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エピゲノム制御学分野 

Division of Epigenomics and Development 
教 授：佐々木 裕之 

Professor：Hiroyuki Sasaki, M.D., Ph.D. 
 
 平成 30年度は，主幹教授・佐々木裕之，助教・鵜木元香，石内崇士，特任講師・藤

英博の体制で研究・教育を行った．佐々木は副学長（研究担当），高等研究院長，エピ

ゲノミクス分野教授を，また藤はエピゲノミクス分野特任講師を兼務した．これらの

教員に加え，博士課程学生 10 名（うち国費留学生 1 名），学術研究員 1 名，テクニカ

ルスタッフ 2名，技術補佐員 1名，事務補佐員 3名の計 20名が研究・教育活動の実施

や支援を行った． 

 当分野は生命機能の恒常性維持や生体防御に重要なエピジェネティクス及びエピゲ

ノムの制御機構の解明を中心研究テーマに据え，とくに生殖細胞におけるゲノムイン

プリンティングや発生・分化能のリプログラミング，Ｘ染色体不活性化の機構，エピ

ジェネティクスによるゲノム安定性維持機構，エピゲノムと種間多様性などについて

精力的に研究している．  

 平成 30年度は佐々木が科学研究費補助金の特別推進研究に採択され，九州大学で初

となる上原記念生命科学財団の上原賞（研究業績褒賞）を受賞した．また，鵜木，石

内はそれぞれ基盤研究（C），若手研究を獲得して研究を行なった．さらに，得られた

競争的資金を利用して最新鋭の次世代 DNAシーケンサーを研究所に設置した． 
 

Ａ．生殖細胞系列の分化とゲノム刷り込みの制御機構 

 正常な配偶子の形成には DNA メチル化を含むエピゲノムの制御が重要であり，その

制御機構の解明は不妊や流産の克服に役立つ．我々は，京大・斎藤通紀らとの共同研

究により，培養下でヒト多能性幹細胞から卵原細胞を誘導・分化させることに成功し

た（Science 2018）．この卵原細胞では期待通りにインプリントの消去などのエピゲノ

ムリプログラミングが生じており，生体の卵原細胞に近いエピゲノム状態が形成され

ていることを確認した．また，シンシナチ小児病院の行川賢らとの共同研究により，

精原細胞では生殖細胞特異的なポリコム蛋白質 SCML2がヒストン H3K27me3修飾に関わ

ること，このタンパク質は H3K4me2/3 に富む領域に結合して，これら抑制型と活性型

の修飾が共存する二価のクロマチンを形成することを明らかにした（Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA. 2018）．この二価のクロマチンをもつゲノム領域には，発生関連遺伝子や体

細胞特異的な遺伝子群が存在しており，受精後に重要な機能を果たすことが推察され

た．さらに，ヒストン H3K9me2 修飾を導入する酵素 Ehmt2/G9a を卵子形成過程におい

てノックアウトし，この抑制型のヒストン修飾が卵子や初期胚で果たす役割を調べた．
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その結果，体細胞とは異なり，卵子において H3K9me2 は DNA メチル化や遺伝子発現の

制御には関与せず，むしろヘテロクロマチン形成や染色体分配に寄与することで，受

精後の胚発生に貢献していることを見つけた（Cell Rep. 印刷中）．ゲノム刷り込みの

生理的意義について，2016年にイタリアの Ericeで EMBOの国際会議が開催され，佐々

木も招待講演を行なったが，その参加者が共同でゲノム刷り込みの生理的意義に関す

る総説を執筆した（Cell 2019）．今後の研究の方向性を考える上で重要な指標になる

と思われる． 

 

Ｂ．Ｘ染色体の不活性制御機構の解析 

 ヒトを含む哺乳類の雌は 2 本の X 染色体のうちの片方を不活性化することで，同染

色体を 1 本しか有しない雄との間の遺伝子量の不均衡を是正する．近大・佐渡敬らと

の共同研究により，X 染色体不活性化において重要な働きをすると考えられている

SmcHD1 蛋白質の作用について解析を行った．その結果，SmcHD1を欠損した雌マウス胚

由来の線維芽細胞では，不活性 X染色体に特徴的なヒストン修飾 H3K27me3の分布に異

常があり，そのような領域に存在する遺伝子の多くが再活性化していた．すなわち，

SmcHD1は不活性化過程の初期に正常なヒストン修飾パターンを確立するために必須の

働きをし，その異常がのちに再活性化の原因となることが示された（Development 

2018）． 

 
Ｃ．ＥＳ細胞における配列依存性の単一アレル遺伝子発現の解析 

 哺乳類の様々な細胞において単一アレル遺伝子発現が報告されているが，その意義

や制御機構については不明な点が多い．我々はマウスのナイーブ胚性幹細胞において

単一アレル発現を示す遺伝子の網羅的な解析を行ない，インプリント遺伝子を除く全

ての単一アレル発現遺伝子が DNA 配列に依存的した発現の違いによることを示した．

これらの遺伝子は塩基多型やレトロトランスポゾン挿入多型に富み，アレル間で

H3K27me3 の違いが見られたが，DNA メチル化には差がなかった．また細胞が分化する

とほとんどの遺伝子が両アレル発現に転じた（投稿中）．野生個体群では発生ステージ

や組織により，様々な遺伝子が単一アレル発現を示すことが示唆された． 

 

Ｄ．エピジェネティクス異常に基づくヒト疾患の解明 

 ICF 症候群は免疫不全，セントロメア不安定性，顔貌異常を主徴とする劣性遺伝病

で，DNA メチル化酵素 DNMT3B（1 型 ICF 症候群），転写制御因子 ZBTB24（2 型），核内

蛋白質 CDCA7（3型），クロマチン再構成因子 HELLS/LSH（4型）の遺伝子変異で生じる．

しかし，その分子病態や発症機構の詳細は未だ不明である．今回我々は，1 型〜4 型

ICF で共通に見られる表現型として，DNA二重鎖切断の修復機構の異常を見出した（J. 

Clin. Invest. 2019）．診断や治療法の開発に役立つと考えられる重要な発見である．
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さらに，2型 ICFの原因蛋白質である ZBTB24の各蛋白質ドメインが，細胞内局在や遺

伝子発現に果たす役割を明らかにした（投稿準備中）．また，防衛医大の釜江智佳子ら

と共に国内の ICF症候群患者の臨床像をまとめて国際誌に報告した（J. Clin. Immunol. 

2018）． 一方，小細胞肺がんの EGFRチロシンキナーゼ阻害剤治療中に生じるゲノム変

化を次世代シーケンサーにより網羅的に同定し，薬剤抵抗性を生じると推測される変

異とその作用機序について知見を得た（Anticancer Res. 2019）．さらに，母体糖尿病

モデルマウスから生まれた仔において，低出生体重・耐糖能の低下などの表現型を見

出した．仔の膵臓や肝臓に着目して遺伝子発現解析を実施したところ，肝臓の糖新生

関連遺伝子群を誘導するシグナル伝達系が活性化していることを見出した（投稿中）．

糖尿病リスクグループの同定や早期介入に貢献する可能性のある成果である． 

 

Ｅ．哺乳類のミトコンドリア DNAのメチル化 

 哺乳類のミトコンドリア DNA にシトシンメチル化が存在するか否かは長い間論争の

的であった．今回，医学研究院の安川武宏・康東天らとの共同研究により，種々の方

法を組み合わせた複数の方法で厳密な解析を行い，マウス・ヒトのミトコンドリア DNA

に生理的なシトシンメチル化は存在しない（検出限界以下）という明確な結論を得た

（Sci. Rep. 2018）．これにより長年の論争に決着をつけた． 

 

Ｆ．胎盤発生制御因子の同定と解析 

 哺乳類における胎盤の発生・形成は，次世代の生命の誕生に必須の事象である．し

かしながら，この重要な器官の発生・分化を支える分子基盤はあまり分かっていない．

そこで，マウスにおける遺伝学的スクリーニングにより胎盤の発生を制御する新規因

子を探索したところ，Zfp281を候補として同定した．詳細な解析の結果，Zfp281 は胎

盤の幹細胞集団で高発現し，標的遺伝子近傍に結合し，それらの発現を活性化するこ

とで，胎盤の発生に重要な機能を果たすことが明らかになった（投稿中）．胎盤・妊娠・

胎児の発生の研究に大きなインパクトを与える成果である． 
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免疫ゲノム生物学分野 

Division of Immunology and Genome Biology 
教 授：馬場 義裕 

Professor：Yoshihiro Baba, Ph. D. 
 

免疫は感染症やがんから身を守る生体防御システムとして重要であることは広く知

られている．一方で，免疫が自身を攻撃したり，過剰に反応したりすることで，自己

免疫疾患やアレルギー，炎症の発症や増悪化にも深く関わる．しかし，この多様な免

疫制御の仕組みや分子基盤は不明な点が多く，解決すべき課題が山積している．免疫

ゲノム生物学分野では，液性免疫の要である B 細胞に中心に，ゲノム・分子・細胞・

個体レベルで免疫細胞の分化および機能を明らかにし，難治疾患の発症原因や病態の

理解に取り組んでいる．  

平成 30 年度は，馬場義裕（教授），保田朋波流（准教授），田中伸弥（助教）に加

えて，テクニカルスタッフ 2 名，技術補佐員１名，博士課程大学院生 4 名，修士課程

大学院生 2 名の計 12 名により，研究および教育活動を行なった.また，馬場は発生工

学実験室長を兼任し，技術専門職員１名，技術補佐員 4名，技能補佐員 17名で動物飼

育管理および遺伝子組換えマウス作製業務サービスを進めている． 

 平成 30 年度は革新的先端研究開発支援事業（AMED-PRIME），AMED 難病研究課免疫

アレルギー疾患等実用化研究事業，科研費などの補助金による支援を受けた． 
 

Ａ．B 細胞分化機序の解明 

 B 細胞はプラズマ細胞へと最終分化し，抗体を分泌することにより感染防御の役目

を果たす．そこに至るまでに，B 細胞は胚中心 B 細胞となって抗体の親和性亢進やク

オリティーを変化させる．また，B 細胞は記憶 B 細胞へと分化し，免疫記憶の役割を

担う．一方，B 細胞は自分自身を攻撃する抗体（自己抗体）を産生することもあり，

自己免疫疾患の増悪因子にもなる．このように，適切な B 細胞分化が生体防御におい

て重要であり，その仕組みを明らかにすることは疾患制御や医学応用への発展に貢献

すると考えられる．私たちは，B 細胞の分化を支える細胞内因子（遺伝子発現，シグ

ナル伝達，エピジェネティクス制御，BCR レパトア）や環境因子（場所，時間，老化，

細胞間相互作用）を明らかにすることで，正常と異常な B 細胞分化を理解することを

目指している． 

 今年度は， 胚中心 B 細胞の分化機序を明らかにすることを試みた．胚中心は抗体，

B 細胞レセプター（B cell receptor: BCR）の親和性を上昇させる場である．リンパ

組織の胚中心では，B 細胞が抗原刺激を受けて活性化し，抗体の親和性を高めていく

ことから，胚中心の形成は抗体が効率良く病原体を排除するために必須のプロセスで
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ある．胚中心 B 細胞が活性化されるには，まず， BCRを介して濾胞性樹状細胞上に存

在する抗原を認識し，BCR シグナルを受ける必要があるが，その意義は不明であった．

われわれは，Ca2+レポーターマウスと抗原特異的 BCR を有するトランスジェニックマウ

スを利用し，2 光子顕微鏡を用いて，胚中心 B 細胞の in vivo イメージングを行うこ

とにより，胚中心 B 細胞が濾胞性樹状細胞と相互作用する時に，細胞内 Ca2+濃度が上

昇することを見出した（未発表）．我々は，これまでに，小胞体 Ca2+センサーである

STIM1と STIM2を欠損させると BCR依存的 Ca2+流入のみを阻害することができることを

報告している（Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 2008; Immunity, 2011）ことから，B

細胞特異的 STIM1/2二重欠損マウスを利用することで，胚中心 B細胞形成における Ca2+

流入の重要性を検証したところ，Ca2+シグナルの消失が胚中心 B 細胞を減少させること

を突き止めた（未発表）．現在，これら現象を支える分子機序の解明に取り組んでい

る． 
 

Ｂ．免疫応答を抑制する B 細胞の全容解明 

 B 細胞は自己免疫疾患，炎症，アレルギーの原因となったり病態を悪化させたりす

ることが知られているが，それとは逆に，免疫反応を抑制する B 細胞として“制御性

B 細胞”の存在が明らかにされ注目されている．特に，抗炎症性サイトカイン IL-10

を産生する制御性 B 細胞は，さまざまな疾患モデルマウスを用いた研究から，炎症や

自己免疫疾患，さらには，感染免疫や腫瘍免疫などに対する抑制能がつぎつぎと示さ

れ，その制御の対象は多様であることが示されている．さらに，IL-10 以外の機序に

より免疫を抑制する制御性 B 細胞の存在も示唆されており，この研究領域は発展しつ

つある．私たちの研究室では，これまでに，生体内における IL-10 産生制御性 B 細胞

として CD138+CD44hi プラズマブラストを同定し，多発性硬化症のマウスモデルである

自己免疫性脳脊髄炎に対する抑制作用を示した（Immunity, 2014）．さらに，プラズ

マブラストの IL-10 産生には，TLR および BCR 刺激で活性化される IRF4 や NFAT が必

要であることを明らかにした．現在，IL-10 産生プラズマブラスト特異的な遺伝子発

現や分化の分子機序の解明を目指して研究を進めている．同時に，IL-10 以外の新規

抑制作用を持った B 細胞の同定を試みており，今年度は，そのひとつの候補遺伝子の

B細胞特異的ノックアウトマウスを樹立し，機能解析を進めている． 

 

Ｃ．カルシウムシグナルと免疫応答 

 B 細胞が抗原と出会い，活性化・分化するためには，BCR による抗原認識が必須とな

り，その情報はシグナル伝達として細胞内に伝わる．私たちは，この BCR シグナル伝

達の分子メカニズムやその生理的な意義について研究を進めている．これまでに，

STIM1 に結合するタンパク質を複数同定しているが，そのなかのひとつの新規分子（こ
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こでは，STBP1 ：STIM1 binding protein1 と呼ぶ）の機能解析を行った．STBP1 を欠

損させた B 細胞株を樹立・解析したところ，STBP1 が欠失すると B 細胞が致死となる

ことが判明した．生体での役割を検証するため，コンディショナルマウスを作製し，

現在，解析を進めている． 

 

Ｄ．ヒト B 細胞免疫学の研究 

 B 細胞の分化や性状はマウスとヒトで異なることが多いため，ヒト B 細胞研究は重

要だと考えている．特に，ヒト制御性 B 細胞の実体や病態への関与については未解決

な課題が多い．われわれは，この疑問にも取り組んでおり，ヒトプラズマブラストが

IL-10 を産生することを見出している（Immunity, 2014）．そこで，将来の医学応用

を視野に入れ，in vitro でヒト IL-10産生制御性 B 細胞を選択的かつ効率よく培養す

る方法の樹立を試みている．また，ヒトにしかみられない B細胞型をマウスで再構築

する試みにも取り組んでいる． 

 

Ｅ．発生工学技術支援 

 総合研究棟 9F と生医研別館 3F の動物飼育室の運営を担当しており，SPF 動物の飼

育，健康管理を行なっている.凍結精子および凍結受精卵の作製や CRISPR/Cas9 ゲノ

ム編集を用いたノックアウトマウス作製に加えて，昨年度から始めた Cas9 タンパク

質および gRNA をエレクトロポレーションによって受精卵に導入する方法の支援業務

も軌道に乗った． 
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構造生物学分野 

Division of Structural Biology 
教 授：神田 大輔

Professor : Daisuke Kohda, Ph.D.
 
タンパク質の立体構造を決定し，他の分子との相互作用を詳細に解析することで，分

子認識の問題や酵素活性発現メカニズムを構造生物学の手法を駆使して明らかにする．

ターゲット選択にあたっては，単に生物学的機能の重要性だけでなく，分子機能が構

造生物学的に興味ある論点を含んでいるかどうかを重視する．生物現象として，細胞

内のタンパク質の行き先を指定する仕組み，タンパク質の糖鎖修飾，エンドサイトー

シス，ＤＮＡ複製，修復，組み換えなど対象は多岐にわたっている．研究手法として，

Ｘ線結晶解析，核磁気共鳴解析，電子顕微鏡（主に単粒子解析）を用いることで，タ

ンパク質の分子認識の構造的基盤の解明を目指している．特に，相互作用が弱くかつ

特異性が広いケースに興味があり，これを「ゆるい分子認識（ promiscuous 

recognition）」と呼び，集約的な研究を進めている．  

 

Ａ．結晶コンタクト効果フリー空間を利用するタンパク質結晶構造解析技術

の開発 

結晶コンタクト効果フリーな“隙間”を結晶格子中につくり，「結晶コンタクトによる

柔動構造の変形・固定問題」の解決を目指している（図 A.1）．２つの技術要素は，①

タグタンパク質との融合タンパク質の作製，②タ

グタンパク質と対象タンパク質を一本の長いヘ

リックスを用いて硬く接続，である．結晶コンタ

クトフリー空間の利用の一つとして，結晶コンタ

クトによるタンパク質構造の変形を除くことが

ある．結晶構造と溶液 NMR 構造の両方が決定され

ていて，一部のループのコンホメーションが異な

る例として酵母の Tim21 タンパク質を選択した．

結晶構造のループ構造を見ると結晶コンタクト

によって変形していることが推察される，一方，

NMR のループ構造は収束が悪い多数のコンホメー

ションの集団となっている．そこで，MBP と Tim21

の融合タンパク質を作成し，結晶化と構造決定を

行った．接続に使ったαヘリックスの長さを複数

図A.1 対象タンパク質をタグタンパ
ク質に硬い接続を用いて融合させる
ことで，２つのタンパク質の間に隙間
空間を創り，そこに対象タンパク質の
一部分を意図的に配置する． 
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用意して結晶化を行い，3 つの結晶構造を得ることができた．結晶コンタクト効果フ

リーな“隙間”（以下，crystal contact-free space, CCFS と呼ぶ）がデザイン通り

出来ていることを評価するために，当該ループの温度因子を比較した．その結果，３

つの結晶構造のうち一つでほぼ完全な CCFS が出来ていることがわかった．この CCFS

中のループの構造（大きな温度因子を持つので，薄い電子密度に無理矢理置いたモデ

ル構造）を，通常の結晶構造と NMR 溶液構造と比較した．その結果，どちらとも異な

ることが判明した．したがって，CCFS 中のループのモデル構造が真の溶液構造（のア

ンサンブル平均）と見なして良いかどうかの判断ができない事態となった．そこで，

NMR 構造を新規に決定し直すこと（自動帰属プログラムを使用する．横浜国立大学・

児嶋教授との共同研究）と，分子シミュレーション計算による溶液構造の推定（理研・

宮下博士との共同研究）を進めている． 

 

Ｂ．オリゴ糖転移酵素の構造生物学 

タンパク質のアスパラギン残基への糖鎖付加（Ｎ型糖鎖付加）は翻訳後修飾の代表で

ある．コンセンサス配列 Asn-X-Thr/Ser 中の Asn 残基への糖鎖の転移反応はオリゴ糖

転移酵素と呼ばれる膜タンパク質酵素が触媒している．Ｎ型糖鎖修飾は真核生物だけ

でなく，古細菌にも広く存在する．また，真正細菌の一部にも存在する．オリゴ糖転

移酵素の触媒サブユニットは STT3/AglB/PglB（真核/古細菌/真正細菌）と呼ばれる膜

タンパク質酵素である．古細菌のオリゴ糖転移酵素は触媒サブユニット AglB のみから

なるシングルポリペプチド酵素であり，大腸菌の膜フラクションに活性のある形で発

現することができるため構造生物学研究に適している． 

 AglB の基質は２つあり，コンセンサス配列を含むアミノ酸配列と脂質結合型糖鎖

（Lipid-Linked Oligosaccharide, LLO）である．酵素活性発現メカニズムや基質認識

メカニズムを明らかにするには，基質あるいは基質アナログとの複合体の結晶解析が

有効である．今年度は天然の糖鎖供与体の大量調製を進めた．古細菌を大量培養して，

有機溶媒抽出（クロロホルム・メタノール・水の混合溶媒）を用いて抽出する．培養

と精製を繰り返して，結晶化に必要なスケールの精製品を調製した．システインを導

入した酵素蛋白質（G671C 置換体）に基質ペプチド（C 末端にシステインを含む，N 末

端に蛍光色素が結合している）を，ジスルフィド結合を介してテザリングした．一方，

糖鎖供与体はモノオレインとあらかじめ混合した．両者を混合して LCP (Lipidic Cubic 

Phase)法で結晶化スクリーニングをおこない，複数の条件で微結晶を得た．微結晶に

蛍光ペプチド基質に由来する色がついていることから，タンパク質の結晶であること

が確認できた．また，SPring8 の BL44XU および BL32XU で回折測定を行い，多数の微

結晶回折データをマージしたデータセットを得た．通常のペプチドを用いた場合は酵

素反応が進行して糖ペプチドが生成し，（糖）ペプチドの電子密度が見えなくなってい
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たので，アスパラギン残基をジアミノ酪酸に置換した基質ペプチドアナログを用いた．

最終的に分解能 2.6Å の構造解析ができ，基質ペプチドと糖鎖供与体の一部の電子密度

を確認できた．現在，精密化を進めている．二価金属イオンに配位した 3 個の水分子

がはっきり確認できるので,触媒機構について以前より進んだ議論ができると期待し

ている． 

 

Ｃ．ランチオニンペプチドの NMR 解析 

ヒト表皮常在グラム陽性菌 Staphylococcus warneri が産生するペプチド Nukacin は

Lipid II と相互作用して抗菌活性を発揮する．Nukacin は 27残基よりなる抗菌ランチ

ペプチドのひとつである．ランチペプチドは配列内に翻訳後修飾により生じた不飽和

アミノ酸とモノスルフィド結合を有する（図 C.1）. 
これまでに Nukacinの 13C,15N安定同位体標識は大

腸菌を宿主とした組換えタンパク質発現系で 13C-

グルコースと 15N-塩化アンモニウムを添加した最

小培地を用いて行っていたが，収量とモノスルフ

ィド結合の導入効率が低いことが問題であった．

そこで，発現系を Nukacin 産生菌である S.warneri にすることと，13C,15N 標識クロレ

ラ抽出物を含む CHL 培地を培養に用いることで 13C,15N標識 Nukacin の大量調製を可能

とした． 

 溶液 NMR スペクトルから Nukacin は溶液中で二種類の状態の平衡にあることがわか

った．それぞれの構造は 35℃以上で誘起される「高温構造」と 35℃以下で誘起される

「低温構造」である（図 C.2）．NMR 測定温度を 10℃と 50℃に設定することで，高温構

造と低温構造の構造決定を独立に行った．

Nukacin 中の３つのモノスルフィド結合で

囲まれた領域（モノスルフィド環）を Ring 

A〜Ring C と呼ぶ（図 C.1）．高温構造と低

温構造ではモノスルフィド環のトポロジー

が異なっていた．高温構造では Ring A の下

に Ring C が位置するのに対し，低温構造で

は Ring A の上に Ring C が位置する（図 C.2）. 

 次に Nukacin と Lipid II との相互作用解析を化学シフト摂動法により行い，相互作

用に関わる領域をアミノ酸残基レベルで明らかにした．高温構造において Ring A のア

ミノ酸残基（Ile7, Abu9, Val10）が Lipid II のピロリン酸基と,Ring C の疎水性ア

ミノ酸残基（Phe21, Val22, Phe23）が Lipid II のイソプレノイド基と相互作用して

いることが判明した．高温構造の Lipid II に対する解離定数は 1.4μM であった．一

図C.2 Nukacinの立体構造

図C.1 Nukacinの一次構造
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方，低温構造は Lipid II に対して全く結合を示さなかった．得られた相互作用情報を

拘束条件に構造計算ソフト HADDOCK を用いて，高温構造-Lipid II 複合体の構造を計

算した（図 C.3）．構造中で Ring A

のペプチド主鎖は Pro8 により折れ

曲がった構造を取っており，主鎖ア

ミド基が溶媒面に露出していた．こ

れらの主鎖アミド基は Lipid II のピ

ロリン酸基との間に水素結合を形成

している．また Ring C にある疎水性

アミノ酸側鎖は溶媒面に露出してお

り，イソプレノイド基との疎水性相

互作用に関与していた．Nukacin の

Lipid IIへの相互作用様式は現在までに報告例がない新規なものであった（原著論文

6，九州大学農学研究院・園元教授との共同研究）． 

 

Ｄ．エンドサイトーシスに関与するタンパク質群の構造機能解析

エンドサイトーシスは真核生物が外部から物質を細胞内に取り込む仕組みであり，ク

ラスリンと呼ばれるタンパク質に依存するクラスリン依存性エンドサイトーシスや細

菌等のより大きな基質を取り込む機構である食作用 （ファゴサイトーシス）を含む．

これまでに食作用に関与するタンパク質である GAS7 の結晶構造を決定し，GAS7 の膜

変形モジュールである F-BAR ドメインが他のタンパク質の F-BAR ドメインにはない特

徴的な挿入構造を保持することを解明している．GAS7 のこの挿入構造は GAS7 の膜上

でのシート状多量体への重合に関与すると考えられるが，膜上における GAS7 のシート

状多量体への会合機構の詳細は不明である．本年度は GAS7 の膜上での会合状態を直接

観察するため，カーボン膜を張った電子顕微鏡用のグリッドに脂質一分子膜を張り，

その上で GAS7 を重合させ，その負染色像を電子顕微鏡により観察した．その結果，GAS7

の形成するシート状構造の直接観察に成功した．現在トモグラフィー像を取得し，GAS7

のシート状構造中における GAS7 の配置を決定するための解析を進めている．この脂質

一分子膜を用いた実験系はエンドサイトーシス関連の他の主要テーマである，クラス

リンが最初に細胞膜表面で格子状に重合するステップ (クラスリン重合ステップ) の

機構の研究にも役立てる予定であり，関連タンパク質の精製標品の準備を進めている．

またクラスリン重合ステップの研究について，これまでに構築したクラスリン重合モ

デルを検証するための細胞生物学実験に用いるプラスミドの構築，相互作用解析のた

めの試料調製も進めた． 

 

図C.3 Nukacinの高温構造とLipid II複合体 
のHADDOCKモデル 
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E．超分子複合体の電子顕微鏡による単粒子解析 

電子顕微鏡単粒子解析法は革新的な発展を遂げた電子直接検出（DED）カメラによって，

これまでより格段に分解能が向上し原子レベルの解析も可能となっている．我々は結

晶構造解析が困難な DNA の複製，修復，組換え等に働く超分子複合体を中心に解析を

進めている． 

 昨年度に引き続き DNA ポリメラーゼ D（PolD），ヌクレオソーム・リモデリング因子

複合体の解析を行った．高分解能の解析が可能である電子直接検出器（DED）カメラで

はあるが，国内でこれを装備しかつ使用可能な電子顕微鏡は数台しか存在しない．極

めて限られているマシンタイムを有効に利用するため，当研究所のクライオ電子顕微

鏡によって試料凍結条件等の最適化と初期立体構造の構築を行い，高分解能の解析が

見込まれるものについて，大阪大学の共同利用施設等に設置されている DED カメラ搭

載の電子顕微鏡を使って解析を行っている．PolD に関してはその活性化因子及び DNA

との複合体の構造解析を分解能 6.9 Å まで進めている．また，同じ溶液中に少なくと

も２種類の形態が存在していることが判明した．ヌクレオソームの系に関しては，リ

モデリング因子との複合体の構造解析も側鎖の可視化が始まる 4.5 Å まで分解能が向

上しており，より詳細なヌクレオソーム破壊の機構が明らかになりつつある． 

 

F．技術支援活動 

九州大学共同利用施設である核磁気共鳴装置（２台）と，生体防御医学研究所技術室

のクライオ電子顕微鏡（ポララ，FEI 社）のユーザー管理を行っている．ポララを日

本 全 国 の ク ラ イ オ 電 顕 ネ ッ ト ワ ー ク に お け る F1 サ イ ト に 登 録 し た

(https://www.cryoemnet.org/f1-em)．F1 サイトは予備的なスクリーニングを担当す

る．真柳は汎用電顕 FEI T20及びクライオ電顕 FEI Polaraの共同利用の支援を行った．

電子顕微鏡，試料作製装置の維持管理，利用者の測定のサポートを始め，依頼サンプ

ルの負染色試料の作成や凍結試料の作成，データ収集を行った．今年度は九州工業大

学のトモグラフィー観察の支援，新潟大学，東京工業大学，横浜市立大学，長浜バイ

オ大学，及び学内の依頼による観察を行った． 

神田は新学術領域研究「動的構造生命」（平成 26 年度〜30 年度）の領域代表として，

「従来の構造生物学手法を新発想に基づいてタンパク質の動的構造解析のための強力

な計測手法としてバージョンアップし，新しい分子動力学計算手法の適用によって検

証を行う」全国規模の研究を推進している．第 18 回日本蛋白質科学会年会（新潟，6

月）において共催ワークショップ「生体高分子のインセル測定技術」, “In-cell 

measurement techniques of biomacromolecules and beyond”（英語セッション）と，

第 56回日本生物物理学会年会（岡山，9 月）において共催シンポジウム「promiscuous 

だが洗練されたタンパク質の分子認識」，“Ingenious mechanisms behind promiscuous 
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recognition, in contrast to precise recognition, by protein molecules”（英語

セッション）を開催した． 
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