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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 本年度は、がん細胞の進展に関わる Wntシグナル伝達において、動的なオリゴマーを形成

して機能する細胞内シグナリング複合体の X 線結晶構造解析と蛍光分光法を利用した分子

構造変化の解析法の開発をおこなった。動的オリゴマー形成シグナリング複合体の形成に中

心的な役割を担う機能領域について大腸菌を利用した遺伝子組換えタンパク質発現をおこ

ない、カラムクロマトグラフィーによって数十 mg オーダーの高純度試料を調製して結晶化

をおこなった。放射光施設 Photon Factoryのタンパク質 X線結晶構造解析用ビームライン

BL-1Aを利用して、抗凍結剤を利用した窒素気流中おける極低温下での X線回折実験をおこ

なったところ、分解能 2.8Åの X線回折データを収集することに成功した。収集した回折デ

ータを利用して動的オリゴマー形成因子の単独の立体構造を利用した構造解析を行い、動的

オリゴマー形成シグナリング複合体の立体構造を決定して、分子間相互作用を解析し、動的

オリゴマーが形成される仕組みの構造的な基盤となる情報を取得した。 

 動的オリゴマー形成因子のオリゴマー構造変化を蛍光分析するために、蛍光色素で標識し

た試料の調製を試みた。動的オリゴマー形成因子の機能領域試料に対して、過剰のモル比と

なるように蛍光色素を加えて反応させ、脱塩カラムによって余剰の蛍光色素を除去した。蛍

光標識効率は、60-80%であることを吸収スペクトルから確認して、蛍光分光光度計 FP-
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8300DS(日本分光)により蛍光強度を測定することで、オリゴマー構造変化の分析を試みた。その

結果、蛍光標識した動的オリゴマー形成因子のホモオリゴマーとヘテロオリゴマーの形成を

濃度依存的な蛍光強度の変化を指標に検出できることがわかった。 

 

 

The project planned to analyze the molecular structure of the intracellular signaling complex consisting 
of dynamic oligomeric factors, which are the regulator for the Wnt signaling pathway by forming 
dynamic heterotypic and homotypic oligomers, using X-ray crystallography and the fluorescence 
spectroscopy in solution. The functional domains, which play an important role for dynamic 
oligomerization, in the dynamic oligomeric factors was expressed in Escherichia coli BL21(DE3)Star 
and were purified by column chromatography. The purified sample of the heterotypic oligomeric 
complex was crystallized by the vapour-diffusion method. The crystals of the heterotypic oligomeric 
complex were flash-cooled at liquid nitrogen. X-ray diffraction experiment was performed on the BL-
1A beamline at the Photon Factory, Tsukuba, Japan. The crystals of the heterotypic oligomeric complex 
diffracted to a resolution of 2.8 Å. Using X-ray diffraction data, the structure was determined by 
molecular replacement method using homotypic oligomeric forms of dynamic oligomeric factors as a 
search model. The crystal structure revealed the heterotypic interaction between the dynamic 
oligomeric factors and the regulatory mechanism for the activation of the Wnt signaling pathway. 
 Next, I tested whether the oligomer structure is changed by the molecular interaction in solution 
using fluorescence spectroscopy. Firstly, the oligomeric domains of the dynamic oligomeric factors 
were modified by the fluorescent dye. Excess fluorescent dyes were removed by the desalting column. 
The measurement of fluorescence spectrum was performed by the fluorospectro-photometer FP-
8300DS (JASCO Corporation). The structural change of oligomers formed by the functional domain 
of dynamic oligomeric factors could analyze by measuring the fluorescent intensity as an indicator. 
The results suggested that the fluorescent spectroscopy is useful method for detecting the structural 
change of dynamic oligomeric factors. 
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