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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア外膜で陰イオンや様々な物質輸送を担う膜タンパク質であるVDACは、
エネルギー生産、脂質代謝、細胞死制御などミトコンドリア機能に深く関わり、がん等の疾患との関連も報告さ
れている。本研究では、正しく折りたたまれたVDACの立体構造を解析し、ホモ7量体を形成していることを見出
した。この結果は、生体内での活性発現にオリゴマー化が関与するという報告とも合致する。また、VDACと相互
作用し細胞機能を制御する化合物の結合構造の解析も試みた。

研究成果の概要（英文）：Voltage-dependent anion channel 1 (VDAC1), which is located in the outer 
mitochondrial membrane, plays important roles in various cellular processes. We determined 
high-resolution crystal structures of heptameric human VDAC1 prepared by using a cell-free protein 
synthesis system, which avoided the need for denaturation and refolding of the protein. We also 
tried to determine the structure of VDAC1 complexed with the interacting compound.

研究分野： 膜タンパク質生化学

キーワード： 無細胞タンパク質合成　イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正しく折りたたまれたVDACの構造は、生体内での構造を反映していると考えられた。この構造に基づき、VDACに
作用する化合物を設計したり、既存の相互作用化合物の最適化を行ったりすることで、VDACの関与が指摘されて
いる疾患である、がんや神経変性疾患に対する治療薬の開発に繋がると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 VDAC はミトコンドリア外膜で陰イオンを輸送するチャネルで、様々な物質輸送も担うこと
が知られている。そのため、エネルギー生産、脂質代謝、細胞死制御などミトコンドリア機能に
深く関わり、がん等の疾患との関連も報告されている。一方でその構造・機能については不明な
点が多かった。 
 VDAC は、真核生物由来膜タンパク質としてはユニークなβバレル構造を持つ。ヒト・マウ
ス VDAC1 とゼブラフィッシュ VDAC2 の結晶構造が既に報告されていたが、大腸菌封入体か
らの変性・リフォールドを経て調製されたタンパク質の結晶を用いており、動物組織より精製さ
れた VDAC の解析結果と相反する点もあることから、これらの構造が生体内配置を反映してい
るかは疑問であった。本研究グループでは、無細胞タンパク質合成系を用いた、変性を伴わない
VDAC 調製法を確立し、VDAC1 の高分解能構造を取得することに成功していた。 
 一方で、研究協力者であるどど等は、VDAC と相互作用し細胞機能に影響する化合物を開発
していたが、化合物結合構造は未知であった。VDAC に化合物を結合させることでタンパク質
構造を固定し、結晶化の促進や結晶品質の向上が期待できると同時に、本化合物の結合構造を明
らかにすることで化合物展開が可能になることも期待されたため、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、正しく折りたたまれたβバレル型チャネル VDAC1, VDAC2, VDAC3 それぞれ
の立体構造を解析し、続いて、相互作用化合物結合構造を明らかにし、化合物の作用様式を解明
することを目的とした。本研究グループで確立した、変性を伴わない VDAC 調製法を用い、タ
ンパク質合成条件、精製条件の改良や、変異体作成によって高品質試料を調製し、X 線解析その
他の構造解析手法によって立体構造を解析する。得られる複合体構造情報から VDAC 各サブタ
イプに選択的な化合物の開発へと発展させることができ、将来的には新規メカニズムに基づく
医薬品への応用につながると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
（1）VDAC1, VDAC2, VDAC3 の構造解析用サンプル調製：VDAC1、VDAC2、VDAC3 の試料調
製には、膜タンパク質合成に最適化した無細胞タンパク質合成法を利用した[1]。合成された
VDAC タンパク質を Ni アフィニティー精製、ゲルろ過クロマトグラフィーによって精製した。
ゲルろ過結果は、精製タンパク質の性状評価にも利用した。 
（2）結晶化条件の検討：VDAC1, VDAC2, VDAC3 各単体、および、VDAC3 変異体について、
蒸気拡散法による結晶化条件スクリーニングを行った。相互作用化合物との複合体については、
化合物を添加した VDAC の結晶化スクリーニングと、VDAC のみの結晶に化合物を浸漬するこ
とにより化合物入り結晶を得た。SPring-8 BL32XU にて X 線回折実験を行った。 
（3）クライオ電顕解析用サンプル調製：VDAC1 精製用界面活性剤を様々な界面活性剤に置換し
たサンプル、複数種の apolipoprotein で調製した nanodisc へ再構成したサンプルを調製し、負染
色による電子顕微鏡観察を行った。良好な像を得たサンプルについては、クライオ電顕観察も行
った。 
（4）VDAC1, VDAC2, VDAC3 に対するモノクローナル抗体の作成：研究協力者のどど等と協力
し、VDAC1, VDAC2, VDAC3 それぞれの一部領域ペプチドを抗原として、ラットを免疫した。
得られたハイブリドーマ培養上清について、リポソーム再構成 VDAC1, VDAC2, VDAC3 および
SDS 変性 VDAC1, VDAC2, VDAC3 をそれぞれ用いた ELISA によって、非変性抗原（リポソーム
再構成抗原）に結合し、変性抗原には結合しないことを指標に、立体構造認識抗体を選抜した。
さらに、精製抗原を用いた蛍光ゲルろ過により、高親和性抗体を含む培養上清を選択し、ハイブ
リドーマクローニングへ進めた。クローニング後のハイブリドーマ培養上清についても同様の
アッセイを行い、抗体の性質が変化していないことを確認した。 
 
４．研究成果： 
 
（1）無細胞タンパク質合成法による VDAC1, VDAC2, VDAC3 の構造解析用高品質サンプル調
製：ヒト由来 VDAC1、VDAC2、VDAC3 の試料調製には、膜タンパク質に最適化した無細胞タ
ンパク質合成法を利用した。特に VDAC3 は複数のジスルフィド架橋を必要とし、酸化還元状態
に応じてチャネル活性が変化することから、架橋に関与しないと考えられる複数の Cys のうち
２つを Ala に置換する変異体を作成し、一方のコンフォーメーションへの固定を試みた。ゲルろ
過ピーク形状を指標に最適な変異の組み合わせを検索したが、野生型と比べて安定性が大きく
向上した変異体は確認されなかった。しかし、いずれの変異体とも比較的良好な性状を示した。 



 
（2）無細胞合成 VDAC の結晶化条件の検討：VDAC1, VDAC2, VDAC3 各単体の結晶化条件ス
クリーニングを行った。VDAC1 は既に構造解析可能な結晶を得ていたため、構造解析をさらに
進め、ホモ 7 量体を形成していることを見出した。また、VDAC1 と相互作用化合物との共結晶
化、および、VDAC1 単体結晶への化合物浸漬を行い、得られた結晶の X 線解析を行った。化合
物を浸漬した VDAC1 結晶については構造解析まで進めたが、化合物に相当する電子密度は観察
されなかった。一方、VDAC2 と VDAC3 については、変異体も含め、結晶が得られなかった。 
 
（3）無細胞合成 VDAC のクライオ電顕構造解析用サンプル調製：相互作用化合物の結合部位同
定には、共結晶構造解析を第一の手法としているが、共結晶化などが困難な場合に備え、最近構
造解析の主流となりつつあるクライオ電子顕微鏡構造解析の併用を視野に入れ、クライオ電顕
用サンプル調製条件検討を行った。VDAC1 を様々な界面活性剤で可溶化、また、複数種の脂質
ディスクへ再構成し、電顕観察を行った。負染色による試料観察では、βバレルタンパク質に特
徴的な概形が観察されるものの、分子サイズが小さく膜外領域がほとんど無いために、単体では
クライオ電顕単粒子解析が困難であった。次項(4)の各種抗体断片と VDAC1, VDAC2, VDAC3 を
組み合わせたサンプルを複合体のゲルろ過性状評価にて選別し、電顕観察用試料調製を行った。 
 
（4）VDAC1, VDAC2, VDAC3 に対するモノクローナル抗体の作成：結晶化促進および電子顕微
鏡観察を容易にするために有効なモノクローナル抗体を取得するため、研究協力者のどどと協
力し、VDAC1, VDAC2, VDAC3 それぞれの一部領域を抗原としてラット免疫を行った。得られ
たハイブリドーマ培養上清について、リポソーム再構成 VDAC1, VDAC2, VDAC3 および SDS 変
性 VDAC1, VDAC2, VDAC3 をそれぞれ用いた ELISA、蛍光標識二次抗体および精製 VDAC1, 
VDAC2, VDAC3 を用いた蛍光ゲルろ過性状分析の評価結果から、高親和性かつ立体構造認識抗
体を含む培養上清を選択し、ハイブリドーマクローニングへ進めた。クローン化抗体についても
同様に性状分析を行って良好な性状が失われていないことを確認し、2 種のハイブリドーマクロ
ーンを選択した。これらの細胞から抗体可変領域遺伝子をクローニングし、構造解析に適した抗
体断片（Fab, scFv, Fv-clasp 等）の発現系を作成した。IgG、Fab 等の抗体および抗体断片形状で
複合体の安定化を試みるために、様々な組み合わせで複合体調製、安定性と性状の評価を行った
が、結晶化スクリーニングに利用できる結合強度の複合体は得られなかった。 
抗体を結晶化やクライオ電顕解析用のツールとして用いるためには、立体構造を認識し、抗原

を一定のコンフォーメーションに固定することが重要であるため、新たな研究課題として、結晶
化品質の VDAC 全長タンパク質を抗原として免疫し抗体を作製する研究を開始した。本抗体を
用いた構造解析に期待している。 
 
（参考文献） 
[1] Shinoda T, et al. Cell-free methods to produce structurally intact mammalian membrane proteins. Sci 
Rep. 6, 30442 (2016) 
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