
構造を基礎とした生命機能理解の試み 

 

阿 久 津  秀 雄 （あくつ ひでお）   

 

 

１．研究を志した頃 

私が大学院に進学したのは 1967 年で、Watson-

Click の DNA 二重らせん構造モデルの提案から始

まった生物学の革命が全く新しい生命科学を切り

開きつつあった。当時在籍していた東大薬学の坪

井正道研究室にはその一端を担っているとの空気

が流れていた。三井幸雄さんや森川耿右さんなど

に、時には坪井先生も加わって活発な学問談義が

行われていた。私は分子構造を基礎に生命を理解

したいと思って坪井研に加わり、最初は研究室の

主流である核酸から入ったが、やがて生体膜に興

味を持つようになった。生体膜は生命の必須の構

成成分であるが、よく分かっていないというとこ

ろが魅力的であった。また細胞膜は生命を外界か

ら峻別しながら、さまざまな形で外界との相互作

用を仲介する役割を果たしているところが面白い。

生体膜の主要な構成成分は脂質と蛋白質であるこ

とは分かっていたが、膜蛋白質はとても物理化学

的な研究の対象になる状況ではなかった。脂質に

ついては単分子膜等の研究があったので、埼玉大

学の福田清成教授（当時）・中原弘雄先生のご指導

を得て、単分子膜を累積することにより脂質二重

写真１．坪井研遠足 (1967年) 

右から、坪井、松崎、（1人）、川島、森川、玉懸、京極、飯高、(２人)、市川、濱田 

前列右から、平川、武田、樋口、秋元。著者撮影、敬称略 
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膜モデルを作り、その構造解析を行うことを博士

課程のテーマとした。幸いなことに、フォスファチ

ジルエタノールアミンを使うと水相上に広げた単

分子膜から交互配向の累積膜を作れることを見い

だした。交互配向中の（極性―炭化水素鎖 炭化水

素鎖―極性）の部分を生体膜中の二重膜構造モデ

ルと考え、赤外線二色性を用いて構造解析を行っ

た。 

 

２．固体 NMR との出会い 

指導を受けていた京極好正先生が大阪大学蛋白

質研究所の教授となって移ったあと、助手に採用 

していただいて私も蛋白研に移った。同時に主要

な手法も振動スペクトルから核磁気共鳴（NMR）に

変わった。後者の方が生理的条件に近い環境で解

析することができる。しかし、当時使っていた 100  

MHz の NMR による蛋白質や膜の研究は容易ではな

かった。膜系の研究には固体 NMR を使う必要があ

るのではでないかと考え、選択的重水素化脂質膜

の研究で活躍していたバーゼル大学バイオセンタ

ーの J. Seelig教授の下に 1978年に留学して固体

NMRを学んだ。 

この留学はいろいろな意味で実り多かった。仕

事の面では、固体 NMR を用いて液晶状態における

フォスファチジルコリン二重膜極性基が金属イオ

ンとの相互作用により構造変化することを見いだ

し、少し後になるが、その様子を原子の分解能で明

らかにすることができた。また、佐竹博士・R. M. 

Franklinとの共同研究で PM2という脂質含有ウィ

ルスをインタクトな状態で固体 NMR を用いて解析

でき、固体 NMRの威力を実感した。この時期は ETH

のWüthrich, Ernst教授による２次元 NMRを用い

たタンパク質構造決定法の開発が始まった頃であ

り、NMR方法論の劇的発展を目の当たりにすること

ができた。Wüthrich 研で活躍していた永山国昭さ

ん（現生理研名誉教授）を訪ねて伺った話は実に興

味深かった。 

1980年に蛋白研に戻ると 360 MHzの超伝導 NMR

の導入が決まり、国際レベルの実験ができるよう

になっていた。それまでに超伝導 NMR は大学関係

では京大と東大（本シリーズ第 10回田隅先生の項

参照）に入って活躍していた。蛋白研は共同利用研

究所であるため導入した超伝導 NMR 装置は全国の

研究者に開放されるので、全国的なレベルアップ

につながった。こうしてわが国における蛋白質の

NMR研究が本格的に始まった。この時期、私は研究

室の北川禎三さん（現分子研名誉教授）の影響でこ

の装置を用いて電子伝達蛋白質の研究に手を染め

た。 

一方、お役御免になった 100 MHzの装置を固体

NMR用に改造して、クロマチン、ウィルス、脂質小

胞のような巨大システム系の測定も行った。これ

らは手作りの面白さがあったが、超伝導溶液NMRに

比べて情報量が限られることを痛感させられた。 

 

３．電気化学との出会い 

1985 年には横浜国大工学部の仁木克己教授の

研究室の助教授に採用していただいた。仁木先生

の専門は蛋白質の電気化学で、特に硫酸還元菌

（Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F）の四ヘムタンパ

ク質であるシトクロム c3（cyt c3）に興味を持って

おられた。そこで電気化学と NMR が協力して  

cyt c3の酸化還元機構を調べようということになっ

た。膜を介してのエネルギー変換との関係にも興

味があった。しかし、当時の横浜国大工学部には生

写真２．阪大蛋白研の 100 MHz FT-NMR装置（JMN PFT-100） 

掃引式の本体にフーリエ変換測定のためのアタッチメント

（右側の電磁石の奥）がついた当時の最新装置。著者（中央）

と学生の河野（左）、岩橋。 
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物系の研究室がなく、嫌気性バクテリアの培養シ

ステム、蛋白質精製用の諸装置等全て零から立ち

上げた。この時は蛋白研で手作りの研究をしてい

たのが大変役に立った。蛋白質を測定・解析できる

NMR 装置もなかったので、全国共同利用研である

蛋白研には大変お世話になった。cyt c3についての

電気化学との共同研究は大変実りあるものになっ

た。NMR は電子の動きを直接見ることができる強

みがあり、電気化学の情報と樋口・安岡の結晶構造

を合わせることにより精緻な議論をすることがで

きた。この研究は 2000 年に阪大蛋白研に移ってか

らも続いた。小澤潔博士による c 型シトクロム発

現系の開発が研究の発展に重要な役割を果たした。

最終的にはAccounts of Chemical Researchから invite

されて結果のまとめを報告した（１）。また、アメ

リカの研究者からの申し入れで日本の硫酸還元菌

宮崎株DNA を提供し、その全塩基配列が決定・公

開された。こうしてわが国の宮崎株は硫酸還元菌

の国際的リストの仲間入りをした。これは八木達

彦先生（静岡大名誉教授）、樋口芳樹兵庫県立大教

授等による日本での宮崎株関連蛋白質研究が評価

されたためと思われる。 

 

４．固体 NMR への本格的取り組み 

1980 年代の終わりには固体 NMR でマジック角

試料回転によるシグナルの先鋭化と、磁気的相互

作用の再結合による構造情報の獲得を結びつけた

研究がGriffin, Schaeffer らによって始まり、蛋白質

を意識した高分解能構造解析が具体的課題になっ

ていた。1991 年に私が横浜国大で自分の研究室を

持つようになった時、このような状況を考慮して

生体膜の重要なシステムに本格的に取り組もうと

考えた。固体 NMR はまだ方法論開発の段階であ

ったので京極研出身の藤原敏道博士に助教授とし

てチームに加わってもらった。幸い 400 MHz の固

体NMR 装置を導入できたので、若松馨先生（当時

群大助教授）との共同研究で G タンパク質共役受

容体のモデルであるＧタンパク質活性化ペプチド、

マストパラン X の構造解析に取り組んだ。これは

14 残基のペプチドで、測定法の開発に適していた。

マストパランＸのＧタンパク質活性化効率は脂質

膜存在下で上昇することが分かっていたので、脂

質膜結合マストパラン X について解析した。アミ

ノ酸の種類の同定、アミノ酸同士のつながりの同

定を行う２次元、３次元のパルス系列を開発し、ア

ミノ酸の配列帰属が可能になった。この 13C ,15N シ

グナルの帰属から骨格の二面角情報を得た。次に

選択的安定同位体標識のマストパランＸを化学合

成し、５つの距離情報を得た。この距離情報と化学

シフトから得た二面角を拘束条件として構造を得

た。さらに、リン脂質膜のリン、あるいは脂肪酸重

水素の核スピンとペプチドのプロトンの間の距離

情報を得る測定法を開発してマストパランＸが膜

とどのように結合しているかを明らかにした。 

 

５．H+-ATP合成酵素 F1の NMRによる研究 

本格的な膜蛋白質としてはそれまでやってい   

た電子伝達系とも関わりがあるH+-ATP 合成酵  

素に的を絞った。この酵素に関する歴史は本シ 

リーズ第 4 回の香川靖雄先生（現女子栄養大副 

学長）のお話に詳しい。当時、結晶構造は知ら 

れていなかったし、回転説論争の渦中にあっ 

た。この酵素は分子量が 50 万を超える巨大な

膜タンパク質で NMRにとっては巨大すぎる分子

複合体であったが、電気化学ポテンシャルと

ATPの間のユニークなエネルギー変換機構に興

味を持った。本酵素は膜外の水相に突きだした

F1 、膜に埋まったFo部分からなり、バクテリ

アではそれぞれ33, ab2cnのサブユニット組

成を持っていた。われわれが研究を始めて間も

なく発表されたWalker らのミトコンドリアF1

の結晶構造によれば触媒サブユニットである

は細長いサブユニットでヌクレオチド結合型で

は Closed 構造をとり非結合型ではOpen 構造

（N 末端・C 末端ドメインの相対的配向角が

Closed 型より開いている）をとっていた。また

ATP の加水分解に伴って33リングを貫くサ

ブユニットが回転することを野地・吉田・木下

らが示した。NMR の分子量の壁を考慮して、

まずはこれをサブユニットに分解して研究を始

めることにした。F1部分は溶液 NMR 解析を基

本とし、Fo部分や FoF1は固体 NMR でやると
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いう方針で研究に取りかかった。東工大の吉田

賢右教授（当時）の協力を得ることができたの

で、材料としては好熱菌のH+-ATP 合成酵素を

使った。この酵素は丈夫であるという点でも利

点があった。F1関係の仕事は八木宏昌博士が中

心となって取り組んだ。 

分子モーターであるF1におけるサブユニッ

トの回転にはβサブユニットのOpen 型と

Closed 型の間の構造変化が関係すると推定され

た。この構造変化がβサブユニット固有の性質

であれば、これは F1回転の重要な駆動力となり

うる。そこで、βサブユニットモノマー（52 

kDa）におけるリガンド結合の影響を安定同位

体区分標識法で帰属された骨格アミドの 1H, 

15N シグナル全体を用いて解析した。次にこの

帰属を用いてヌクレオチド非結合状態と結合状

態でのＮ末端ドメインとＣ末端ドメインの相対   

的配向角をNMR により決定したところ、モノ

マーでも結晶構造でのOpen 型と Closed 型に

対応する構造をとっていることが明らかになっ

た（２）。このことはF1を回転させる駆動力の

一つが ATP の結合によるβサブユニットの構

造変化であることを示めす。同時に、これはF1

の回転における ATP 分解のエネルギーがβサ

ブユニットの構造変化に使われているのではな

く、回転方向の決定に使われていることを示唆

するものである。われわれはさらに、ヌクレオ

チド結合による構造変化がリン酸基結合によっ

て誘発される活性部位水素結合ネットワークの

再構成によって誘起されることを明らかにした

（３）。しかし、モノマーと F1は違うのではな

いかと誰しも思う。そこで、結晶化条件と同じ

溶液中の33’複合体（再構成 F1）でβのC

末端領域を解析した。NMR 的に見てモノマー

と同じ Open 型が F1中にも観測されたのでモ

ノマーのOpen 型は複合体中の Open 型と同じ

であることが確認された。一方、非Open 型の

シグナルも存在し、Closed 型と思われる。こち

らはサブユニット間相互作用を反映してモノマ

ーとは異なる部分があった。この研究は 360 

kDa の大きさのタンパク質でも溶液NMR によ

る解析が可能となったことを示した。結晶構造

解析との連携ではεサブユニットでも面白い仕

事ができた。εサブユニットはγサブ’ユニット

がATP 分解方向に回転するのを抑制するブレー

キではないかと言われている。好熱菌εサブユ

ニットはATP の結合下で結晶ができ、ヘリック

ス部分が折りたたまれた構造をとっていた。溶

液中ATP 存在下ではNMR でも同様の構造が観

測されたが、ATP がないと折りたたまれていた

ヘリックスは伸びてふらふらした構造をとって

いた。これは好熱菌細胞内のATP 濃度が下がる

とATP 分解を抑制するためにヘリックス部分が

伸びてATP 分解のブレーキとして働くという生

化学的な解析結果を支持するものであった

（４）。 

上記の研究が本格化する頃、私は縁あって再   

び阪大蛋白研に戻った。その翌年 2001 年に日

本蛋白質科学会が創立された。思い出すと、先

輩である長岡技術科学大の三井幸雄教授はわが

国で蛋白質研究を飛躍的に発展させるためには

タンパク質構造討論会と蛋白工学会を基礎とし

て新しい学会を作る必要があると機会あるごと

に説いておられた。この考えに沿って、1998

年には三井さんが長岡でタンパク質構造討論会

と日本蛋白工学会の合同年会（98’蛋白合同年

会）を開催した。当時熱狂的な参加者を集めて

いた鄕信広京大教授（当時）の重点領域研究

「タンパク質の立体構造構築原理」のグループ

も新しい学術団体を模索していた。そこで、翌

年に第 50 回タンパク質構造討論会を記念した

蛋白合同年会横浜 99’を私がお世話した際に、

日程を重ねて同じ場所でタンパク質の立体構造

構築原理研究会第 6 回ワークショップを開いて

いただいて交流を行った。その翌年には三浦謹

一郎先生（当時学習院大教授、遺伝研・東大名

誉教授）が蛋白合同年会東京 2000 という形で

3 団体をまとめてくださった。その後、構造生

物学シンポジウム等他の団体も加わって学会が

創立されるに至った。この流れを作り出す上で

重要な役割を果たしたのは三井さんの新しい学

会への情熱だったように思う。しかし、悲しい
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ことに三井さんは病に倒れ、日本蛋白質科学会

の創立を見ることなく他界された。三井さん自

身の研究も発展段階にあり、心中さぞかし無念

であったろうと拝察する。改めてその努力に感

謝したい。 

 

６．H+-ATP合成酵素 Foの NMRによる研究 

膜内に存在する Fo は戦略的には固体 NMR の 

対象であると考えていたが、好熱菌サブユニット

ｃについては既に発表されている大腸菌にならっ

て有機溶媒の疎水環境中での溶液構造を決定した。

大腸菌のサブユニットｃ構造を基に、プロトン移

動・回転モデルが提案されていた。われわれの基本

構造は大腸菌のものと似ていたが、プロトン移動

と深い関係のある pH 変化に対する挙動は全く異

なっていた。サブユニットｃリングについては本

来、脂質膜中の構造決定をすべきである。そこで、

固体NMR を用いてこれに取り組んだ。まず、蛋白

研の相本三郎教授の協力を得て大腸菌のサブユニ

ットｃの選択的標識を行い、これをリングとして

脂質膜に再構成し、その活性部位構造と大腸菌モ

ノマー構造を基に提案されたリング構造を比較し

たが、提案構造とはやはり一致しなかった。視点を

変えて大腸菌 c－リングと液晶状態における脂質

二重膜の相互作用を脂質の側から固体 NMR で見

ると、その相互作用が非常に滑らかでリングの回

転によるエネルギーロスが少ないことが明らかに

なった（5）。 

c-リング構造の本格的解析は好熱菌サブユニッ

トｃを用いて行った。固体 NMR の弱点は多くの

試料が必要なことで、しかもインタクトなリング

構造を脂質膜に再構成するのが最も重要なポイン

トである。そこで、大腸菌で採用されているような

モノマーからの再構成ではなく、吉田研の協力を

得て酵素本体（Fo F1）からインタクトなリングを精

製して再構成する方法を確立した。もう一つの方

法は無細胞系を使うもので、選択的標識に向いて

いる。X 線結晶構造解析で他の生物種について界

面活性剤中でのリング構造が報告されたので、そ

れとの対比で脂質膜中の活性部位の構造を甲斐荘

正恒先生（首都大名誉教授）が開発した SAIL アミ

ノ酸（最小限のプロトン以外を重水素に置き換え

た 13C,15N-標識アミノ酸）を用いて解析した。脂質

リポソーム存在下、無細胞系で発現したサブユニ

ットｃは一定条件下で脂質膜に取り込まれて自動

的に正常なリング（この場合は c10）をつくるよう

で Fo F1に再構成すると活性を持つリングを精製す

ることができた。これを脂質膜に再構成して活性

部位の構造を調べた。脂質膜中での活性部位での

プロトン保存の方法が大腸菌と好熱菌で異なる可

能性があるという興味深い結果が得られた (6)。大

腸菌に発現した Fo F1からインタクトな状態のリン

グを精製することにも成功し、全体の構造決定に

利用している。 

 

７．まとめ 

 生命科学全体で見ると生命活動への理解は私

が研究を始めた頃に比べると非常に進んだ。それ

はまたさまざまな研究方法論の発展に支えられて

いる。私は構造生物学と呼ばれる分野で研究をし

てきたが、問題意識と方法論と実験設備が揃うの

はなかなか難しいと感じた。また、生命機能の個人

的理解についてはなお道は遠いと感じている。 
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