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    学位論文題名

Structural studies on protein domains of unknown function

    （機 能未知夕ンパク質ドメインの立体構造解析）

学位論文内容の要旨

  タンパク質の多くは、生体内で固有の立体構造を形成しその機能を発揮している。
したがって、立体構造情報は機能と密接に関係しているため、タンパク質の機能解明
において、立体構造情報は非常に重要である。しかし、タンパク質は数百ときに千を
超える残基からなり、実際に全長タンパク質を用いて研究することは難しいことが多
い。このような大きなタンパク質はドメインと呼ぱれる単位から構成されており、切
り出されたドメインは全長のタンパク質のもつ機能・構造を保持していることも多い。

このため、多くのドメインの立体構造・機能を知ることはポストゲノム研究において
非常に重要である。。
  ポストゲノム時代になった今日、従来の分子生物学的なアプローチのほかに、配列
解析を中心としたバイオインフオマティックスが盛んに行われてきている。これは、
似たような配列をもっタンパク質ドメインは、生体中で似たような機能・構造をもつ
ことが多い、という経験的知見から、配列の特徴を拠りどころに未知のタンパク質の
機能・構造を予測しようというアプローチである。しかしながら、特に既知のタンパ
ク質との配列相同性の低い場合では、配列情報のみからでは間違ったタンパク質ドメ

インの機能・構造を導いたり、十分信頼度のある予測は不可能であったりする。この
ような場合、実験的に決めた立体構造を用いることで、飛躍的に精度の高い分子機能
情報を得ることが可能である。
本研究では、配列情報だけでは知見の乏しかった以下に示す4つのドメインに対し、
ハイスループット立体構造決定法を用いて、実際にその構造を得ることで、これらの
分子機能に関して新たな知見を得ることに成功した。
＠マウスmicrotubule．a8的Ciatedprote血／microtubulea伍nity‐reguht泣gk泣a8e3
m仏RK3冫のk血a8eas80ciateddoma血1（KA1ドメイン）：機能・構造未知であった
KAlドメインの長さの異なる2つのコンストラクトの構造を決定することで、安定
な構造をとるのに不可欠な領域を決め、その領域が酵母にいたるまで保存されている
ことを見出し、KA1ドメインの正確なドメイン境界を示した。さらに、得られた構
造と配列保存性を比較することで塩基性残基に囲まれた疎水性の溝を機能部位と推
定し、MARK3中のキナーゼドメインに続く保存された酸性領域と相互作用すること
で、自己抑制的な調整を行っていると予測した。◎ヒトly8泣e‐8pec伍cdemethyla闘
1くLSD1）のSWIRMドメイン（SW13p，R8c8pandMoiraから命名された）：近年
DNAの脱メチル化を担っていることが報告されたLSD1の中には、SWIRMと呼ぱ
れる機能・構造未知であったドメインが存在する。SWIRMドメインの立体構造を決
定し、その構造がhehxturnhel波（HTH）モチーフをもつ新しい立体構造であるこ
とを示した。他の典型的なHTHモチーフをもっドメインの立体構造との比較及びド
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メインファミリー内での配列保存性を考慮することで、分子表面の疎水性の大きなク
レフトが分子機能上重要であることが示唆された。この発見を元に、この疎水性クレ
フトとhistone3のtail領域との結合モデルをたて、実際にこの結合を阻害するよう
な変異を加えることで、結合が失われることを示した。◎マウスhepatoma-derived
growth factor-related protein-3のPWWPドメイン（保存されたPro-′IYp．′lYp -Pro

motifから命名された）：PWWPドメインの構造を決定し、その分子表面に疎水性キ
ヤビティーを発見した。同様の位置にキャビティーをもつTudorドメイン、chromo
ドメイン、MBTドメインとPWWPとの構造・進化的関連を示唆し、これらのドメ
インと同様の結合機構でクロマチンと結合することを提唱した。また、本PWWPド
メインのキャビティーは既知の構造を元にしたホモロジーモデリングでは予測不可
能であった。＠マウスGCN2のRWDドメイン(RING finger and WD repeat
containing proteinから命名）：機能・構造未知であったRWDドメインの構造を決
定し、構造上特徴的なtriplep turn構造をとることを発見した。この構造はYPXXXP

モチーフによって形成されており、この領域に変異を導入し、NMR法および円二色
性の実験から、この配列が安定な構造を得るため不可欠であることを示した。また
tripleptum構造および配列が様々な生物種のユビキチン結合酵素（E2）でも見ら
れることを発見した。このことからRWDドメインとE2が共通の祖先をもっこと、
RWDドメインを含むタンパク質がユビキチンネットワークに関連していることを提
唱した。
  本研究が示すように、ハイスループット立体構造決定法を用いて構造を決定し、得
られた立体構造情報をもとに、より正確な配列解析を行うことは、特に既知の情報が
乏しい場合において有効である。このようにして得られた知見はインフオマティック
ス的な研究により、例えぱシステムバイオロジーなど一層広い生化学的な理解への飛
躍のきっかけとなるであろう。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Structural studies on protein domains of unknown funCtion

    （機能未知夕ンパク質ドメインの立体構造解析）

  NMRによるタンパク質の立体構造決定は、分子量2万を超えるものは困難であり、
5万がほぼ上限である。この分子量の制限にもかかわらずNMR法はタンパク質の立
体構造を溶液状態で決定でき、また分子間相互作用や運動性の解析に優れている。こ

のため、巨大タンパク質についてその一部分（ドメイン）を切り出し、構造機能の解析
を行うことは非常に重要な手法である。NMRによる機能未知のタンパク質の立体構
造解析において、機能ドメインの推定は重要なステップであるが、試行錯誤によるし
かなぃのが現状である。本研究では、機能未知タンパク質の予想される機能ドメイン
を発現させ、構造解析を行っているが、構造決定に至るには多数のコンストラクトを
構築する必要があった。その中で構造決定できたものが、正しい機能ドメインである
ことが推定された。バイオインフオーマティックスはこの種の予測を迅速に行うこと
ができるが、精度の面でまだ十分とは言えず、構造ゲノム学からの申請者の手法は労

カを要するが、機能ドメインを推定する有カな方法であることを示した。
  申請者は、配列情報だけでは知見の乏しかった以下に示す4つのドメインに対し、
ハイスループット立体構造決定法を用いて、実際にその構造を得ることで、これらの
分子機能に関して新たな知見を得ることに成功した。
＠マウスmicrotubule-associated protein/microtubule affinity-regulating kinase3
(MARK3)のkinase associated domainl(KADドメイン：機能・構造未知であった
KA1ドメインの長さの異なる2つのコンストラクトの構造を決定することで、安定
な構造をとるために不可欠な領域を同定し、その領域が酵母にいたるまで保存されて
いることを見出し、KA1ドメインの正確なドメイン境界を示した。さらに、得られ
た構造と配列保存性から、機能部位を推定し、作用メカニズムにっいても提案した。
◎ヒトlysine-8pecific demethylasel(LSDl)のSWIRM(SWI3p，Rsc8p and Moira)
ドメイン：申請者はSWIRMドメインの立体構造を決定し、その構造がhelix turn
helix， (HTH)モチーフをもつ新しい立体構造であることを示した。また、立体構造
の比較及び配列保存性から機能上重要な部位を推定し、変異実験を行うことで、実験
的に機能部位を証明した。◎マウスhepatoma-derived growth factorrelated
protein-3のPWWP (Pro-lYp．′rrp -Pro)ドメイン：申請者はPWWPドメインの構造を
決定し、その分子表面に疎水性キャビティーを発見した。さらに他のドメインとの比
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較から、クロマチンとの結合機構を提唱した。＠マウスGCN2のRWD (RING finger
and WD repeat containing protein)ドメイン：申請者は機能・構造未知であったRWD

ドメインの構造を決定し、，構造上特徴的なtriplepturn構造をとることを発見した。
この領域に変異を導入し、この配列が安定な構造を得るため不可欠であることを示し
た 。 ま た 構 造 の 比 較 と 配 列 類 似 性 か ら 、 作 用 機 構 を 提 唱 し た 。
  申請者は理化学研究所ゲノムサイエンスセンターにおけるハイスループット立体
構造解析システムの構築に貢献しており、このシステムを用いて多数のタンパク質の
構造を決定し、得られた立体構造情報をもとに、より正確な配列解析を行うことが可
能であることを示した。一連の申請者の研究は、構造ゲノミックスの今後の進路を示
すものであると言えよう。
学位論文の公開発表の質疑応答では、申請者は自らの経験や過去の論文内容を引用
し、豊富な知識に基づぃて質問に明快に回答した。
  よって、申請者は北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるものと認
める。
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