
１．シグナル伝達に関与する細胞膜レセプターの構造生物

学研究

　分子生物工学研究所と共同研究を行った。

�代謝型グルタミン酸受容体の結晶構造解析

　代謝型グルタミン酸受容体（mGluR）は中枢神経系興奮

性シナプス伝達の調節において主要な役割を果たす膜蛋白

質である。平成１２年度に、mGluR１の細胞外リガンド結合

領域を単離・結晶化し、グルタミン酸結合体および非結合

体を含む３種類の結晶構造を決定した。これらはすべてジ

スルフィド結合でつながった同種二量体から成り、それら

の「活動型」および「静止型」と名付けられた形状は、向

かい合ったαヘリックス構造から形成される二量体接触面

を通じて相互に変換されていた。二枚貝状の単量体は、そ

の２つのドメインの間隙にグルタミン酸を結合し、また、

ドメイン配置を柔軟に変化させて「開いた」あるいは「閉

じた」形状を呈していた。今年度は、この受容体にアンタ

ゴニストである（S）-（α）-methyl-４-carboxyphenylglycine

を結合させたものと、グルタミン酸と Gd３＋（ガドリニウム

イオン）を結合させたものの二つの結晶構造を解明した。

アンタゴニストを結合した受容体は、何も結合しない「開

いた」「静止型」の構造をしており、アンタゴニストが受

容体を不活性型の構造に固定することを示している。一方

グルタミン酸と Gd３＋の結合した受容体は二量体の両方が

「閉じた」構造を持つ「活動型」のコンフォメーションを

とっていた。これらの構造の比較から、グルタミン酸の結

合によってドメインが閉じて、二量体の間の接触面にある

α螺旋を動かすことが明らかとなった。これによって、グ

ルタミン酸の結合が受容体にどのように作用するかが明ら

かとなった。
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２．プロスタグランジンＤ２合成酵素の構造生物学研究

　大阪バイオサイエンス研究所との共同研究を行った。

�ヒト脳型プロスタグランジン D２合成酵素の X線溶液散

乱

　SPring-８ の BL４０B２を用いてヒト脳型プロスタグランジ

ン D２合成酵素の X線溶液散乱実験を行い、溶液中のタン

パク質分子構造の検討を行った。本酵素は種々の脂溶性分

子を結合することが知られており、脂溶性分子の結合に伴

う構造の変化を検討した。データは解析中であるが、分子

の種類によって構造の変化が異なっている。

３．放射光のパルス特性を利用した動的構造生物学研究

　奈良先端科学技術大学院大学，理化学研究所との共同研

究を行った。

�理研小角散乱ビームラインにおける骨格筋 X線回折実

験

　SPring-８ の理研小角散乱ビームライン（BL４５XU）を用い

て、骨格筋のX線回折実験を行った。架橋剤で細いフィラ

メントの構造を固定して X線回折実験を行うことにより、

細いフィラメントの構造変化を示す第二層線の強度がミオ

シンとの相互作用により増強されないことを見出した。こ

れは、従来の生化学的な予想とは異なる結果であり、架橋

剤を用いた筋収縮のカルシウム制御の構造・機能研究の可

能性を示した。

　また、微小な X線ビームを用いることにより，骨格筋の

筋原線維の構造をこれまで以上に詳細に明らかにした。

�理研小角散乱ビームラインにおけるバクテリオロドプシ

ン変異体の時分割実験

　バクテリアの光受容膜である紫膜を構成するタンパク質
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バクテリオロドプシンの D９６N変異体は、光を照射すると

Mと NMという二つの光反応中間体を持つ。時分割 X線

回折実験により、MN中間体ではらせんFがM中間体に比

べてより大きく光照射前の位置からはずれていた。このこ

とは、らせん FがM-MNの崩壊の過程で動くことを示し

ている。この段階では光受容体であるレチナールのシッフ

基は変化しておらず、らせん Fの動きがバクテリオロドプ

シンの細胞質側の水和を引き起こし、それがシッフ基のプ

ロトン化を引き起こすと考えられる。

�高フラックスビームラインにおける時分割実験

　SPring-８ の高フラックスビームライン（BL４０XU）では、マ

イクロ秒領域の時分割実験を、骨格筋，紫膜，タンパク結

晶を対象として行っている。骨格筋においては、試料を X

線照射中に高速で移動することによって X線が試料の一

箇所に集中して照射されることを防いで放射線損傷を軽減

した。この結果高速 CCDカメラと低残光 X線イメージイ

ンテンシファイアを組み合わせることにより、５３０マイク

ロ秒の連続時分割実験が可能となった。収縮中の筋肉の長

さを急速に変化させたときのX線回折パターンの変化、お

よび電気刺激時の張力発生前の X線回折パターンの強度

変化を測定することにより、骨格筋内でのミオシン分子の

動態やカルシウムイオンの挙動についての知見が得られて

いる。データは現在解析中である。

　紫膜ではYAGレーザーと高速パルス型X線シャッター

の組み合わせにより、１０マイクロ秒の時間分解能でパルス

的な露光による回折像を CCDカメラと X線イメージイン

テンシファイアを用いて検出している。短時間の露光に

よって回折強度の変化を測定するため、実験を多数繰り返

す必要があり、データ収集を継続している。

　タンパク結晶については、やはり１０マイクロ秒程度のパ

ルス的露光でミオグロビン結晶から十分な質の X線回折

パターンが得られ、データ処理の結果通常の単色X線法と

変わりない精度の電子密度マップが得られた。これによっ

て装置上は十分な性能を持つことが確認された。
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