って蛋白質合成を行った。Mbの酸素解離曲線解

析より、これら2つの祖先型MbはBohr効果や協同作用を示さず、現存種のMbに比べて、酸素親和性が低く、

それの温度依存性も小さい（酸素化反応熱の絶対値が小さい）ことが明らかにされた。

（７）蛋白質変異体によるヘモグロビン・アロステリック作用の研究（長井グループ）

変異ヘモグロビン（異常ヘモグロビン及び人工変異ヘモグロビン）の構造変化とその変異が酸素結合

機能に及ぼす影響について研究し、ヒトヘモグロビンのアロステリック蛋白としての協同的酸素結合の

しくみを明らかにすることを目的とした。α鎖２つβ鎖２つからなる四量体のヘモグロビンのアロステ

リーはX線結晶構造解析から、酸素結合型（R, relaxed）と脱酸素型(T, tense)の２つの異なる四次構造

間の転移によるとされている。我々はその四次構造変化を近紫外円二色性（Near-UV CD）及び紫外共鳴

ラマン分光法でとらえることに成功した。そしてその変化がグロビン蛋白中のどのアミノ酸残基に由来

するか変異ヘモグロビンを用いて追求した。その結果、それらの変化に主に寄与するアミノ酸残基はα

鎖とβ鎖の接触面に存在して、サブユニット間水素結合の生成解離に関与するα42Tyr, α140Tyr, β37

Trp, β145Tyrであることを明らかにした。α140Tyr→Hisの変異体はフランスで見つかったHb Rouenを

用いたが、他の３つについては本研究室で新たに遺伝子組換え技術により合成した変異体である。一方、

ヘム周辺に変異を有し、特異のチアノーゼを呈することで知られるHb Mグループを研究対象とし、アミ

ノ酸置換が与えるヘムの変化、四次構造に与える影響について主としてラマン分光法で調べた。その結

果、変異による蛋白構造の変化はα鎖とβ鎖間では異なること、その異常鎖の構造の相違が正常鎖の酸

素結合機能に影響を与えることを明らかにした。また、その変異ヘモグロビンを有する患者の臨床症状

（チアノーゼの強弱）と変異蛋白構造とがよく相関することを示した。

（８）新規蛋白質分子の設計（磯貝グループ）

多くの球状タンパク質は、複雑な折りたたみ構造をもっているため、これらをデザインするためには、

計算機の利用が欠かせない。我々は、経験ポテンシャルを用いた計算科学的手法を駆使して、任意の立

体構造と機能を持った人工蛋白質を設計する手法の研究を行っている。本研究では、我々が開発した分

子設計法を用いて、λファージ由来DNA結合タンパク質（λCro）の立体構造に折りたたまれるアミノ酸

配列の設計と合成を行い、その溶液構造を決定した。設計されたアミノ酸配列は天然λCro配列と75％異

なっていたが、NMR解析の結果得られた人工蛋白質の立体構造は、設計のターゲットとした天然λCroの

Ｘ線結晶構造と比較して、主鎖RMSD 2.1 Å の精度で一致した。本研究により、複雑な折りたたみ構造

をもつ人工蛋白質を、比較的シンプルな計算科学的手法によってデノボ設計することが可能であること

が示された。

（９）磁気共鳴分光学によるタンパク質物性（堀グループ）

１）整数スピン（S = 2、高スピン）を持つ Mn3+-ポルフィリン置換 Mb（Mn3+Mb）を用いて、S = 2 スピ

ン系の電子状態を解析した。ゼロ磁場分裂定数 D、E の絶対値を決めるために、33GHz ～ 122GHz 帯のマ

イクロ波と強磁場（0 ～ 12T） を用いた多周波数・強磁場 EPR 測定をおこなった。シミュレーション解

析の結果より、D = -3.79cm-1、E = 0.08cm-1 、等方的 g = 2.00である事を明らかにした。

２）シトクロムP450camの一原子酸素添加反応に於ける電子供与体であるプチダレドキシンの結晶化に

成功し、1.75Å分解能のX線結晶構造解析をおこなった。

３）200μ秒の時間分解能の高速混合凍結EPR法を開発し、シトクロムP450の一原子酸素添加反応にお

ける短寿命反応中間体の検出に成功した。

４）クロマグロHbのRoot効果がどのアミノ酸残基に由来するのかを特定することを目的とし、変異体

クロマグロHbを作製し、Root効果に及ぼす影響を検証した。

（１０）分子シミュレーションによる蛋白質の立体構造−長鎖状分子の構造と相転移（片岡グループ）

１）長鎖状分子をモデル化して、モンテカルロ法によりその構造の温度変化とエネルギーを調べた。N

個の正の電荷を持つモノマーの次にN個の負の電荷を持つモノマーが平衡距離からのずれの４次の関数

で書かれたばねで直線的に結ばれている。隣り合わないモノマー間にはソフトコアポテンシャルと静電

気的ポテンシャルエネルギーを仮定した。モノマーの総数Ｎを20から80まで変えて、最低エネルギー構

造を調べた。

十分高温度で直線的に伸びきった構造から出発して、温度を下げてゆき4種類の安定構造を得た。ひと

つは直線状の2重螺旋構造であり、他の一つはＮが58以上で現れる球形に丸まった卵形の構造である。Ｎ

が68以下では直線状の2重螺旋構造の方が最安定である。

２) 粒子間のポテンシャル関数として、剛体壁の外側に有限の高さをもつポテンシャルの山を階段関

数で付け加えた。2粒子だけが球形セルに存在する有限粒子系を統計力学的に調べた。低温で圧力を体積

の関数として見ると、圧力に極大と極小が現れた。この体積付近で相転移に相当する状態変化がある。

３）低温における秩序氷の構造を調べた。それらの間の安定性の比較を行った。高温で実験的に知ら

れている無秩序氷の間の相転移に相当するものが低温においても得られた。

（１１）蛋白質機能における水和の役割（常重グループ）

1888年にホフマイスターが見つけた中性電解質の鶏卵蛋白凝集沈殿能序列は、蛋白質分子の水和水を

電解質イオンと自由水との網目構造に取り込むことによる蛋白質溶解度低下作用の序列であると考えら

れている。betaine (CH3)3CNHCOOH)という両親媒性kosmotropeは、蛋白質には直接影響を与えずに、溶液

中に存在する水分子と強く相互作用する。本研究では、ホフマイスターシリーズの各電解質ならびにbet

aineが蛋白質機能、とくに、ヘモグロビンの酸素結合特性に及ぼす効果を明らかにした。実験結果は、k
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現の分子論的機序にせまった。クロマグロHbを鎖と鎖に分離し、それぞれの酸素解離曲線からアロス

テリック特性をみたところ、鎖にはpH依存性、協同作用などの一切のアロステリック作用はみられなか

ったが、鎖では協同作用はないが、著しいpH依存性がみられた。したがって、クロマグロHbのRoot効果

発現には、鎖ではなくて鎖が決定的な役割を演じているが、鎖のみでは協同作用のようなHb必須のア

ロステリック特性を発揮できないことが明らかとなった。

４）逆分子進化法によって祖先型蛋白質の一次構造を推定し、それらを実際に合成してそれらの構造

と機能の特性から、自然が行ってきた蛋白質分子設計の原理・方針を学び取ることは、分子設計にとっ

て有意義である。Mb、Hbに代表されるグロビン蛋白質は、事実上全生物ドメインに遍在する蛋白質であ

り、原始グロビンから長い年月を経て分子進化することによりMbやHbなどに機能分化してきたと考えら

れている。そこで、現存生物のMbのアミノ酸配列をもとに分子進化系統樹を作成し、最尤法により祖先

型Mbのアミノ酸配列を推測した。推測した祖先型Mbのうち、哺乳類及び脊椎動物の祖先と考えられる配

列（n80及びn182）について、それぞれ実際に大腸菌を使って蛋白質合成を行った。Mbの酸素解離曲線解

析より、これら2つの祖先型MbはBohr効果や協同作用を示さず、現存種のMbに比べて、酸素親和性が低く、

それの温度依存性も小さい（酸素化反応熱の絶対値が小さい）ことが明らかにされた。

（７）蛋白質変異体によるヘモグロビン・アロステリック作用の研究（長井グループ）

変異ヘモグロビン（異常ヘモグロビン及び人工変異ヘモグロビン）の構造変化とその変異が酸素結合

機能に及ぼす影響について研究し、ヒトヘモグロビンのアロステリック蛋白としての協同的酸素結合の

しくみを明らかにすることを目的とした。α鎖２つβ鎖２つからなる四量体のヘモグロビンのアロステ

リーはX線結晶構造解析から、酸素結合型（R, relaxed）と脱酸素型(T, tense)の２つの異なる四次構造

間の転移によるとされている。我々はその四次構造変化を近紫外円二色性（Near-UV CD）及び紫外共鳴

ラマン分光法でとらえることに成功した。そしてその変化がグロビン蛋白中のどのアミノ酸残基に由来

するか変異ヘモグロビンを用いて追求した。その結果、それらの変化に主に寄与するアミノ酸残基はα

鎖とβ鎖の接触面に存在して、サブユニット間水素結合の生成解離に関与するα42Tyr, α140Tyr, β37

Trp, β145Tyrであることを明らかにした。α140Tyr→Hisの変異体はフランスで見つかったHb Rouenを

用いたが、他の３つについては本研究室で新たに遺伝子組換え技術により合成した変異体である。一方、

ヘム周辺に変異を有し、特異のチアノーゼを呈することで知られるHb Mグループを研究対象とし、アミ

ノ酸置換が与えるヘムの変化、四次構造に与える影響について主としてラマン分光法で調べた。その結

果、変異による蛋白構造の変化はα鎖とβ鎖間では異なること、その異常鎖の構造の相違が正常鎖の酸

素結合機能に影響を与えることを明らかにした。また、その変異ヘモグロビンを有する患者の臨床症状

（チアノーゼの強弱）と変異蛋白構造とがよく相関することを示した。

（８）新規蛋白質分子の設計（磯貝グループ）

多くの球状タンパク質は、複雑な折りたたみ構造をもっているため、これらをデザインするためには、

計算機の利用が欠かせない。我々は、経験ポテンシャルを用いた計算科学的手法を駆使して、任意の立

体構造と機能を持った人工蛋白質を設計する手法の研究を行っている。本研究では、我々が開発した分

子設計法を用いて、λファージ由来DNA結合タンパク質（λCro）の立体構造に折りたたまれるアミノ酸

配列の設計と合成を行い、その溶液構造を決定した。設計されたアミノ酸配列は天然λCro配列と75％異

なっていたが、NMR解析の結果得られた人工蛋白質の立体構造は、設計のターゲットとした天然λCroの

Ｘ線結晶構造と比較して、主鎖RMSD 2.1 Å の精度で一致した。本研究により、複雑な折りたたみ構造

をもつ人工蛋白質を、比較的シンプルな計算科学的手法によってデノボ設計することが可能であること

が示された。

（９）磁気共鳴分光学によるタンパク質物性（堀グループ）

１）整数スピン（S = 2、高スピン）を持つ Mn3+-ポルフィリン置換 Mb（Mn3+Mb）を用いて、S = 2 スピ

ン系の電子状態を解析した。ゼロ磁場分裂定数 D、E の絶対値を決めるために、33GHz ～ 122GHz 帯のマ

イクロ波と強磁場（0 ～ 12T） を用いた多周波数・強磁場 EPR 測定をおこなった。シミュレーション解

析の結果より、D = -3.79cm-1、E = 0.08cm-1 、等方的 g = 2.00である事を明らかにした。

２）シトクロムP450camの一原子酸素添加反応に於ける電子供与体であるプチダレドキシンの結晶化に

成功し、1.75Å分解能のX線結晶構造解析をおこなった。

３）200μ秒の時間分解能の高速混合凍結EPR法を開発し、シトクロムP450の一原子酸素添加反応にお

ける短寿命反応中間体の検出に成功した。

４）クロマグロHbのRoot効果がどのアミノ酸残基に由来するのかを特定することを目的とし、変異体

クロマグロHbを作製し、Root効果に及ぼす影響を検証した。

（１０）分子シミュレーションによる蛋白質の立体構造−長鎖状分子の構造と相転移（片岡グループ）

１）長鎖状分子をモデル化して、モンテカルロ法によりその構造の温度変化とエネルギーを調べた。N

個の正の電荷を持つモノマーの次にN個の負の電荷を持つモノマーが平衡距離からのずれの４次の関数

で書かれたばねで直線的に結ばれている。隣り合わないモノマー間にはソフトコアポテンシャルと静電

気的ポテンシャルエネルギーを仮定した。モノマーの総数Ｎを20から80まで変えて、最低エネルギー構

造を調べた。

十分高温度で直線的に伸びきった構造から出発して、温度を下げてゆき4種類の安定構造を得た。ひと

つは直線状の2重螺旋構造であり、他の一つはＮが58以上で現れる球形に丸まった卵形の構造である。Ｎ

が68以下では直線状の2重螺旋構造の方が最安定である。

２) 粒子間のポテンシャル関数として、剛体壁の外側に有限の高さをもつポテンシャルの山を階段関

数で付け加えた。2粒子だけが球形セルに存在する有限粒子系を統計力学的に調べた。低温で圧力を体積

の関数として見ると、圧力に極大と極小が現れた。この体積付近で相転移に相当する状態変化がある。

３）低温における秩序氷の構造を調べた。それらの間の安定性の比較を行った。高温で実験的に知ら

れている無秩序氷の間の相転移に相当するものが低温においても得られた。

（１１）蛋白質機能における水和の役割（常重グループ）

1888年にホフマイスターが見つけた中性電解質の鶏卵蛋白凝集沈殿能序列は、蛋白質分子の水和水を

電解質イオンと自由水との網目構造に取り込むことによる蛋白質溶解度低下作用の序列であると考えら

れている。betaine (CH3)3CNHCOOH)という両親媒性kosmotropeは、蛋白質には直接影響を与えずに、溶液

中に存在する水分子と強く相互作用する。本研究では、ホフマイスターシリーズの各電解質ならびにbet

aineが蛋白質機能、とくに、ヘモグロビンの酸素結合特性に及ぼす効果を明らかにした。実験結果は、k
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osmotropeや中性電解質のヘモグロビン機能に与える効果は、アロステリック的な特異効果というよりも

水和水を通した間接的な効果によることを意味している。

（１２）生体と水、生体水の概念（大河内グループ）

生命活動を担う核酸や蛋白質の働きはすべて水溶液中で起こることから、水のミクロの構造や電解質、

ｐH、酸化還元電位などが重要視されている。我々はナノスケールの水のクラスターによる水評価法につ

いて、問題があることを明らかにしてきたが、電子とプロトン濃度（活量）に基づいたORP（Oxidation-

Reduction Potential）-pH法による新たな水評価法を提案した。その評価法を各種水に適応したところ、

温泉水についてそれら源泉は全て還元系にあり，湧出後の時間経過に伴いORPは上昇し，酸化され，エー

ジング（Aging）が進行していくことを定量的に評価できた。さらに、温泉水の浴用で直接影響を受ける

皮膚，その内側の血液，羊水（羊膜液），日々生体を維持，成長させるために摂取している肉類，魚介

類，野菜・果物類などの食べ物，および水道水や市販ミネラル水を除く健康飲料を含む清涼飲料水が，

温泉源泉と同様に還元系にあることを明らかにできた。そこで、弱酸性から弱アルカリ性で抗酸化力を

有する還元系の水を体液に類似した“生体水”として提案し，老化に伴い，皮膚や尿のORPが上昇し酸化

されていくことから、生体水に継続的に入浴および飲用することは，皮膚を含めた体内の酸化抑制につ

ながり，老化抑制効果が期待できることを示した。さらに、それらの水には、メラニンの生成抑制を有

することから、特に肌の美白効果にも有効性が示唆できた。

（１３）遺伝子組み換えによる生体内情報伝達系の解析（中村・飯塚グループ）

生物は環境変化に対してダイナミックに適応することで生存しており、細菌は「二成分情報伝達系」

という環境センサーを多数発達させてきた。本研究ではリガンド結合／解離とそれに伴うタンパク質リ

ン酸化反応の共役のメカニズムの解明に取り組んだ。根粒菌酸素センサーシステムであるFixL/FixJ系で

は機能解析や各ドメインの構造解析を行い、また、ADPがアロステリックエフェクターであることを発見

した。研究期間の後半では、ジフテリア菌ChrSが膜結合型ヘムセンサーであることを大腸菌で発現させ

た組み換えタンパク質解析により直接的に示すことに成功した。「二成分情報伝達系」は動物には存在

しないため、このような基本的メカニズムの解明は病原性細菌などに対する抗生物質の開発等に貢献す

ると期待される。

（１４）ナノテクノロジーによる生体内情報伝達系の解析（原田グループ）

1分子イメージング顕微鏡法や、マイクロビーズや１分子操作法を使って、以下の３項目の研究を行

った。

１）DNA-タンパク質相互作用の分子機構の解明：相同遺伝子組み換え後期のRuvAB複合体によるHollid

ay分岐点移動をDNAの端に結合させたビーズの回転運動として観察することに成功した。

２）細胞内におけるタンパク質機能の１分子直視研究：神経成長因子(NGF)に蛍光色素を導入し、１分

子イメージング蛍光顕微鏡で、神経成長円錐膜上の受容体と結合からエンドサイトーシスによって細胞

内に取り込まれるまでの一連の動きを観察した。

３）分子イメージングによるタンパク質機能解析法の開発：高感度蛍光イメージング技術を使った生

体分子間相互作用解析システムを開発し、蛋白質分子間、蛋白質-DNA分子間相互作用などを尐量の試料

で高感度に定量観察できることを示した。

（１５）ゴルジ膜構造体のダイナミクス制御-構造維持と再構築の機構（高月グループ）

ゴルジ装置はダイナミックな膜構造体で、細胞分裂期には断片化して娘細胞に等分に分配され、その

後に速やかに膜構造体が再構築されるが、ゴルジ装置の構築と構造維持の機構は明らかでない。ゴルジ

装置ダイナミクスに作用する薬剤は、これらの機構を解析する有用なプローブとなることが期待される。

そこで、ゴルジ装置ダイナミクス作用物質の探索し，これら作用物質を用いてゴルジ膜構造体のダイナ

ミクス制御の解析を行った。

ゴルジ装置ダイナミクスと細胞分裂は密接な関係にあるが、細胞増殖阻害物質の中にゴルジ装置ダイ

ナミクス作用物質が濃縮されていることを認めた．選出した作用物質を用いてゴルジ膜構造体のダイナ

ミクス制御の機構を解析し，１）微小管の有無に関わらずゴルジ装置は核近傍に係留され得ること，２）

ゴルジ各槽局在マーカー蛋白の核近傍係留の微小管依存性は異なること，３）中心体がゴルジ装置nucle

ationに機能していること，４）ゴルジ装置の再構築においても中心体が機能すること，５）マーカー蛋

白のゴルジ装置再構築への参画順序と核近傍係留の微小管依存性の度合いの関係などの新知見を得た。

（１６）細菌走化性システムと環境応答（川岸グループ）

細菌走化性システムに関して以下のような研究を行った．

１）走化性受容体TsrとTarは厳密にリガンド（セリンとアスパラギン酸）を識別する。私たちは，セ

リン非結合型（PDB登録済）および結合型Tsrリガンド結合ドメインの構造解析を行った．その結果，Tsr

とTarとに共通なリガンド結合残基の三次元的配置の違いがリガンド特異性を決定するという仮説が支

持された。

２）走化性受容体は細胞極でクラスターを形成する。そこで，in vivo S-S架橋法を用いて調べた結果，

異種受容体どうしが相互作用すること，1種の受容体への入力が，別の受容体にも影響することが示唆さ

れた。このような相互作用がシグナル増幅に関与すると考えられる．一方，TarにGFPを融合して，全反

射型蛍光顕微鏡を用いた観察を試み，膜中での受容体の動きを初めて検出した。また，好アルカリ性Bac

illusにおいて，ナトリウムイオンチャネルが，走化性受容体と共局在することも示した（東洋大学との

共同研究）。

３）コレラ菌の走化性について詳しく解析し，コレラ毒素の発現に関与すると報告されている受容体

様蛋白質が，セリンなど複数のアミノ酸走性を媒介することを示した。ある種のアミノ酸存在下では，

コレラ毒素の発現が誘導されることが知られていることを考え合わせると，ヒト腸内でのアミノ酸走性

がコレラ菌の病原性に重要ではないかと推測される。
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osmotropeや中性電解質のヘモグロビン機能に与える効果は、アロステリック的な特異効果というよりも

水和水を通した間接的な効果によることを意味している。

（１２）生体と水、生体水の概念（大河内グループ）

生命活動を担う核酸や蛋白質の働きはすべて水溶液中で起こることから、水のミクロの構造や電解質、

ｐH、酸化還元電位などが重要視されている。我々はナノスケールの水のクラスターによる水評価法につ

いて、問題があることを明らかにしてきたが、電子とプロトン濃度（活量）に基づいたORP（Oxidation-

Reduction Potential）-pH法による新たな水評価法を提案した。その評価法を各種水に適応したところ、

温泉水についてそれら源泉は全て還元系にあり，湧出後の時間経過に伴いORPは上昇し，酸化され，エー

ジング（Aging）が進行していくことを定量的に評価できた。さらに、温泉水の浴用で直接影響を受ける

皮膚，その内側の血液，羊水（羊膜液），日々生体を維持，成長させるために摂取している肉類，魚介

類，野菜・果物類などの食べ物，および水道水や市販ミネラル水を除く健康飲料を含む清涼飲料水が，

温泉源泉と同様に還元系にあることを明らかにできた。そこで、弱酸性から弱アルカリ性で抗酸化力を

有する還元系の水を体液に類似した“生体水”として提案し，老化に伴い，皮膚や尿のORPが上昇し酸化

されていくことから、生体水に継続的に入浴および飲用することは，皮膚を含めた体内の酸化抑制につ

ながり，老化抑制効果が期待できることを示した。さらに、それらの水には、メラニンの生成抑制を有

することから、特に肌の美白効果にも有効性が示唆できた。

（１３）遺伝子組み換えによる生体内情報伝達系の解析（中村・飯塚グループ）

生物は環境変化に対してダイナミックに適応することで生存しており、細菌は「二成分情報伝達系」

という環境センサーを多数発達させてきた。本研究ではリガンド結合／解離とそれに伴うタンパク質リ

ン酸化反応の共役のメカニズムの解明に取り組んだ。根粒菌酸素センサーシステムであるFixL/FixJ系で

は機能解析や各ドメインの構造解析を行い、また、ADPがアロステリックエフェクターであることを発見

した。研究期間の後半では、ジフテリア菌ChrSが膜結合型ヘムセンサーであることを大腸菌で発現させ

た組み換えタンパク質解析により直接的に示すことに成功した。「二成分情報伝達系」は動物には存在

しないため、このような基本的メカニズムの解明は病原性細菌などに対する抗生物質の開発等に貢献す

ると期待される。

（１４）ナノテクノロジーによる生体内情報伝達系の解析（原田グループ）

1分子イメージング顕微鏡法や、マイクロビーズや１分子操作法を使って、以下の３項目の研究を行

った。

１）DNA-タンパク質相互作用の分子機構の解明：相同遺伝子組み換え後期のRuvAB複合体によるHollid

ay分岐点移動をDNAの端に結合させたビーズの回転運動として観察することに成功した。

２）細胞内におけるタンパク質機能の１分子直視研究：神経成長因子(NGF)に蛍光色素を導入し、１分

子イメージング蛍光顕微鏡で、神経成長円錐膜上の受容体と結合からエンドサイトーシスによって細胞

内に取り込まれるまでの一連の動きを観察した。

３）分子イメージングによるタンパク質機能解析法の開発：高感度蛍光イメージング技術を使った生

体分子間相互作用解析システムを開発し、蛋白質分子間、蛋白質-DNA分子間相互作用などを尐量の試料

で高感度に定量観察できることを示した。

（１５）ゴルジ膜構造体のダイナミクス制御-構造維持と再構築の機構（高月グループ）

ゴルジ装置はダイナミックな膜構造体で、細胞分裂期には断片化して娘細胞に等分に分配され、その

後に速やかに膜構造体が再構築されるが、ゴルジ装置の構築と構造維持の機構は明らかでない。ゴルジ

装置ダイナミクスに作用する薬剤は、これらの機構を解析する有用なプローブとなることが期待される。

そこで、ゴルジ装置ダイナミクス作用物質の探索し，これら作用物質を用いてゴルジ膜構造体のダイナ

ミクス制御の解析を行った。

ゴルジ装置ダイナミクスと細胞分裂は密接な関係にあるが、細胞増殖阻害物質の中にゴルジ装置ダイ

ナミクス作用物質が濃縮されていることを認めた．選出した作用物質を用いてゴルジ膜構造体のダイナ

ミクス制御の機構を解析し，１）微小管の有無に関わらずゴルジ装置は核近傍に係留され得ること，２）

ゴルジ各槽局在マーカー蛋白の核近傍係留の微小管依存性は異なること，３）中心体がゴルジ装置nucle

ationに機能していること，４）ゴルジ装置の再構築においても中心体が機能すること，５）マーカー蛋

白のゴルジ装置再構築への参画順序と核近傍係留の微小管依存性の度合いの関係などの新知見を得た。

（１６）細菌走化性システムと環境応答（川岸グループ）

細菌走化性システムに関して以下のような研究を行った．

１）走化性受容体TsrとTarは厳密にリガンド（セリンとアスパラギン酸）を識別する。私たちは，セ

リン非結合型（PDB登録済）および結合型Tsrリガンド結合ドメインの構造解析を行った．その結果，Tsr

とTarとに共通なリガンド結合残基の三次元的配置の違いがリガンド特異性を決定するという仮説が支

持された。

２）走化性受容体は細胞極でクラスターを形成する。そこで，in vivo S-S架橋法を用いて調べた結果，

異種受容体どうしが相互作用すること，1種の受容体への入力が，別の受容体にも影響することが示唆さ

れた。このような相互作用がシグナル増幅に関与すると考えられる．一方，TarにGFPを融合して，全反

射型蛍光顕微鏡を用いた観察を試み，膜中での受容体の動きを初めて検出した。また，好アルカリ性Bac

illusにおいて，ナトリウムイオンチャネルが，走化性受容体と共局在することも示した（東洋大学との

共同研究）。

３）コレラ菌の走化性について詳しく解析し，コレラ毒素の発現に関与すると報告されている受容体

様蛋白質が，セリンなど複数のアミノ酸走性を媒介することを示した。ある種のアミノ酸存在下では，

コレラ毒素の発現が誘導されることが知られていることを考え合わせると，ヒト腸内でのアミノ酸走性

がコレラ菌の病原性に重要ではないかと推測される。
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