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研究の概要 
Exportin-5:RanGTP:Pre-miRNA及び Exportin-5:RanGTP の X 線結晶構造解析を行い、Pre-miRNA 

の核外輸送に関わる蛋白質-RNA相互作用を明らかにした。ボルトの 3.5Å分解能構造解析を行い、 

39 回対称構造を作るのは分子間でへリックスを作る新しい 2次構造であることを見つけた。ギ 

ャップ結合チャネルの変異体を用いてチャネル形成に必須の分子間相互作用を確定した。 
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１．研究開始当初の背景 
 高等な生物では、特定の分子を働くべき場
所に輸送する仕組みがあり、そのことによっ
て高度に制御された生命の営みが可能にな
っている。こうした輸送に関わる生体超分子
の立体構造を決定して、その働きの仕組みを
明らかにするのが本研究の目的である。特定
の化学物質を運ぶ担体がどのように化学物
質を認識し、どのような仕組みで目的の場所
に移動するかを３つのケースで解き明かし
たい。 
 核内で pre-miRNAを選択的に捕獲し核外へ
の輸送するイクスポーティン、細胞内での輸
送に関わる巨大な粒子であるボルト、及び細
胞間輸送に関わるギャップ結合チャネルを
研究対象に取りあげ、Ｘ線結晶構造解析によ
る研究を行ってきた。 
 我々は、これらの生体超分子の調製、結晶
化に集中的に取り組んで、何れも結晶化に成
功して構造決定も進展してきた。 
 
２．研究の目的 

 イクスポーティンは Exportin-5・RanGTP・
pre-microRNA３者複合体の構造決定を 3.0Å
分解能で行い、pre-microRNA の選択的核外輸
送機構を解明する。 

 ボルトのＸ線結晶構造解析では、ウイルス

以外では最大の分子の構造解析である。極め

て薄い殻構造で巨大な中空を持つ粒子の構

造ができる仕組みは全く謎である。3.0Å を超

える分解能の構造解析を行い、全構造を決定

して構造構築機構を明らかにする。 
ギャップ結合チャネルでは、開孔型、閉孔

型コネキシン 26の構造を共に 3.0Åを超える
分解能で決定し、チャネルの開閉機構を解明
する。またホモロジーモデリングによって細
胞間接着が可能な異なったコネクソンの組
み合わせを提案する。 

  
３．研究の方法 
  Exportin-5・RanGTP・pre-microRNA、ボ
ルト、ギャップ結合チャネル何れも高分解能
X 線結晶構造解析を行う。ギャップ結合チャ
ネルの研究では電気生理学的実験も行って
機能解析研究も行う。 
 
４．これまでの成果 
 Exportin-5・RanGTP・Pre-microRNA３者複
合体の 2.9Å 分解能Ｘ線結晶構造解析に成功
した。Exportin・RanGTP全体は野球のファー
ストミットの形をしている。Pre-microRNA 
の 2 塩基 3’オーバーハング構造がミットの
底にあるトンネル構造に入り込んで数多く
の水素結合によって強固に捉えられている。
ミットの内側は正に帯電しており表面電荷
が負に帯電している二重螺旋 RNAを柔らかく
包んでいる。その結果、核内にある多様な RNA
のうち約 700 種ある Pre-microRNA を選択的
に認識して捕獲できるようになっている。 
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 ラット肝臓のボルトの構造を我々が 3.5Å

分解能で決定して後、39回対称の構造の普遍

性、必然性が大きな論争点になって来た。MVP

以外の副成分である TEP1 と vRNA は 3.5Å 分

解能の電子密度を綿密に検討した結果、その

位置を決めることができた。VPARP の MVP へ

の結合位置は、別の研究者による既報の EM

による情報をもとに MVPへの結合部位を決め

ることができた。 

 コネキシンの N末へリックスを構成するい

くつかのアミノ酸を置換した変異体を調製

して電気生理学的実験を行った。その結果は、

N 末へリックスがチャネルの開閉制御に関わ

っていること及び、Asp2が電位依存性開閉に

関わっているという我々の主張を支持する

ものであった。また、蛍光蛋白質修飾した変

異体コネキシンの蛍光顕微鏡観察と電気生

理学的実験を行った。その結果、Lys168 と

Asn176が heterotypic channel形成の鍵にな

っていることを確認し、半チャネル合体の可

能性を示すルールを確定した。 

 

５．今後の計画 
 イクスポーティンでは、 Exportin-5

単体の構造決定も行い、2者複合体、3

者複合体の構造と合わせて、Exportin-5

によるPre-miRNAの核外輸送の全容を解

明する予定である。 

 ボルトの結晶は容易に劣化する。発現系で

調製した MVPのみで構成されているボルトは

両端に直径 50Å の大きな穴が空いており、殆

どの蛋白質も自由に通過できる。そこで発現

系で調製したボルトを長時間透析して内部

の不純物蛋白質成分を取り除いた上で結晶

化を行う。これによって時間経過に伴う結晶

の劣化を抑えることが期待される。 

 ギャップ結合チャネルは、6 年以上掛けて

発現・精製・結晶化を確立した人から引き継

いで、徐々にその人のレベルに近づいて閉孔

型の 4Å 分解能の結晶を得るところまで到達

した実施者の膜蛋白質調製能力が着実に進

歩しており、後一息と言うところである。

SPring-8 の微小結晶用ビームライン BL32XU

を利用することによって高分解能データを

収集する予定である。 
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