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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 本分担機関では、主に、高等生物が有する膜タンパク質やその細胞外ドメイン、また膜タンパク

質と相互作用する細胞外タンパク質など、糖鎖修飾などの翻訳後修飾を受けるタンパク質を取り上げ、

動物細胞を用いた生産精製技術の支援と高度化に取り組んだ。 

 支援活動では、計 5 件の支援課題と計 6 件のコンサルテーション活動を担当した。代表的な研究

成果としては、理化学研究所（山口芳樹博士）に対する支援で行なった細胞外リン酸化酵素 POMK
の大量生産とＸ線結晶構造解析が挙げられる。POMK は、Ⅱ型膜タンパク質であり、C 末端側の細

胞外領域はα-ジストログリカンの糖鎖をリン酸化するキナーゼであり、POMK の機能異常は筋ジス

トロフィーの発症につながる。本支援では、POMK の立体構造を決定し、触媒機構と筋ジストロフ
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ィー発症の分子機構を解明することを目的として、細胞外のキナーゼドメインの大量発現と結晶解

析の支援を行った。生産支援の過程で、POMK に対して不均一に糖鎖が付加される問題が起きたた

め、領域内連携で横浜市大明石知子准教授に質量分析を依頼し不均一性の要因を同定し、変異導入

によって糖鎖修飾の均一化を行った。また、発現手法を接着細胞による安定発現から浮遊細胞によ

る一過性発現に変更したことで大量発現に成功し、Ｘ線回折データの収集が可能な単結晶が得られ

るようになった。高ネルギー加速器研究機構（千田俊哉教授、松垣直宏准教授）との拠点内連携で、

非標識のタンパク質による位相決定法である S-SAD 法を適用し、迅速に構造を決定することができ

た。最終的に基質との複合体構造も決定され、リン酸化における基質機構も明らかになった。 
 高度化研究では、高密度培養装置の改良による大量培養技術、PA タグを用いた１回膜貫通型タン

パク質の精製法、細胞内ビオチン化技術などの高度化に取り組んだ。高密度培養に関しては、既存

の装置に比べて小型でかつ操作性に優れた改良型の装置を製作し、HEK293 細胞や CHO 細胞など

の代表的な細胞株については培養条件を最適化した。１回膜貫通型タンパク質の精製法の高度化で

は、課題内連携で開発した PA タグシステムを用いることで、抗がん剤のターゲットとしても有名な

EGF 受容体について、膜貫通部分も含む全長タンパク質を一段階で迅速かつ高純度に精製すること

に成功した。膜タンパク質や細胞外タンパク質への部位特異的な標識導入法の開発では、Internal 
ribosome entry site (IRES) 配列を持つベクターで標的遺伝子と分泌型ビオチンリガーゼ遺伝子を

共発現させる系を構築し、細胞内ビオチン導入技術の簡略化を行った。 
 以上の高度化技術を活用することで得られた顕著な研究成果として、LDL コレステロールの代謝

に関わる LDL 受容体の近縁のホモログである ApoER2 の細胞外領域と細胞外タンパク質 Reelin の

活性断片の複合体構造の X 線結晶解析による解明が挙げられる。ApoER2 の細胞外領域や Reelin の

活性断片は複雑な翻訳後修飾を受けるため、結晶化や相互作用解析を行うためのタンパク質試料を

得るには動物細胞発現系の利用が必要不可欠であった。構造決定の過程では、理化学研究所（山本

雅貴博士、山下恵太郎博士）との拠点内連携によって制約付き実空間探索のプログラムを作成

することで、構造の揺らぎが大きく、電子密度が乱れた領域に対しても妥当なモデルを当てはめる

ことができた。また、細胞内ビオチン化技術を用いることで表面プラズモン共鳴法によって高精度

な相互作用解析が可能となった。従来、LDL 受容体は、細胞表面において伸張した構造をとって LDL
などのリガンドを結合し、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれた後に、収縮した構造

に変化してリガンドを解離すると考えられてきた。しかしながら、ApoER2 は細胞表面において収

縮した構造をとってリガンドであるリーリンを結合することが明らかになり、LDL 受容体ファミリ

ーにおけるリガンド結合と解離の分子機構の解明に大きく貢献する重要な構造情報が得られた。 
 
（英文） 
  In this project, we have developed production techniques for membrane proteins and 
extracellular proteins using mammalian expression systems and applied the established 
techniques to support for researchers working on biochemical and structural analyses of 
disease-related proteins and/or development of therapeutic strategies.  
  In the research support, we have worked on five projects and performed six consultation 
activities in total.  A representative result is structure determination of protein O-mannose 
kinase (POMK) by x-ray crystallography, which was the support for Dr. Yoshiki Yamaguchi of 
RIKEN.  POMK is a type II membrane protein containing a kinase domain in the C-terminal 
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extracellular region although the sequence similarities to general protein kinases are relatively 
low. POMK is a sugar kinase and phosphorylates the 6-position of O-mannose in the core M3 
trisaccharide of the α-dystroglycan. It is known that Aberrant O-mannosylation of α-DG leads to 
severe congenital muscular dystrophies. For crystallization, we first designed truncation 
constructs of the kinase domain of murine POMK, and found that the fragment between 
residues 45 and 349 showed a high expression level in HEK293 cells, but it also showed 
heterogeneity due to incomplete N-glycosylation. Therefore, we next collaborated with Dr. 
Satoko Akashi of Yokohama City University, who also belonged to the PDIS project, and 
performed mass spectrometry to analyze the occupancies of N-glycosylation at each site. Based 
on the results, we eliminated the incomplete N-glycosylation by introducing mutations to the 
consensus sequences. We obtained diffraction-quality crystals from the homogeneous protein 
sample and the structure was determined by the S-SAD method with the diffraction data 
collected using low-energy x-rays of Photon Factory BL-1A, KEK, which has also been developed 
in the PDIS project. We also determined the crystal structure of the POMK-substrate complex 
and analyzed the catalytic mechanism as well.  
  In the development of research techniques, we have designed and made an improved version 
of high-density cell culture system, which have achieved the space-saving and improved 
operability. In addition, we applied the PA-tag system to purification of membrane proteins. For 
instance, we succeeded in the one-step purification of full-length PA-tagged EGFR, which is 
known as the drug target for cancer therapies. We also simplified the in-vivo biotinylation 
technique by expressing the target protein and biotin ligase from a single vector containing the 
internal ribosome entry site.  
  Furthermore, we have determined the crystal structure of ApoER2 ectodomain in complex 
with the fragment of extracellular protein reelin. In the process of structure determination, we 
collaborated with Dr. Masaki Yamamoto’s PDIS group of RIKEN to assign the reliable model to 
highly mobile region in the crystal packing. ApoER2 is a close homologue of LDLR implicated in 
the clearance of LDL from blood plasma to maintain the LDL level. It is known that deletion or defects 
of LDLR causes familial hypercholesterolemia. Since no structures of the full-length LDLR ectodomain 
in complex with LDL or any other ligands have been determined due to the technical difficulties, our 
structure of ApoER2-reelin complex is expected to serve as a structural basis for analyzing the 
pH-dependent ligand capture and release mechanism conserved among the LDLR family members. 
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