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研究成果の概要（和文）：植物ホウ酸トランスポーターBOR の結晶構造を明らかにするために、

BOR タンパク質の可溶化・精製・結晶化の条件検討を行った。酵母に発現させたシロイヌナズ

ナの BOR4タンパク質と界面活性剤ドデシルマルトシド（DDM）の組み合わせが結晶化に適した

単分散性の良い組み合わせであることを明らかにし、BOR4タンパク質精製系を確立した。また、

アニオン交換体の輸送阻害剤である DIDS および輸送基質であるホウ酸の添加により、BOR4 タ

ンパク質の熱安定性を大幅に向上できることが明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We screened conditions for solubilization, purification, and 

crystallization of plant BOR borate transporter. We found that combination of Arabidopsis 

BOR4 and detergent dodecylmaltoside (DDM) showed high monodispersity. Furthermore, 

addition of DIDS (anion exchanger inhibitor) or borate increased thermal stability of 

BOR4-DDM complex.   
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１．研究開始当初の背景 

(1)申請者所属研究室において、世界に先駆
けて微量必須元素の一つであるホウ素の輸
送に関与する植物のホウ酸トランスポータ
ーBOR1を見いだしていた。 

 

(2)BOR1 によるホウ素輸送のメカニズムは不
明であった。 

 

(3)膜タンパク質の生化学的機能や構造に関
する研究（特に高等動物・植物の場合）はそ
の発現、精製、結晶化が困難であるために限
定的にしか進んでいない。 

 

(4)ホウ素輸送の分子機構を理解するために

は膜輸送体の生化学的性質および立体構造
情報は不可欠である。 

 

(5)シロイヌナズナから 7種類、と酵母から 1 

種類の BOR遺伝子が単離されており、そのう
ち、シロイヌナズナの BOR1、BOR2、BOR3、BOR4、
BOR5 と酵母の ScBOR1 遺伝子について、
GFP(Green Fluorescent Proteinの略)および
ヒスチジンタグ（6 x His、タンパク質精製
に利用するためのタグ）と融合した形でタン
パク質発現するコンストラクトを作製して
いた。これらコンストラクトを酵母に導入し
て BORタンパク質を活性がある形で発現する
系を確立していた。 
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２．研究の目的 

(1)BOR タンパク質の結晶構造を明らかにす
る。 

 

(2)膜タンパク質は可溶性のタンパク質と比
べて、発現、精製、結晶化が困難である。そ
れを打開するために、近年、動物の膜タンパ
ク質の結晶構造解析で利用され成果をあげ
ている新しい技術を取り入れて、ホウ酸トラ
ンスポーターBOR の結晶化に適した条件を探
索し、結晶構造解析を成功させ、ホウ素輸送
機構を原子レベルで明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1)酵母を用いて、シロイヌナズナ、コムギ、
酵母由来の 10種類の BORタンパク質を GFP
およびヒスチジンタグ（6 x His）融合タン
パク質として発現させた。BORタンパク質を
含む酵母膜画分を回収し、酵母発現タンパク
質の可溶化に適した界面活性剤を FSEC法（注
1）により探索した。 
 
(2) FSEC法により選抜された
BOR4-GFP-6xHisタンパク質と界面活性剤ド
デシルマルトシド(DDM)との組み合わせにつ
いてタンパク質を精製した。精製タンパク質
からは GFP-6xHisタグは除去して以降の実験
に使用した。 
 
(3)精製した BOR4タンパク質-DDM複合体の熱
安定性を向上させる条件を CPMアッセイ(注
2)により探索した。 
 
(4)(3)の項で見いだした熱安定性が向上す
る条件下で結晶化スクリーニングを行った。 
結晶化スクリーニングには、膜タンパク質の
結晶化に実績のある Molecular Dimensions
社の MemGold kitおよび lipidic sponge 
phase screen kitを用いた。 
 
(注 1)FSEC法: Fluorescence Size-Exclusion 
Chromatography (FSEC)法の略。界面活性剤
で可溶化した界面活性剤-タンパク質複合体
が単分散性であるかどうかを判定できる手
法。GFP融合した膜タンパク質を界面活性剤
で可溶化した後、ゲル濾過カラムクロマトグ
ラフィーでタンパク質をサイズ分画して、
GFP蛍光を指標としてタンパク質の大きさが
均一であるかどうか観察できる。 
 
(注 2)CPMアッセイ: 熱変性によりタンパク
質の外部にむき出しになった内在のシステ
イン残基に結合する
CPM(N-[4-(7-dietylamino-4-methyl-3-coum
arinyl)-phenyl]maleimide)の蛍光をモニタ
ーすることで膜タンパク質の熱安定性を調
べる方法。 

 
４．研究成果 
(1)シロイヌナズナの 5種の BORタンパク質 
(BOR1、BOR2、BOR3、BOR4、BOR5)、酵母の BOR
タンパク質(ScBOR1),コムギの 4 種の BOR タ
ンパク質(TaBOR1.1、TaBOR1.2、TaBOR1.3、
TmBOR4.5)、計 10 種類の BOR タンパク質を
FSEC 法で解析し、シロイヌナズナ BOR4 と界
面活性剤 DDMの組み合わせが最も単分散性の
良い組み合わせで有ることを明らかにした 

(図１)。 

 

 
(2) CPMアッセイ法による BOR4-DDMの熱安定
性を向上させる条件の探索を行い、アニオン
交換体の輸送阻害剤である DIDS で処理する
ことにより BOR4-DDM の熱安定性が大幅に向
上すること明らかにした。また、輸送基質で
あるホウ酸によっても、BOR4-DDMの熱安定性



 

 

が向上した（図２）。ホウ素の添加濃度を 0.1
〜10 mM と変化させた場合、熱変性パターン
が異なり、ホウ素濃度により BOR4 のコンフ
ォメーションが異なる可能性が示唆された。 
 
 
(3)DIDS およびホウ酸を添加した条件で
BOR4-DDMの結晶化を試みているが、残念なが

ら結晶が出る条件は見いだせていない。 
 
(4) BOR1の植物体での機能を欠損させる変異
である bor1-1, bor1-2 変異を BOR1 と BOR4
に導入しタンパク質を合成し、結晶化の候補
として使用できるかどうかを検討した。残念
ながら、これら bor1-1, bor1-2 変異により
BOR タンパク質の細胞膜局在性が失われるこ
とが判明した。この結果は結晶化解析の立場
からはネガティブであるが、新しい知見でも
あるため論文として公表する予定である。 

 

(5)本研究の目的は BOR の結晶構造を解析す
ることであるが、残念ながらこれまでに BOR
の結晶を得るに至らなかった。しかしながら、
数多くの BOR タンパク質の中で BOR4 が界面

活性剤で可溶化した際の単分散性が高く結
晶構造解析に向いていると考えられること、
DIDS とホウ酸の添加で BOR4 の熱安定性を向
上出来ることを明らかにした。今後は、本研
究で絞り込まれた条件を用いて、結晶化条件
のスクリーニングに集中することで BOR4 の
結晶が得られると期待される。 
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