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1   はじめに 
	 染色体構築は DNA 複製後、姉妹染色分体の接着、
染色体凝縮という 2 つのステップを経て行われ、娘
細胞に等価な遺伝情報を持つ姉妹染色分体を分配す

るために重要である。これらの機構の崩壊は、細胞

のがん化や小頭症、ダウン症などの遺伝性疾患発症

との関連性が示唆される。従って、染色体構築に関

与するタンパク質群の立体構造解析は、染色体の接

着や凝縮、分配過程を標的とした新規抗がん剤など

の創出が期待できる。 
	 本 年 度は、染色体分配を担う chromosome 
alignment-maintaining phosphoprotein （ CAMP ） と
Mitotic arrest deficient 2-like protein 2 （MAD2L2）の
複合体に着目し、その複合体の立体構造と相互作用

を X線結晶構造解析により明らかにした［1］。 
 
2   実験 
ヒト由来 MAD2L2 を N 末端 His タグ融合タンパ

ク質として CAMP と大腸菌 BL21 (DE3)で共発現さ
せ、Ni-NTA アフィニティーカラムを用いて精製し
た。その後、イオン交換カラム、ゲルろ過カラムグ

ラフィーを用いて高純度に精製した。精製した

MAD2L2-CAMP 複合体を用いて結晶化スクリーニ
ングを行った。得られた結晶を用いて、PF BL-17A
で回折強度データを収集した。その後、MAD2L2 を
サーチモデルとした分子置換法（プログラム

PHASER）により位相決定、モデル構築（プログラ
ム Coot）と構造精密化（プログラム PHENIX）を行
い、最終構造を得た。 

 
3   結果および考察 
	 MAD2L2-CAMP 複合体の結晶化スクリーニング
を行った結果、ギ酸ナトリウムを沈殿剤として含む

結晶化条件（Form-I）と PEG3350 を沈殿剤として含
む結晶化条件（Form-II）で共結晶が得られ、それぞ
れ 2.1 Å、2.3 Å分解能の回折強度データを収集した。
Form-I の空間群は I422、格子定数は a = b = 106.5 Å、
c = 127.4 Å、非対称単位中に 1つの MAD2L2-CAMP
複合体が含まれていることが溶媒含量から推測され

た。Form-IIの空間群は C2、格子定数は a = 71.03 Å、

b = 70.56 Å、c = 45.13 Å、β = 90.29°、非対称単位中
に 1 つの MAD2L2-CAMP 複合体が含まれているこ
とが溶媒含量から推測された。その後、MAD2L2 を
サーチモデルとした分子置換法により位相決定を行

い、CAMP の明瞭な電子密度を確認した。モデル構
築と精密化を行い、最終構造を得た（Form-I: R-
work = 19.7%、R-free = 22.6%; Form-II: R-work = 
21.9%、R-free = 22.7%）。 
	 Form-Iの複合体構造では、MAD2L2のシートベル
トと呼ばれる領域を介した CAMP との相互作用が
みられた。MAD2L2 と CAMP の相互作用を詳しく
みたところ、CAMP のアミノ酸配列中に含まれる
WK モチーフ（W: トリプトファン、K: リジン）が
MAD2L2 と疎水性相互作用、及び水素結合を形成し
ていた。これまで MAD2L2 のシートベルトは
PXXXPP モチーフ（P: プロリン、X: 全アミノ酸）
を疎水性相互作用により認識することが知られてい

たが、MAD2L2 のシートベルトを介した多様なアミ
ノ酸配列認識機構が新たに明らかとなった。また、

Form-II では MAD2L2 の C 末端領域が対称分子の C
末端領域とスワップして相互作用し、MAD2L2-
CAMP へテロ四量体を形成していた。この構造は
MAD2L2 が CAMP と複合体を形成する際の中間体
構造であると考えられ、本研究により MAD2L2 の
中間体構造がはじめて明らかとなった。 
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