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研究成果の概要（和文）：真核生物では、遺伝情報を保持する核と蛋白質合成の場である細胞質

が、核膜によって隔てられているため、生命の維持や活動には輸送因子が関わる核-細胞質間の

連携した物質輸送が必須である。本研究では、生命の維持に重要な働きを担うノンコーディン

グ RNA を核外に輸送する機能として働く輸送因子について、各状態での輸送因子の構造解析を

行い、得られた構造を基に構造変化を見出し、核外輸送因子がなぜ多種のノンコーディング RNA

を認識でき、どのような機構で核外に輸送するのかを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, the nucleus, where transcription occurs, and the 
cytoplasm, where translation takes place, are separated by the nuclear envelope. The 
regulation of nucleo-cytoplasmic transport of proteins and RNAs is essential for biological 
activity. Here, we solve crystal structures of a nuclear export factor and export factor 
complex for non-coding RNA export from the nucleus and the crystal structures reveal RNA 
recognition mechanism of the nuclear export factor transporting various non cording 
RNAs. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）核̶細胞質間物質輸送	
 
	
 	
 ①	
 真核生物では、生命の維持や活動に
必要な遺伝情報を保持する核と、蛋白質合成
の場である細胞質が、核膜によって隔てられ

ているため、細胞が正常にかつ効率よく機能
するためには、核と細胞質の間で連携した核
膜を介した物質輸送が必要である。	
 
	
 	
 ②	
 蛋白質合成に必須の tRNA や RNA 干
渉の主役である microRNA などノンコーディ

機関番号：１４４０１	
 

研究種目：基盤研究（B）	
 

研究期間：2010～2012	
 	
 	
 

課題番号：２２３７００４１	
 

研究課題名（和文）	
 

	
 核外輸送因子複合体との結晶構造解析によるｔＲＮＡ核外輸送機構の解明	
 

研究課題名（英文）	
 	
 

	
 Elucidation	
 of	
 nuclear	
 export	
 machinery	
 of	
 tRNA	
 by	
 crystal	
 structural	
 analysis	
 of	
 

exportin/tRNA	
 complex	
 	
 

研究代表者	
 

	
 山下	
 栄樹（YAMASHITA	
 EIKI）	
 

	
 大阪大学・蛋白質研究所・助教	
 

	
 研究者番号：００２９４１３２	
 

 



ング RNA が生命の維持に重要な働きがあるこ
とが見出された。これらノンコーディング
RNA は核内で転写され、核からそれぞれの働
きの場である細胞質に運ばれる。	
 
	
 	
 ③	
 tRNAやmicroRNAの核̶細胞質間輸送
で輸送担体として機能するのが、importin-
βファミリーの exportin-t や exportin-5 で
ある。exportin-t は tRNA だけを輸送し、
exportin-5 は多種の小さなノンコーディン
グ RNA を認識し輸送する。	
 
（２）RNA-核外輸送因子複合体の構造	
 
	
 	
 ① 	
 我々は RNA 干渉の主役である
pre-microRNA の生合成過程における核-細胞
質間物質輸送の仕組みを明らかにするため
に、pre-microRNA/exportin-5/RanGTP 複合体
の X 線結晶構造を行っており、2.9Å分解能で
決定することに成功した。構造解析の結果か
ら、exportin-5 が pre-microRNA を捕捉し、
安定に核外に輸送する機構について明らか
にした。また、exportin-5 が多種の小さなノ
ンコーディング RNA を認識し、輸送する仕組
みについても提案した。	
 
	
 	
 ②	
 同時期に tRNA/exportin-t/RanGTP
複合体の結晶構造が 3.5Å分解能で報告され、
exportin-t による tRNA の捕捉様式について
明らかにされた。 
 
２．研究の目的 
	
 構 造 解 析 さ れ た 二 つ の 輸 送 因 子
exportin-5 と exportin-t との間にはアミノ
酸配列の相同性は全くなく、exportin-5 は
tRNA の核外輸送では、tRNA だけを輸送する
場合と tRNA と共に翻訳伸長因子 eEF1A を輸
送 す る 場 合 が あ る 。
pre-microRNA/exportin-5/RanGTP 複合体か
ら exportin-5/RanGTP による tRNA の結合様
式を推測したが、exportin-t/RanGTP との結
合様式に共通性が見られなかった。また、実
際の tRNA/exportin-5/RanGTP 複合体構造で
はないため、tRNA の 3’末端塩基を認識する
機構、RNAstem 領域との相互作用による tRNA
の保持機構や tRNA 輸送に関連した翻訳因子
eEF1A との輸送機構など未解決の課題が多く
あった。これらの課題を解決するために、
tRNA/exportin-5/RanGTP複合体のX線結晶構
造解析を行った。また、exportin-5 が多種の
RNA を捕捉する仕組みを理解するために、
exportin-5 の構造解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）輸送因子 exportin-5 の構造解析	
 
	
 	
 ①	
 exportin5 の精製及び結晶化を行っ
た。Exportin-5 は分子全体が柔軟な構造であ
ると予想されたので、純度を上げるための精
製条件の検討とゲル濾過や動的光散乱法を
用いて単分散で安定なバッファー条件の検
討が重要と考え行った。安定なバッファー条

件下で結晶化条件の探索を行った。	
 
	
 	
 ②	
 exportin-5 の回折実験及び構造構
築を行った。得られた結晶が安定に保存でき
る凍結条件を探索し、放射光ビームラインで	
 
回折実験を行った。精度の高い回折強度デー
タを用いて、分子置換法を利用し exportin-5
の構造解析を行った。	
 
（２）輸送因子 exportin-5/輸送制御因子
RanGTP２複合体の構造解析	
 
	
 	
 ①	
 exportin-5/RanGTP２者複合体が溶
液状態で形成できるかどうかの確認実験を
行った。高純度に精製された exportin-5 と
RanGTP を混ぜてゲル濾過を行い、得られたピ
ークについて電気泳動法を用いて同じピー
ク位置に exportin-5 と Ran が存在するかを
確認した。	
 
	
 	
 ②	
 exportin-5/RanGTP２者複合体結晶
の回折強度データ処理を行い、構造精密化を
行った。	
 
（３）輸送基質 tRNA/輸送因子 exportin-5/
輸送制御因子RanGTP３複合体のX線結晶構造
解析	
 
	
 	
 ①	
 tRNA/exportin-5/RanGTP３者複合体
の結晶を得るための試料調製を行った。
exporitn-5,RanGTPとtRNAをそれぞれ精製し、
精製した標品を混ぜて３者複合体を形成さ
せた。続いて、アフィニティークロマトグラ
フィー、ゲル濾過クロマトグラフィーによる
精製を行い、３者複合体の試料を調製した。	
 
	
 	
 ②	
 tRNA/exportin-5/RanGTP３者複合
体の結晶化条件の検索を行った。
Pre-microRNA/exportin-5/RanGTP の結晶構
造解析の結果から、輸送機質 tRNA が複合体
化から解離しやすいのが予想できたので、3
者複合体が安定に存在できる条件を動的光
散乱で観測しながら結晶化条件の検索を行
った。	
 
	
 	
 ③	
 tRNA/exportin-5/RanGTP３者複合
体結晶の回折実験を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）輸送因子 exportin-5 の構造	
 
先行研究で用いられていた exportin-5 精製
方法では、会合状態の違う２状態が溶液中に
存在することがゲル濾過実験で分かった。塩
の濃度やバッファーの pH等を検討した結果、
バッファー、の pH8.0、MgCl2 濃度が 10mM の
ときに、exportin-5 が単量体で安定に存在す
ることを見つけた。この条件においては、ゲ
ル濾過の溶出ピークが正規分布（図１）を示
し、動的光散乱法では Pd が 17％であった。	
 
exportin-5 は分子全体が柔軟な構造である
と予想されており、結晶を得ることは困難で
あると考えられていたが、exportin-5 単量体
を安定にするバッファーを見つけたことに
より、結晶化に成功した。得られた結晶を
SPring-8 のビームラインで回折実験を行っ



た と こ ろ 、 Completeness=99.3% 、
Redundancy=5.2、I/σ(I)=20.8、Rmerge=9.0%
の 4.0Å 分解能の回折強度データを収集する
ことに成功した。このデータを用いて、分子
置換法により初期位相を求め、構造精密化を
行 っ た 。 構 造 精 密 化 の 結 果 、
R/Rfree=27.3%/31.5%の輸送因子 exportin-5
単体の構造を明らかにした（図２）。	
 

	
 
（２）輸送因子 exportin-5/輸送制御因子
RanGTP２者複合体の構造	
 
高純度に精製された exportin-5 と RanGTP を
混ぜてゲル濾過及び電気泳動実験を行った
ところ、ゲル濾過による試料の溶出ピークが
exportin-5 単体より高分子量側にシフトし、
溶出ピーク内に exportin-5 と RanGTP が存在
することを電気泳動により確認できた（図
３）。このことから、溶液中において、
exportin-5/RanGTP２者複合体が形成できる
ことを明らかにした。	
 
３者複合体の結晶構造解析において、高塩濃
度の結晶化条件から exportin-5/RanGTP２者
複合体の結晶が得られ、Completeness=82.3%、
Redundancy=3.1 、 I/ σ (I)=11.8 、
Rmerge=12.0%の 3.0Å 分解能の回折強度デー

タを収集することに成功した。先行研究で明
ら か に し た pre-microRNA/	
 
exportin-5/RanGTP 複合体構造に含まれる
exportin-5/RanGTP 複合体の構造をモデル分
子とし、分子置換法により構造解析を行った。
構造解析の結果、R/Rfree=25.6%/30.6%の
exportin-5/RanGTP２者複合体の構造を明ら
かにした（図４）。	
 

	
 
（３）輸送基質 tRNA/輸送因子 exportin-5/
輸送制御因子RanGTP３者複合体のX線結晶構
造解析	
 
tRNA の合成では、初期には市販キットを用い
て 1回の合成で 1mg 以下しか得られていなか
ったが、合成方法を改善し、大量（5~6mg）
に合成することに成功した。これまで tRNA
の合成収量が低かったために３者複合体形
成実験が、困難であったが、tRNA の大量合成
方法を確立したことにより、各蛋白質の同じ
精製ロットを用いて 3者複合体形成実験を多
数行えることが可能になり、条件検討の精度
を上げることができた。これにより、輸送基

図１	
 exportin-5のゲル濾過	
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図２	
 exportin-5 の構造	
 

図３	
 ２者複合体の形成確認	
 
	
 a)２者複合体のゲル濾過	
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図４	
 exportin-5/RanGTP 複合体の構造	
 



質 tRNA/輸送因子 exportin-5/輸送制御因子
RanGTP３複合体が形成できることを明らか
にした（図５）。	
 

3 者複合体形成確認実験時のゲル濾過実験に
おいて、使った試料の大半がボイドにあり、
かつ導入した tRNA の量以上に核酸量がある
ことが分かった。先行研究で用いられていた
RanGTP の精製方法では、持込の核酸量が多く、
核酸が 3者複合体形成を阻害していると考え、
核酸を除去するために Ran 精製時に陰イオン
交換カラムに通す工程を導入した。これによ
り複合体の形成効率が 7~8 倍に増えた。
pre-microRNAとの複合体形成ではRan精製標
品の持込の核酸によって阻害されず、tRNA と
の３複合体では阻害されやすいことから、
exportin-5/RanGTP 核外輸送体は、tRNA より
pre-microRNA との相互作用が強いと考えら
れる。	
 
Ran の精製方法を改善したことにより、3 者
複合体の収量が増え、同じ精製標品を用いて
多くの結晶化条件探索が可能になった。2000
条件以上の結晶化条件を探索した結果、複合
体の結晶を得ることに成功した（図６）。得
られた結晶を SPring-8 ビームラインで回折
実験を行ったところ、130Å 分解能のところに
回折斑点を観測でき、複合体の結晶であるこ
とが確認できた（図７）。	
 

（４）exportin-5 単体、exportin-5/RanGTP
複合体の結晶構造の結果から、exportin-5 は
RanGTPが結合することにより、20番目のheat	
 
repeat のヘリックスが 14Å 近く動き、単体よ
り広がった構造に変化することを明らかに
した（図８）。このことから、RanGTP が
exportin-5 に結合することで、RNA を捕捉す

る形を形成することが分かった。つまり、RNA
の核外輸送では、まず exportin-5 と RanGTP
とが結合し、次に、輸送基質である RNA が
exportin/RanGTP 輸送複合体と結合するとい
うプロセスであることを明らかにした。また、
まず exportin-5/RanGTP 複合体が形成される
ことから、exportin/RanGTP 輸送複合体にお
ける多種の RNA を認識する部位は類似してお
り、exportin-5 の柔軟な構造が、様々な RNA
を捕捉できる要因だと推察した。	
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