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研究成果の概要（和文）：ギャップ結合チャネルとその関連タンパク質を脂質ナノディスクに再構成してクライ
オ電子顕微鏡で構造解析を行った。具体的には線虫のinnexin-6(INX-6)とヒトpannexin-1(PANX1)の2つについて
の構造研究を行い、電気生理学による機能解析とMDシミュレーションを共同研究で行った。これらの結果から、
チャネルが開くときはN末端領域が漏斗状のコンフォメーションを取り、チャネルが閉じるときには脂質がINX-6
やPANX1のチャネル通路に入り込んで塞ぐ脂質ゲーティングモデルが示唆された。本研究によってLarge pore 
channelが閉じるメカニズムの一つの解釈を与えることができた。

研究成果の概要（英文）：The gap junction and related proteins were reconstituted into lipid 
nanodiscs, and those structures were determined by cryo-electron microscopy. In this project, we 
worked on two proteins, C. elegans innexin-6 (INX-6) and human pannexin-1 (PANX1), and functional 
analysis by electrophysiology and MD simulations were performed in collaboration. We proposed a 
lipid gating model in which the N-terminal region takes a funnel conformation when the channel is 
open, and lipids enter and block the channel pore of INX-6 and PANX1 when the channel is closed. 
This study provides an interpretation of the mechanism of large pore channel closure.

研究分野： 構造生物学

キーワード： ギャップ結合チャネル　開閉メカニズム　クライオ電子顕微鏡　高分解能構造解析　タンパク質―脂質
相互作用　チャネル機能解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ギャップ結合チャネルとは水やイオンのほか、ヌクレオチドやペプチドといった大きい分子を通すことが知られ
ているが、その開閉機構を明確に説明できる構造モデルは存在しておらず、これはLarge pore channelについて
も同様であった。本研究によってINX-6やPANX1のチャネル通路に脂質が入り込んで閉じる概念は、過去に示唆さ
れることのない新しい開閉機構のモデルである。INX-6とPANX1はその機能が本質的に異なると想定されるが、N
末端領域がファネルを形成し、その閉塞に脂質が関与している点が似通っているのは、ギャップ結合ファミリー
タンパク質に共通したメカニズムであることを示唆するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ほぼすべての多細胞生物はギャップ結合チャネルと呼ばれる細胞間コミュニケーションを担う
膜貫通構造を保持している。我々は過去に無脊椎動物のギャップ結合チャネルタンパク質イネ
キシン 6(INX-6)をクライオ電子顕微鏡で高分解能構造解析し、N 末端領域のファネルがオープ
ン構造を作ることを示した(Oshima et al. (2016) Nat. Commun.)。これは脊椎動物が持つギャップ
結合チャネルタンパク質コネキシン 26(Cx26)の X 線結晶構造解析で示唆された N 末端ファネ
ル(Maeda et al. (2009) Nature 458, 597)と共通していたが、サブユニットの数がコネキシンの 12
個に対して、イネキシンは 16 個であり、チャネルの大きさや通路の広さが INX-6 の方が大き
いことが分かった。一方で、INX-6 や Cx26 が明確に閉じた高分解能構造の報告がなく、チャ
ネルがどのように閉じるのかは未解明である。また、ギャップ結合チャネルの高分解能構造解
析は可溶化状態のものしかなく、脂質に存在した状態での構造研究の報告がない。パネキシン
はギャップ結合タンパク質イネキシンの脊椎動物に存在するホモログで、Large pore channel と
して知られているが、その構造は未解明であった。特に脊椎動物が持つコネキシンとパネキシ
ンについては、高分解能構造解析の報告例が X 線結晶構造解析の一例(Maeda et al. (2009))しか
なく、クライオ電子顕微鏡単粒子解析による報告はまだなかった。 
 
２．研究の目的 
タンパク質の高分解能構造解析手法として結晶化を必要としないクライオ電子顕微鏡単粒子解
析が近年盛んに利用されており、膜タンパク質の構造研究もその例外ではない。本研究ではギ
ャップ結合チャネル関連タンパク質の高分解能構造解析をクライオ電子顕微鏡単粒子解析で行
い、ギャップ結合チャネルを含むLarge pore channelの開閉機構と生理機能の解明を目的とした。
具体的には脊椎動物が持つヒト pannexin-1(PANX1)、線虫が持つ INX-6 のクライオ電子顕微鏡
単粒子解析を行った。試料調製にはナノディスクを用いて脂質に再構成された状態の構造解析
の高分解能化を目指した。またこれらのチャネルの透過活性測定を蛍光顕微鏡下で行い、大阪
大学渡邉准教授との共同研究によって、電気生理学的な機能研究も行った。さらに MD シミュ
レーションの共同研究によって、構造に基づく開閉機構の解釈の検証を目指した。本研究によ
って、構造学的視点からギャップ結合チャネルとその関連タンパク質がもつ開閉機構を解明す
るとともに、膜タンパク質のクライオ電子顕微鏡による高分解能構造解析を加速するための試
料調製基盤技術開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ギャップ結合チャネル INX-6 と Large pore channel の PANX1 のナノディスク再構成 
チャネルタンパク質を脂質に埋まった状態で構造解析するため、ナノディスク再構成を全ての
精製膜タンパク質に適用した。具体的には POPC と MSP2N2、精製チャネルタンパク質のモル
比を検討し、再構成効率の最も高い条件を探索して、クライオ電子顕微鏡単粒子解析のための
試料とした。 
 
(2) クライオ電子顕微鏡による INX-6、PANX1 の高分解能構造解析 
日本電子製 JEM-3000SFF を用いて試料調製の条件検討を行い、確実に高分解能構造解析が可能
な凍結グリッドが作製できていることを確認して、複数のグリッドを作製、凍結保存した。大
量データ収集は PANX1 については共同研究で行い、日本電子が保有するデモ機
CRYOARM300(東京都、昭島市)を使用した。Cx26 は JEM-3000SFF(名大)で行った。画像解析は
RELION3.0, EMAN2, CryoSPARC のソフトウェアでマップの計算を行い、モデリングは Coot、
精密化は Phenix を用いて行った。 
 
（3）チャネルの機能解析と MD シミュレーション 
INX-6、PANX1 の機能解析は大阪大学大学院生命機能研究科の渡邉正勝准教授との共同研究で
行った。アフリカツメガエルの Oocyte を用いた Whole cell voltage clamp を用いたほか、PANX1
については検証を兼ねて、HEK による Whole cell patch clamp を行った。クライオ電子顕微鏡で
解析した構造から示唆されるモデルの検証の一つとして、MD シミュレーションを東京大学の
寺田透先生と共同研究で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫 INX-6 ヘミチャネルのナノディスク再構成とクライオ電子顕微鏡高分解能構造解析 

 
本課題に先行する科研費基盤研究 C から引き継いだ内容で、線虫 innexin-6(INX-6)ギャップ
結合チャネルを脂質ナノディスクに再構成して構造解析したものである。ナノディスク再構
成した野生型 INX-6 ヘミチャネルの 3.8 Å分解能構造はチャネルのポアの中に二重層の密度
が現れ（図 1(b)）、細胞外領域の特に第 2 ループが不安定化していた。可溶化状態の野生型
INX-6 チャネルとナノディスクに再構成した N 末端欠失変異体の構造はそれぞれ 3.8Å分解
能と 3.6Å分解能で解析され(図 1(a,c))、脂質二重膜が存在するか否かで N 末端の配置が異な
っており、ナノディスク再構成によってポアの通路が妨げられていると解釈された。共同研
究に基づく分子動力学シミュレーションでは脂質分子が隣接するサブユニットの膜貫通領域



の間に入り込んでいく様子が確認され、アフリカツメガエル卵母細胞を用いた電気生理学的
機能解析の結果は intact な N 末端が正常にポアを開くのに不可欠であることを示すものであ
った。これらを総合すると、INX-6 ギャップ結合チャネルが持つ大きなポアが脂質二重膜中
でどのように閉じるのかという問題について、脂質分子がチャネルのポアに入り込むことに
よって INX-6 の N 末端が構造変化を起こし、ポアを塞ぐというメカニズムが示唆された。本
研究は論文としてまとめ、Science Advances 誌にて発表した(Burendei et al. (2020) Sci. Adv. 6, 
eaax3157)。 
 
 

 
 

図 1 INX-6 ヘミチャネルのクライオ電子顕微鏡構造解析 

(a) GraDeR で調製した INX-6 野生型ヘミチャネルの可溶化状態のマップ。 

(b) nanodisc で調製した INX-6 野生型ヘミチャネルのマップ。 

(c) nanodisc で調製した INX-6N 末端欠失変異体のヘミチャネルのマップ。 

(a)~(c)いずれも上段が膜平面方向から、下段が細胞質側からチャネルを見た図。 

(d) N 末端領域の構造変化と脂質の移動が関係する INX-6 の開閉モデル。(左)可溶化状態では N 末

端領域がファネル(漏斗)を作り、チャネルが開く。(右)脂質ナノディスクに再構成した状態では N

末端領域が細胞質側に構造変化すると同時に、チャネル通路に脂質が入り込んで閉じる。 



(2) ヒト PANX1 チャネルの構造解析と脂質ゲーティングモデル 
 
Large pore channel の一つとして知られるヒト pannexin-1(PANX1)を哺乳動物細胞で発現、精製し、
ナノディスク再構成を行った後、クライオ電子顕微鏡による高分解能構造解析を行った。野生
型 PANX1 の apo 状態(PANX1apo)、野生型 PANX1 に阻害剤の probenecid(PBN) 3mM を添加した
状態(PANX1-PBN)、PANX1 の C 末端欠失変異体(PANX1ΔC)、PANX1 の N 末端欠失変異体
(PANX1ΔN)を解析した。PANX1apo は N 末端がチャネル通路内でファネルを形成し、通路を大
きく開けている構造(図 2(a))であるのに対し、PANX1-PBN は N 末端領域が細胞質側に大きく構
造変化すると同時に、脂質がチャネルの内側に存在することが確認され、チャネルの通路をブ
ロックする密度が確認された(図 2(b))。また、PANXΔC は PANX1apo と、PANX1ΔN は
PANX1-PBN と非常に良く似た構造を取っていた。共同研究の電気生理学実験によって、PBN
がチャネルの活性を低下させることが確認されたことから、PANX1-PBN は、チャネルが機能
的に閉じた構造を示唆する一方、PANX1apo と PANX1ΔC は活性を示したことからオープンの
状態を示していると解釈された。また、PANX1ΔN は全くチャネル活性を示さず、これは先行
研究(Ruan et al. (2020) Nature 584, 646)と相反するデータであった。我々は Xenopus Oocyte と
HEK の両方で活性測定を行って再現性を確認しており、PANX1ΔN のチャネル活性は無いもの
と判断した。クライオ電子顕微鏡構造解析により、隣接するサブユニットの隙間に脂質が存在
していることが明らかとなった。これらのサブユニットの境界を埋める脂質の動的構造変化を
検証するため、共同研究により MD シミュレーションを行った。その結果、サブユニットの隙
間を縫うようにして脂質がチャネルの通路に出入りする可能性が示唆された。これらの結果を
総合して、脂質が PANX1 と相互作用しながらチャネル通路内へ移動する「脂質ゲーティング
モデル」（図 2(c)）を提示した。この結果は論文としてまとめ、Science signaling 誌に発表した
(Kuzuya et al. (2022) Sci. Signal. 15, eabg6941)。 
 
 

 

図 2 nanodisc 再構成した PANX1 のクライオ電子顕微鏡構造解析 

(a) PANX1 野生型のクライオ電子顕微鏡マップ(左)と細胞質側から見たリボンモデル。 

(b) PANX1-PBN のクライオ電子顕微鏡マップ(左)と膜平面方向から見たリボンモデル。 

(c) PANX1 チャネルの脂質ゲーティングモデル。 
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