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氏    名  所属研究機関・部局・職  現在の専門  役割分担（研究実施計画に対する分担事項） 

横山 茂之 東京大学・大学院理学系研

究科・教授 
構造生物学 研究全体の進行、超分子複合体の調製、構
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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
近年の構造生物学の進歩は目覚ましく、生命現象を支える巨大な超分子複合体の構造解析も報告される

ようになった。例えば、核酸を含む超分子複合体のリボソーム、RNA ポリメラーゼ、ヌクレオソームな

ど、膜タンパク質複合体のポンプ、チャネル、トランスポータ、レセプターなどである。これらの比較

的強固な超分子複合体に加えて、多くのマルチドメインタンパク質の様々な組み合わせによる動的な超

分子複合体にも研究が展開している。本研究では、まずタンパク質・タンパク質およびタンパク質・核

酸の相互作用解析に基づいて、より高次の超分子複合体の形成を明らかにする。個々の複合体の立体構

造を主に X 線結晶構造解析を用いて解明し、それらのタンパク質および核酸の分子機能を可視化する。

さらにそれらの複合体間の相互作用から、それらの生体高分子が実際に機能している動的な姿を明らか

にして、複雑な生物システムの機構に原子分解能で迫る。研究対象としては、多くのタンパク質（およ

び核酸）が次々と相互作用のカスケードを展開することによって機能発現する典型的なシステムとして、

セントラルドグマに沿った遺伝情報の複製・発現の過程および高等真核細胞のシグナル伝達経路を選択

する。本研究は、タンパク質単独の構造を片端から決定することに止まらず、機能に重点を置いた構造

生物学を展開することが特徴で、生命の本質的なメカニズムの原子レベルでの解明が期待できる。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

アミノアシル tRNA 合成酵素については、これまでに基質や阻害剤との相互作用が十分に解明されて

いないものについて、tRNA やアミノ酸、ないしは特異的阻害剤との複合体の結晶構造解析に着手してい

る。このうちロイシル tRNA 合成酵素(LeuRS)について、tRNA との複合体の結晶構造解析に成功し、

LeuRS による長いバリアブルアームをもった tRNA の特異的認識機構およびアミノ酸の校正機構につい

て重要な知見を得ることができた。 
また、非天然アミノ酸であるヨードチロシンを結合した変異体チロシル tRNA 合成酵素(TyrRS)の構造

解析により、人工アミノ酸の取り込みのメカニズムを明らかにした。さらに、22 番目のアミノ酸として

知られるピロリジンを tRNAに付加するピロリジル tRNA合成酵素(PylRS)の活性ドメインの構造を決定

し、特殊なアミノ酸であるピロリジンの認識に関する重要な知見を得た。さらに、PylRS が非天然のア

ミノ酸を tRNA に付加する特性があることが明らかになり、バイオテクノロジーへの応用が期待できる。 
tRNA のアンチコドン 1 文字目の修飾ヌクレオチドの１つであるイノシンの生成を触媒する tRNA ア

デノシンデアミナーゼ(TadA)の結晶構造を決定し、tRNA との結合モデルからその反応機構を推定した。

また、アンチコドンループのメチル化をつかさどる酵素である TrmD と tRNA との複合体の結晶化を行

い、十分な反射を与える結晶を得ている。さらに、tRNA の L 字型コアへの修飾の導入において、tRNA、

ArcTGT、TruB から構成されると考えられる超分子複合体「モディフィコソーム」の X 線構造解析を行

うための準備として、TruB の発現・精製を行い、これらの三重複合体の形成をゲルシフトアッセイによ

って検証した。また、ArcTGT が tRNA の L 字コア領域に修飾を導入するさいに誘導する tRNA の λ型

構造の普遍性を検証するために、バリン tRNA 以外にもロイシン tRNA との複合体の結晶も行っている。 
前駆体 tRNA の 3’末端のプロセシングを行う酵素である tRNaseZ の結晶構造解析に成功し、反応機構

や tRNA との結合様式について重要な知見を得た。また、前駆体 tRNA のスプライシングに関与するエ

ンドヌクレアーゼなどの酵素について結晶解析に成功している。引き続きこれらの酵素と前駆体 tRNA
との複合体の結晶化・構造解析を行っている。 

ショウジョウバエにおいて生殖細胞の形成に働く RNA ヘリカーゼである Vasa と RNA、ATP との三

重複合体の X 線結晶構造解析に成功した。この構造をもとに、RNA ヘリカーゼが RNA 二重鎖をほどく

分子機構を推定することができた（インチワーム機構）。遺伝子発現制御など多様な現象に働いている

RNA ヘリカーゼの今後の研究に大きく寄与する成果である。 
以上の研究成果は、いずれも、大学院生が主に実験を担当したものであり、本研究費（科学研究費補

助金、基盤研究 S）を用いて、東京大学の研究室で行ったものである。ただし、X 線回折データの測定は、

大型放射光（播磨 SPring-8、筑波 PF）で行っている。 
次に、理化学研究所播磨研究所、オハイオ州立大学、食品総合研究所との共同研究で行った成果を述

べる。ここで、ppGpp の大量調製は振興調整費で食品総合研究所にて行われた。横山および関根俊一（東

京大学講師）がタンパク質試料の調製、結晶化条件検索等で寄与している。高度好熱菌由来 RNA ポリメ

ラーゼ(RNAP)と、緊縮調節で働くアラーモンの一種である ppGpp との複合体の結晶構造を決定するこ

とに成功した。ppGpp は RNA ポリメラーゼの活性中心のすぐ近傍に結合することが明らかになった。

さらに緊縮調節における重要なタンパク質性因子である DksA の結晶構造を解明し、生化学的解析に基

づいて緊縮調節における作用機作のモデルを提唱した。 
最後に、大学院生 2 名が参加して、理化学研究所（ゲノム科学総合研究センター、横浜市）との共同

研究で得られた成果を述べる。主たる実施場所は、理化学研究所である。減数分裂において染色体の相

同組換反応をつかさどるタンパク質 Dmc1 の結晶構造を解明した。Dmc1 は 8 量体のリングが二重に重

なり合ったダブルリング構造をとっており、これに基づいて、リングの中心の穴に二重鎖 DNA が、リン

グ−リング間の隙間に出来た穴に単鎖 DNA がそれぞれ結合する相同組み換え中間体の新たなモデルを提

唱した。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

チロシルtRNA合成酵素(TyrRS)は、チロシンtRNA (tRNATyr)にチロシンを結合させる反応を触媒する

酵素で、遺伝暗号の翻訳（タンパク質合成）において重要な役割を果たしている。我々は、遺伝子工学

的手法を用いてアミノ酸やtRNAに対する基質特異性を変化させた変異体TyrRSを作成し、非天然のアミ

ノ酸を部位特異的にタンパク質に取り込ませ、様々な用途に応用する技術を開発している。まず我々は、

TyrRSのアミノ酸結合部位を改変し、ヨウ素を含むヨードチロシンをタンパク質に取り込ませることに成

功した。ヨードチロシンは重原子を含むアミノ酸であり、タンパク質の結晶構造解析などへの応用が期

待されている。このTyrRS変異体とヨードチロシンとの複合体の結晶構造解析を行い、この酵素が変異に

よってどのようにヨードチロシンを認識する能力を獲得し、チロシンを認識しないように変化している

かを明らかにした(PNAS, 2004)。この立体構造の情報は、今後酵素のアミノ酸特異性を幅広く他の人工

アミノ酸に適合するように改変するのに有用である。 

さらに我々は別の TyrRS 変異体を用い、人工的なアミノ酸であるパラベンゾイルフェニルアラニン

(pBpa)を細胞内で標的タンパク質に導入する技術を開発した(Nature Methods, 2005)。タンパク質の特

定の部位に取り込まれた pBpa は光照射によって近くにある別のタンパク質と架橋を形成する。この技術

を用いて細胞の癌化に関わるタンパク質である Grb2 に pBpa を取り込ませて反応させたところ、Grb2
と相互作用することが知られているEGF受容体と架橋を形成することが実際に確認された。この技術は、

目的タンパク質と相互作用するタンパク質を架橋によって安定に回収することを可能にするので、未知

の標的タンパク質の同定に役立つと期待されている。 

配偶子形成では、減数分裂によって半数体の精子や卵子が作られるが、その際に相同組み換え反応によ

って遺伝子のシャッフリングがなされ、ゲノムの多様性がもたらされる。我々は、減数分裂時の DNA の

相同組み換えにおいて中心的な役割を果たすタンパク質である Dmc1 の結晶構造を決定することに成功

した(Mol. Cell, 2004)。Dmc1 は、8 個のサブユニットが規則的に環状に並んでリング構造を形成し、さ

らに同じリングが重なりあった、合わせて 16 個のサブユニットからなるダブルリング構造をとっている

ことが明らかになった。立体構造に基づく生化学的解析により、リング構造の中心の穴に二重鎖 DNA が、

リング−リング間の隙間にできた穴に一本鎖 DNA が結合する相同 DNA 組み換え反応の中間体の新たな

モデルを提示することができた。この結果は、相同組み換えを応用した染色体上での遺伝子治療や、農

作物や家畜の品種改良において重要な基礎を与えるものと考えられる。 

RNA ポリメラーゼ(RNAP)は、DNA に記された遺伝情報を正確に読み取り、RNA を合成する反応を

つかさどる。我々はこれまでに細菌由来のマルチサブユニットの RNAP やファージ由来の単サブユニッ

トのポリメラーゼの結晶構造を明らかにし、転写開始や伸長反応のメカニズムを明らかにしてきた。細

菌では緊縮調節と呼ばれる現象が知られており、細胞がアミノ酸の飢餓状態にさらされると、グアノシ

ン 4 リン酸(ppGpp)と呼ばれる化学物質がつくられ、RNA ポリメラーゼの活性を制御することによって、

特定の遺伝子の発現が抑制されたり、促進されたりする。我々は ppGpp と RNAP との複合体の結晶構

造を決定することに成功した(Cell, 2004)。ppGpp は RNA ポリメラーゼの活性中心のすぐ近傍に結合す

ることが明らかになり、結晶構造に基づく分子モデリングや生化学的解析から、ppGpp が RNAP の活性

中心の立体配置に影響を及ぼしたり、DNA と直接相互作用したりすることによって、ポリメラーゼの活

性を制御していることが明らかになった。我々はさらに緊縮調節における重要なタンパク質性因子であ

る DksA の結晶構造を解明し、生化学的解析に基づいて緊縮調節における作用機作のモデルを提唱した

(Cell, 2004)。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
 

1. 本研究費で行った研究の成果 
 
Kaminishi, T., Sakai, H., Takemoto-Hori, C., Terada, T., Nakagawa, N., Maoka, N., Kuramitsu, S., Shirouzu, M., 
and Yokoyama, S., Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of ribosomal protein L11 
methyltransferase from Thermus thermophilus HB8, Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr., 59(5), 930-932, 
(2003). 
 
Ishii, R., Nureki, O., and Yokoyama, S., Crystal structure of the tRNA processing enzyme RNase PH from 
Aquifex aeolicus, J. Biol. Chem., 278(34), 32397-32404, (2003). 
 
Burgess, A. W., Cho, HS., Eigenbrot, C., Ferguson , K. M., Garrett , T. P. J., Leahy, D. J., Lemmon , M. A., 
Sliwkowski, M. X., Ward , C. W., and Yokoyama, S., An open-and-shut case? Recent insights into the activation of 
EGF/ErbB receptors, Mol. Cell, 12(3), 541-552, (2003). 
 
Okabe, M., Tomita, K., Ishitani, R., Ishii, R., Takeuchi, N., Arisaka, F., Nureki, O., and Yokoyama, S., Divergent 
evolutions of trinucleotide polymerization revealed by an archaeal CCA-adding enzyme structure, EMBO J., 
22(21), 5918-5927, (2003). 

 
Takai, K. and Yokoyama, S., Roles of 5-substituents of tRNA wobble uridines in the recognition of purine-ending 
codons, Nucleic Acids Res., 31(22), 6383-6391, (2003). 
 
Ito, N., Nureki, O., Shirouzu, M., Yokoyama, S., and Hanaoka, F., Crystal structure of the Pyrococcus horikoshii 
DNA primase-UTP complex: implications for the mechanism of primer synthesis, Genes Cells, 8(12), 913-923, 
(2003). 
 
Sengoku, T., Nureki, O., Dohmae, N., Nakamura, A., and Yokoyama, S., Crystallization and preliminary X-ray 
analysis of the helicase domains of Vasa complexed with RNA and an ATP analogue, Acta Crystallogr. D Biol. 
Crystallogr., 60(2), 320-322, (2004). 
 
Fukunaga, R., Fukai, S., Ishitani, R., Nureki, O., and Yokoyama, S., Crystal structures ofthe CP1 domain from 
Thermus thermophilus isoleucyl-tRNA synthetase and its complex with L-valine, J. Biol. Chem., 279(9), 
8396-8402, (2004). 

 
Kise, Y., Lee, SW., Park, SG. , Fukai, S., Sengoku, T., Ishii, R., Yokoyama, S., Kim, S., and Nureki, O., A short 
peptide insertion crucial for angiostatic activity of human tryptophanyl-tRNA synthetase, Nat. Struct. Mol. Biol., 
11(2), 149-156, (2004). 
 
Nureki, O., Watanabe, K., Fukai, S., Ishii, R., Endo, Y., Hori, H., and Yokoyama, S., Deep knot structure for 
construction of active site and cofactor binding site of tRNA modification enzyme, Structure, 12(4), 593-602, 
(2004). 
 
Randau, L., Schauer, S., Ambrogelly, A., Salazar J. C., Moser J., Sekine SI., Yokoyama S., Söll D., and Jahn D., 
tRNA recognition by glutamyl-tRNA reductase., J. Biol. Chem., 279(33), 34931-34937, (2004). 
 
Sakamoto, K., Ishimaru, S., Kobayashi, T., Walker, J. R., and Yokoyama, S., The Escherichia coli argU10(Ts) 
phenotype is caused by a reduction in the cellular level of theargU tRNA for the rare codons AGA and AGG, J. 
Bacteriol., 186(17), 5899-5905, (2004). 

 
Fukunaga, R. and Yokoyama, S., Crystallization and preliminary X-ray crystallographic study of the editing 
domain of Thermus thermophilus isoleucyl-tRNA synthetase complexed with pre- and post-transfer 
editing-substrate analogues, Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr., 60(10), 1900-1902, (2004). 
 
Fukunaga, R. and Yokoyama, S., Crystallization and preliminary X-ray crystallographic study of leucyl-tRNA 
synthetase from the archaeon Pyrococcus horikoshii, Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr., 60(10), 1916-1918, 
(2004). 

 
Fukunaga, R., Ishitani, R., Nureki, O., and Yokoyama, S., Crystallization of Leucyl-tRNA synthetase complexed 
with tRNALeu from the archaeon Pyrococcus horikoshii, Acta Crystallogr. F Biol. Crystallogr., 61(1), 30-32, 
(2005). 
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○ Kobayashi, T. , Sakamoto, K. , Takimura, T. , Sekine, R. , Vincent, K. , Kamata, K. , Nishimura, S. , and 
Yokoyama, S. , Structural basis of non-natural amino acid recognition by an engineered aminoacyl-tRNA 
synthetase for genetic code expansion, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102(5), 1366-1371, (2005). 
 
Kobayashi, T., Takimura, T., Sekine, R., Vincent, K., Kamata, K., Sakamoto, K., Nishimura, S., and Yokoyama, 
S., Structural snapshots of the KMSKS loop rearrangement for amino-acid activation by bacterial tyrosyl-tRNA 
synthetase, J. Mol. Biol., 346(1), 105-117, (2005). 

 
Fukunaga, R. and Yokoyama, S., Crystal structure of leucyl-tRNA synthetase from the archaeon Pyrococcus 
horikoshii reveals a novel editing domain orientation, J. Mol. Biol., 346(1), 57-71, (2005). 

 
○ Hino, N., Okazaki, Y., Hayashi, A., Sakamoto, K., and Yokoyama, S., Photocrosslinking between cell signaling 

proteins in mammalian cells with an expanded genetic code, Nature Methods, 2(3), 201-206, (2005). 
 
Watanabe, K., Nureki, O., Fukai, S., Ishii, R., Okamoto, H., Yokoyama, S., Endo, Y., and Hori, H., Roles of 
conserved amino acid sequence motifs in the SpoU (TrmH) RNA methyltransferase family, J. Biol. Chem., 
280(11), 10368-10377, (2005). 

 
Kurimoto, K., Muto, Y., Obayashi, N., Terada, T., Shirouzu, M., Yabuki, T., Aoki, M., Seki, E., Matsuda, T., 
Kigawa, T., Okumura, H., Tanaka, A., Shibata, N., Kashikawa, M., Kiyokazu, A., and Yokoyama, S., Crystal 
structure of the N-terminal RecA-like domain of a DEAD-box RNA helicase, the Dugesia japonica vasa-like gene 
B (DjVLGB) protein, J. Struct. Biol., 150(1), 58-68, (2005). 

 
Ishii, R., Minagawa, A., Takaku, H., Takagi, M., Nashimoto, M., and Yokoyama, S., Crystal structure of the tRNA 
3' processing endoribonuclease tRNase Z from Thermotoga maritima, J. Biol. Chem., 280(14), 14138-14144, 
(2005). 

 
Kuratani, M., Ishii, R., Bessho, Y., Fukunaga, R., Sengoku, T., Sekine, SI., and Yokoyama, S., Crystal structure of 
tRNA adenosine deaminase TadA from Aquifex aeolicus, J. Biol. Chem., 280(16), 16002-16008, (2005). 
 
 
2. 本研究費の成果とその他の研究の成果をあわせて論文にしたもの 

 
Fujikawa, N., Kurumizaka, H., Nureki, O., Terada, T., Shirouzu, M., Katayama, T., and Yokoyama, S., Structural 
basis of replication origin recognition by the DnaA protein, Nucleic Acids Res., 31(8), 2077-2086, (2003). 

 
Kato, M., Shirouzu, M., Terada, T., Yamaguchi, H., Murayama, K., Sakai, H., Kuramitsu, S., and Yokoyama, S., 
Crystal structure of the 2'-5' RNA ligase from Thermus thermophilus HB8, J. Mol. Biol., 329(5), 903-911, (2003). 
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