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１．はじめに 

X線小角散乱(Small Angle X-ray Scattering: SAXS)

は溶液中における分子の挙動を調べる手段として
広く用いられている測定方法である。SAXSからは
X線結晶構造解析やNMRによる構造解析のように
原子レベルの構造情報を得ることはできないが、分
子量、慣性半径(Rg)や距離分布といった構造情報が
得られるという特徴をもつ[1-2]。蛋白質の場合得ら
れた散乱データをフーリエ変換することで得られ
る距離分布 P(r)は、近似的に炭素、窒素と酸素等の
原子間の距離分布に対応する。この距離分布 P(r)

は分子の幾何学的な形状に依存しているので、分子
の形状やコンフォメーションの変化に鋭敏である。
本稿では溶液中における Grb2のドメインの配置に
関して SAXS により観察した結果について報告す
る[3]。 

細胞内シグナル伝達を担う蛋白質には、機能構成
単位であるドメインが複数タンデムにつながった
マルチドメイン構造をもつものが多くみられる。
Grb2 もそのような複数のドメイン構造を持つマル
チドメイン蛋白質であり、N末端側からSH3、SH2、
SH3 という三つのドメインからなる。SH2 や SH3

は細胞のシグナル伝達を担う蛋白質に広く見られ、
機能的、構造的構成単位である[4]。 

細胞質内でGrb2は SH3を介して Rasのグアニン
ヌクレオチド交換因子である Sos の C 末端側およ
そ 200 残基に存在するプロリンに富む領域と恒常
的に結合している。増殖因子受容体が活性化され、

受容体内あるいは基質蛋白質に含まれるチロシン
残基がリン酸化されると、このリン酸化チロシン残
基に Grb2は SH2を介して結合する。その結果、Sos

は細胞質から細胞膜直下へ移動することになり、細
胞膜に結合している Ras との相互作用が可能にな
る。この結果、不活性な GDP型の Rasは活性型の
GTP 型へ変換する。活性化した Ras が一連の蛋白
質リン酸化酵素によるリン酸化カスケードを活性
化することで、細胞外からの情報を下流へと伝える。
この点で、Grb2 は増殖因子から Ras へのシグナル
伝達を仲介するアダプター蛋白質と考えられてい
る[5]。 

 

２．大きさと形状 

高エネルギー加速器研究機構放射光施設の
BL-10C に設置されている酵素回折計を用いて
SAXS の測定を行った[6-7]。全長蛋白質である
Grb2(1-217)、切り出してきたドメイン単独ｎ
SH3(1-57)、SH2(58-159)、ｃSH3(159-217)について
散乱データを収集した（Fig. 1）。 

 最初に得られた散乱データのギニエ解析を行い、
分子量と慣性半径(Rg)を見積もった。Fig. 2に一例
として Grb2のギニエプロットを示した。散乱強度
I(0)より分子量を見積もったところ、これらの蛋白
質はアミノ酸配列から計算して求めた分子量と一
致した。蛋白質の濃度依存性はなく非特異的な会合
のない単量体として溶液中で存在していた。 
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次に、散乱データをフーリエ変換することで得ら
れる距離分布 P(r)を求めた。リゾチームやミオグロ
ビンのような典型的な球状蛋白質では単一ピーク
からなる距離分布をとることが知られている。三つ
のドメイン nSH3、SH2 と cSH3 は、単一ピークか
らなりそれぞれ 15Å、20Åと 15Å付近にピークト
ップを持つ距離分布を示したことから、典型的な球
状蛋白質であると考えることができる。これに対し
Grb2の距離分布は 20Å付近と 40Å付近に二つのピ
ークがあり、裾は 80Åまでの広がりをもっていた
[Fig. 3]。さらに、既に報告されている Grb2のＸ線
結晶構造、nSH3、SH2と cSH3の NMR構造[8-11] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

に基づいて距離分布を計算した。これらの距離分布
は、近似的に炭素、窒素と酸素等の原子間距離の分
布として求めた。それぞれの蛋白質について散乱デ
ータより求めた距離分布と座標より計算した距離
分布を比較した。三つのドメイン単独(nSH3、SH2

と cSH3)での距離分布の形状は典型的な球状蛋白
質の距離分布を示し、高分解能の構造から計算され
た距離分布と同様な結果が得られた。一方、Grb2

Figure 1. 

Definition of the individual domain in intact Grb2, the

nSH3 (1-57), SH2 (60-152) and cSH3 (160-217) domain

(upper panel). The definition of the isolated domains, the

nSH3 (1-57), SH2 (58-159) and cSH3 (159-217) domain

(lower panel). 

Figure 2. 

Guinier region of the X-ray scattering curves for intact

Grb2. The data with larger filled circles were used to

determine the I(0) and Rg values.  SAXS data for Grb2

solution at 15.6, 13.0, 9.5, 7.0, 5.8 and 3.6 mg/ml are

shown from top to bottom. The arrow shows the position

of the RgQ = 1.8. 

Figure 3. 

The distance distribution, P(r), of Grb2 calculated from

X-ray scattering using indirect Fourier transform method.

The X-ray scattering data were extrapolated to infinity

dilution for Grb2. 

Figure 4. 

Distance distribution function, P(r), calculated from the

crystal structure of Grb2. In each distribution function,

the contribution from intra and inter domains were

calculated. Intra-domain; nSH3 (dash line), SH2 (dash

line) and cSH3 (dash line), inter domain; nSH3-SH2

(thin dash line), nSH3-cSH3 (thin dash line) and

SH2-cSH3(continuous line). 
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については二つの形状の間には大きな違いが見い
だされた（Fig. 3-4）。結晶構造より計算した重原子
間の距離分布は 25Åを中心にブロードなピークが
一つあり、裾の広がりはせいぜい 60Å程度である。
SAXS により得られた Grb2 の距離分布は、結晶構
造より計算した距離分布とは明らかに異なってい
た。また、NMR による解析により溶液中でも結晶
構造と同様に Grb2は三つのドメインの構造が保持
されていることが明らかとなっている[3]。このこ
とから Grb2は溶液中では結晶構造とは異なるドメ
インの配置をもつと考えられる。 

 

３．Grb2 の三つのドメインの配置 
この結果を解釈するために、結晶構造の座標[8]

にもとづいて簡単なシミュレーション計算を行っ
た。この計算では、①nSH3、SH2および cSH3はド
メイン構造を保っている事、②ドメインを結ぶリン
カーは柔軟に動けるという二つの仮定を設けた。
NMR の実験からドメイン構造が保たれていること
とリンカー領域が運動性に富む構造をもつことが
示されており、以上の仮定は妥当であると考えられ
る[3]。 

このような条件のもとで、合計 750個の Grb2の
構造を simulated annealing計算により生成し、溶液
構造のモデルとした。このうちランダムに選んだ
20個の構造と結晶構造を Fig. 5に示した。溶液中で
Grb2は SH2に対して二つの SH3が互いに異なる相
対配置をとるアンサンブルとして存在していると
いうモデルである。溶液構造のモデルである 750

個の構造の分布を、ドメインの配置を特徴付ける角
度θと分子の広がりを表す慣性半径 Rgで表現した
（Fig. 6）。ここで、ドメイン間の重心を結ぶベクト
ルのうち、SH2-nSH3と SH2-cSH3との為す角度を
θと定義する。角度θは 30°から 160°、慣性半径
Rgは 20Åから 30Åの範囲に分布した。結晶構造は
Fig. 6で左下に矢印で示している。 

シミュレーション計算によって得られた個々の
構造から距離分布を計算し、それらの平均距離分布
（Fig. 7）をもとめた。これと実験より得た距離分
布（Fig. 3）がよく一致することから、今回得た溶
液構造のモデルの妥当性が支持される。 

 結晶構造より得られた距離分布と溶液構造のモ
デルから計算した平均距離分布の差異を検討する
ために、結晶構造と溶液構造のモデルに基づいてド
メイン内およびドメイン間の距離分布を比較した
（Fig 4,7）。nSH3、SH2、cSH3各ドメイン内の距離 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分布と、リンカーでつながれた nSH3と SH2ドメイ
ン間の距離分布は、結晶構造の場合も溶液構造モデ
ルの場合も大きな違いはなかった。これに対して、
SH2と cSH3および cSH3と nSH3の間の距離分布
は、結晶構造と溶液構造モデルとの間に顕著な違い
が見られた。特に cSH3-nSH3 間の距離分布は、結
晶構造の距離分布に比べ広がると共に、ピークトッ
プは 25Åから 46Åへと移動した。nSH3と cSH3ド
メインの間の距離分布は、溶液構造のモデルでは 

Figure 5 

Structures of Grb2 in crystal and in solution. The left

Panel shows the side and top views of the crystal structure

(a). The right panel shows 20 top view structures of Grb2

randomly selected from the solution model (b). The

orientation of the SH2 domain is the same for all the

structures so that the relative position and orientation of

the nSH3 and cSH3  domains can be identified. 

Figure 6. 

The distribution of 750 solution structures model in (θ,

Rg) conformational space obtained from the simulated

annealing calculations, where θ is an angle formed by

the vectors connecting the center of gravity from SH2

to SH3 domains and Rg indicate the radius of gyration

of each solution structure. The arrow shows the

location of the crystal structure.  



－ 23－

最近の研究から

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

75Åまで広がっているのに対し、結晶構造では 45

Å程度しかない。実験より得られた距離分布（Fig.3）
と溶液構造のモデルから求めた距離分布（Fig. 7）
の比較から、nSH3 と cSH3 ドメイン相互が様々な
配置を取ることでGrb2全長の場合には 80Åまで広
がった距離分布をもつと解釈できた。 

 

４．溶液構造と機能 

SAXSの解析より溶液中で Grb2は二つの SH3が
互いに異なる相対配置を取る柔軟な構造をもつこ
とが示唆された（Fig. 5）。 

Grb2 は様々な標的蛋白質に含まれるプロリンに
富む配列に二つの SH3 を介して二価で結合するこ
とが知られている[1-2]。Grb2は、二つの SH3の相
対配置を変えることにより、標的配列に二価で効率
的に結合することが可能となるのであろう。実際、
Grb2の二つの SH3に二価で結合できるペプチドを
デザインしその親和性を調べたところ二価で結合
することができ[13]、さらに様々な長さのリンカー
に対して高い親和性で結合できることが示された
[3]。このことからも、Grb2 は溶液中で柔軟な構造
をもつこと、SH3ドメインの相対的な配置を変化さ
せることで効果的に標的に二価で結合することが
できることが示唆された。 

 一般にシグナル伝達蛋白質はドメインとそれら
を結ぶリンカーから構成されている。溶液中でドメ
イン構造を保ったままリンカー部分は柔軟な構造

を取り、その結果ドメイン間の相対配置を変えるこ
とができる。このことはシグナル伝達蛋白質の機能
と密接な関係があると考えられる。 

 

５．おわりに 

マルチドメイン蛋白質ではドメイン間の相互作
用様式と相対的な配置を変化させることでシグナ
ル伝達の制御を行うと考えられている。このような
現象はドメインリアレンジメントと呼ばれ、シグナ
ル伝達蛋白質の制御機構の一般的な機構である可
能性が高い。たとえば、活性化状態と不活性状態の
間でドメイン間の相対的な配置が変化し、シグナル
伝達蛋白質の酵素活性が活性化すること、特定のド
メインの結合活性が向上するということが示唆さ
れている。いくつかの蛋白質では不活性状態での X

線結晶構造解析の例が報告されているが、不活性型
から活性型へ変化するときに起こる構造的な基盤
は、現在までのところ十分に理解されていない。
SAXS はドメインの配置が大きく変化した場合そ
の変化を鋭敏に検出できる方法である。SAXSはこ
のような蛋白質における活性状態・不活性状態の違
いとドメインの相対的な位置関係を明らかにする
有効な方法である。 
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