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研究成果の概要（和文）： 
巨大な超分子のＸ線結晶構造解析における解析精度の限界と分子量の限界を克服する方法を

確立することを目的にして実施した。SPring-8 の生体超分子構造解析ビームラインにおいて回
折強度データの質の向上を達成した。チトクロム酸化酵素の完全酸化型結晶中の活性中心にあ
る 化 学 種 が 過 酸 化 物 で あ る こ と を 確 定 し た 。 ギ ャ ッ プ 結 合 チ ャ ネ ル 及 び
Exportin-5:RanGTP:pre-miRNA 複合体の構造決定にも適用して成功した。分子量 1000万を越え
る巨大なボルトの構造解析に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The goal of this research was to establish strategies by which we overcame limitation 
of molecular size and resolution in crystal structure analysis of biological 
macromolecular assemblies. We had two research plans. The first was to locate hydrogen 
atoms of cytochrome c oxidase with a molecular weight of 420 KDa at 1.6 Å resolution. 
The second was to determine the structure of vault with a molecular weight of 10 MDa. 
Improving diffraction experiment method at BL44XU of SPring-8, we have successfully 
collected diffraction data of cytochrome c oxidase at 1.6 Å resolution. We confirmed that 
the data set contained information of hydrogen atom positions. Structures of connexin26 
gap junction channel and Exportin-5:RanGTP:pre-miRNA complex were determined by using 
intensity data sets acquired at the BL44XU.The structure of vault was determined by 
applying a newly developed method. 
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１． 研究開始当初の背景 
我々はこれまで一貫して蛋白質や核酸で

できた超分子複合体の構造と機能の研究を
行って来た。そのなかで当初予想されてい
たよりも、大きな超分子複合体が原子レベ
ルの精度で規則正しく作られていることが
明らかになって来た。X線結晶構造解析は結
晶性の超分子に適用できる最も優れた方法
である。本来、原子レベルの正確さがある
ので結晶になるとも言える。そこには原子
レベルで高度に制御された振る舞いがある
に違いない。これを理解するために、超分
子を丸ごと結晶化し、構造決定することが
求められる。 
Ｘ線結晶構造解析の可能性は解析精度に

ついても拡がっている。蛋白質が関与する
あらゆる反応には水素原子が絡んでいる。
蛋白質の働きを理解するためには、精密な
構造解析によって水素原子位置を決めるこ
とが強く求められている。 
 
２．研究の目的 
この研究の目的の一つは１億 Daを超える

超分子の X 線結晶構造解析を行うことがで
きるシステムを構築することである．Ｘ線
結晶構造解析の分子量限界を克服すること
でもある。  
 超分子複合体の中で営まれている現象は
均一溶媒中での化学をそのまま適用できな
いのではと思われるケースが多くある。超
分子内部に深く埋もれた場における化学反
応は超分子場によって高度に規制を受けて
いる。そこで起る現象を正確に把握するこ
とは超分子の働きを理解する上で不可欠で
ある。そのためには、あらゆる化学反応に
欠くことのできない水素原子位置を決める
ことが重要になってくる。従ってもう一つ
の研究目標を分子量４０万を超える蛋白質
の水素原子位置を決定する方法を確立する
ことにした．このためウシ心筋のチトクロ
ム酸化酵素の結晶を用いて実施する． 
 水素原子位置を決定する方法としては、
中性子線回折が良く知られているが分子量
が５万を超えると困難さは急速に大きくな
り、超分子ヘの適用の可能性は極めて低い
と言わざるを得ない。X線結晶構造解析はそ
の可能性は大きく、水素原子位置を決める
ことによって超分子内部で起っている化学
の理解を深め、その働きの仕組みを解き明
かすことに大きく貢献できる。 
 超分子の水素原子位置の決定が可能であ
ると見込んでいる研究者は多くない。通常
の蛋白質では珍しくないが、超分子ではま
だだれもその方向に焦点を当てた研究は行
っていない。 
 どちらの研究においても X 線回折実験シ
ステムの構築が重要になってくる．すなわ

ち、これまでの限界を超えて微弱な回折強
度を如何に正確に測定できるかが、どれだ
け大きな分子をどれだけ正確に構造決定で
きるかの鍵を握る．そのために、放射光ビ
ームラインの整備を行う． 
 
３．研究の方法 
分子量１億 Da の巨大超分子の原子分解能

X 線結晶構造解析を行えるシステムを確立
することと、分子量 4０万を超える超分子の
水素原子位置を求めることのできる超高分
解能構造解析法を確立することを目指して、
以下のことを実施した。1.6Å 分解能で水素
原子位置を求める解析方法の構築、超分子の
高分解能高精度のデータを得るための
SPring-8 ビームラインの高度化、チトクロ
ム酸化酵素などの超分子の高分解能構造解
析、分子量 1000 万を超える超分子の構造解
析法の開発であった。 
 
４．研究成果 
高精度の構造解析を実現するための実験

手法の開発とそれを適用した成果は以下の
通りである。 
 チトクロム酸化酵素の高精度結晶構造解
析ではアニーリング法による結晶の改質、ヘ
リウムパスによる回折像の低バックグラウ
ンド化によって、1.5 Å 分解能の回折データ
を得た新しい方法を考案してチトクロム酸
化酵素のヘム aのヒドロキル基の絶対構造を
1.8A 分解能の回折データを使って決定した
（Acta Cryst., 2005）。さらに、この方法で
は炭素原子の絶対構造決定が困難と思われ
ていた 2.8A 分解能でも適用可能であること
を示した。本酵素には多くの脂質が結合して
おり、それらの全構造を決定した（EMBO J, 
2007）。構造解析の結果、リン脂質の炭素鎖
の長さを確定し、リン脂質の他にトリアシル
グリセロールも含まれていることを明らか
にした。また、化学修飾試薬 DCCD で膜間通
領域にあるグルタミン酸を修飾すると、脂質
の炭素鎖の構造が変化して、酸素分子パスが
閉じられて酵素活性が阻害されることを明
らかにした。本酵素の酸化型 1.8Å 分解能、
還元型 1.9Å 分解能構造解析及びそれぞれの
状態での Zn イオン修飾結晶、Cd イオン修飾
結晶の構造解析によって His503 のイミダゾ
ール基が酸化還元によって回転することを
明らかにした。さらにこの回転によってプロ
トンが取り込まれる仕組みを提案した（PNAS 
2007）。チトクロム酸化酵素の完全酸化型の
精密構造解析を行い、活性中心に存在する化
学種が過酸化物であることを確定し、数 10
年にわたる疑問に決着を付けた（PNAS 2009）。 
SPring-8 において高精度の回折強度デー

タ収集を行い、異常分散法を適用して、ギャ
ッ プ 結 合 チ ャ ネ ル (Nature, 2009) 及 び



 

 

Exportin-5: RanGTP: pre-miRNA 複合体
(Science 2009)の構造決定にて成功した。ギ
ャップ結合チャネルは隣り合う同種の細胞
間を連結しており、そこを小さな分子やイオ
ンが通過させることによって、隣りあう細胞
の活動を揃える。例えば心臓ではそれを構成
する心筋細胞が同期してはじめて鼓動を起
こすことが可能になる。ギャップ結合チャネ
ルはコネキシンの６量体であるコネクソン
が end-to-endで２量体になったものである。
それぞれのコネクソンは細胞膜を貫通して
いる。このたびこのギャップ結合チャネルの
構造が細胞間を連結した状態のままで構造
決定した。この構造に基づいて、チャネルの
開閉の仕組みを提案した。それは、教科書に
も出ているチャネルの構造や開閉の仕組み
を覆すものである。 
ヒトの細胞では数万種類のタンパク質が

生命の営みを支えている。それらは常に必要
なわけではなく、不必要なときには合成が抑
制されている。そうしたタンパク質合成抑制
に関わる小さな RNA（マイクロ RNA と呼ぶ）
があり、その RNAによるタンパク質合成の抑
制を RNA 干渉と呼ぶ。このマイクロ RNAのも
ととなるプレ-マイクロ RNA は核で合成され
る。核から細胞質に運ばれて、2 つに切断さ
れて一方がマイクロ RNA になる。核から細胞
質へのプレ -マイクロ RNA の輸送は、
Exportin-5 と RanGTP という 2 種類のタンパ
ク 質 に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の た び は
Exportin-5: RanGTP: pre-miRNA の 3 者が
核内で結合している構造を決定し、運搬の仕
組みを明らかにした。核では無数の RNAが合
成されており、そのうち RNA 干渉に関与する
プレ-マイクロ RNA はヒトでは約 700 種類見
つかっている。このたびの構造研究では、約
700種類のプレ-マイクロ RNAだけが選ばれて
核から細胞質に運ばれる不思議な蛋白質の
働きを明らかにし、RNA 干渉を円滑に進める
仕組みを解明した。 
超分子構造解析法の開発とそれを適用し

た構造解析の成果は以下の通りである。 
巨大な球状ウイルスの ab initio 構造解

析法を確立して、ウイルス結晶の回折強度デ
ータが得られれば、直ちに構造決定できるよ
うにした。ボルトの構造解析では、分子内の
対称を決定する新しい方法を考案して、３９
回対称を持つことを決定した（Acta Cryst. D, 
2008）。さらに全体構造の決定にも成功した
（Science 2009）。主構成サブユニットであ
る MVPは９個の繰り返しドメイン、肩ドメイ
ン、キャップヘリックスドメイン、キャップ
リングドメインで構成されており、それが３
９回対称を持って集合して半ボルトを形成
する。半ボルトが２個お椀を突き合わせるよ
うにして、閉じた構造を作る．肩ドメインの
構造は、資質ラフトに集合する蛋白質と同じ

構造になっている．最近、緑膿菌の感染時に
ボルトが資質ラフトに集積して、上皮細胞へ
の緑膿菌の取り込みを促進して結果として
免疫応答を促すことが示した。 
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