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研究成果の概要：真核細胞では、核と細胞質の間での物質のやりとりが不可欠であり、多様な

核・細胞質間輸送システムによって真核細胞の生理機能が巧みに調節される機構を明らかにす

ることは、細胞生物学のひとつの重要課題である。本研究では、特に生理的に重要で一般的興

味が高い exportin である CRM1 によって担われる核外輸送経路について、輸送の方向性の鍵を

握る、細胞質における解体反応中間体の結晶構造を高分解能で解き、輸送基質と CRM1 の結合・

解離のアロステリック制御機構を提唱するに至った。 
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１．研究開始当初の背景 
 生体高分子の細胞内の時空動態はその機
能にとって極めて重要である。本研究の主題
である核と細胞質の間の高分子輸送は、核膜
孔を通しておこる選択的な能動輸送であり、
シグナル伝達や細胞周期の制御などさまざ
まな生理的意義をもつ。この輸送はほとんど
の場合、可溶性の輸送因子である importin
あるいは exportin によって担われており、
低分子量 Gタンパク質 Ran が輸送を制御して
いる。Importin は輸送基質を細胞質から核に
運び（核内輸送）、輸送基質は核内で RanGTP

によって importin から解離される。対照的
に exportin は核内で RanGTP および輸送基質
と３者複合体（核外輸送複合体）を形成し、
核から細胞質に輸送基質を運び出す（核外輸
送）。Importin, exportin というのはそれぞ
れ一群のタンパク質の総称で、個々の
importin あるいは exportin は特定の輸送基
質を特異的に認識して運び、たくさんの輸送
基質が存在するがゆえに輸送経路には多様
性がある。さらに、核膜孔を通過するときの
輸送経路も多様である（すなわち全ての輸送
因子が核膜孔の中の全く同じルートをたど
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るのではない）ことを示唆する報告もあり、
多様な両方向（核への import, 核からの
export）の輸送経路によって真核細胞の生理
機能が巧みに調節される機構を明らかにす
ることは細胞生物学のひとつの中心的課題
である。 
 歴史的には、核外輸送よりも核内輸送の方
が機能解析と構造解析がはやくから進んで
いた。本研究を開始した時点では、核外輸送
複合体としては、研究代表者が 2004 年に解
いた、importin-αを核外輸送する３者複合
体の結晶構造(Matsuura & Stewart, Nature, 
2004)が唯一解かれていたのみであり、他の
数多くの核外輸送経路についての構造基盤
は未解明のままであった。 
 
 
２．研究の目的 
 CRM1 は最も代表的な核外輸送受容体
(exportin)である。CRM1 は細胞周期間期にお
い て は 、 Leu-rich NES (Nuclear Export 
Signal)をもつ輸送基質（cargo）を核から細
胞質に運ぶ。さらに CRM1 は、細胞分裂期に
おいて有糸分裂紡錘体の形成や中心体の数
の制御などの重要な機能ももつ。これら CRM1
が担う生理機能の根幹は、Ran GTPase が作り
出す細胞内位置情報に基づいて、CRM1 と
NES-cargo の結合・解離が制御されることに
ある。RanGTP の濃度が高く保たれている場所
（間期では核内）では CRM1:NES:RanGTP 複合
体が形成されるが、RanBP1 と RanGAP が存在
する場所（間期では細胞質）では Ran による
GTP 加水分解が促進され、NES が CRM1 から解
離する（図１）。NES 解離反応においては、ま
ず CRM1:NES:RanGTP 複合体に RanBP1 が結合
することで NES が解離する。次に、かわりに
形成された CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体に対
して RanGAP が作用することで Ran が GDP 型
に な っ て ３ 者 複 合 体 が 解 体 す る 。
CRM1:RanBP1:RanGTP複合体はNESの解離を速
やかに進めるために重要な反応中間体であ
る。また、RanBP1 は核膜孔を受動拡散で通過
できる小さいタンパク質であるため、細胞質
に局在させるためには核から排除する仕組
みが必要である。このRanBP1核外輸送はCRM1
が担っている。したがって RanBP1 は CRM1 に
よって核外輸送される cargo のひとつでもあ
る。本研究では CRM1 が形成する各種複合体
の原子レベルの構造解析を行うことにより、
CRM1 が担う「核外輸送」と「細胞分裂制御」
の基本となる分子メカニズムを理解するこ
とを目指した。ここでは CRM1:RanBP1:RanGTP
複合体の X線結晶解析について報告する。 
 
 
３．研究の方法 
 CRM1, RanBP1, Ran は全て大腸菌で大量発

現させ、His タグと GST タグを利用したアフ
ィニティー精製とゲルろ過クロマトグラフ
ィ ー に よ り 、 結 晶 化 の た め の
CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体を調製した（タグ
は精製の途中で TEV プロテアーゼにより除去
した）。結晶化は蒸気拡散法（hanging drop
または sitting drop）により行った。X 線回
折データをシンクロトロン放射光施設
Photon Factory のビームライン BL-5A ならび
に SPring-8 のビームライン BL41XU にて収集
し、分子置換法により構造解析を行った。 
 

 

  図１ CRM1 による核外輸送経路 
 
 
 
４．研究成果 
 CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体の結晶（図２）
は正方晶系(tetragonal)で空間群 P43212、格
子定数 a=b=106.1Å, c=303.0Å, α=β=γ
=90°であり、非対称単位あたり複合体がひ
とつしか入り得ない、解析に適したものであ
った。シンクロトロン放射光施設で 2.0Å分
解能まで回折し、高精度の構造解析に成功し
た（最終的に Rfree 22.1 %, Rcryst 17.5 %まで
構造精密化した）。 
 図３に示すように、CRM1:RanBP1:RanGTP 複
合体では、RanBP1:RanGTP のまわりを取り巻
くように CRM1 が結合していた。アミノ酸配
列から推測されていたように、CRM1 はほぼ全
長にわたって HEATリピート構造をしており、
ところどころに長いループが挿入されてい
た。特に長いのが HEAT9 の２つのαへリック
ス間のループ（以下 HEAT9ループと略称する）
である。 



 

 

 
 図２ CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体の結晶 
 
この CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体を私たちが
解いたのとほぼ同時期に、海外のグループに
よって CRM1:snurportin-1:RanGTP 複合体の
結晶構造が報告された(Monecke et al., 
Science, 2009)。Snurportin-1 は CRM1 の
cargo の一種で、N 末端に Leu-rich NES をも
つ。CRM1:snurportin-1:RanGTP 複合体の結晶
構造は、Leu-rich NES の結合部位が HEAT11
と HEAT12 の外側へリックスの間の疎水性の
溝であることを示すものであった。 

 

 図３ CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体の結晶 
    構造 

 興味深いことに、私たちが解いた
CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体の結晶構造にお
いては、Leu-rich NES 結合部位は閉じた構造
をしていた。これは RanBP1 が NES-cargo の
解離を促進することとつじつまがあってお
り、図３の構造は NES-cargo が解離した直後
の構造(post-dissociation complex)に対応
すると考えられる。 
 CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体において、
RanBP1はNES結合部位から遠く離れた位置に
結合している。HEAT9 ループは、NES-cargo
が結合したときの構造と、RanBP1 が結合した
ときの構造が大きく異なっており、この
HEAT9 ループが、RanBP1 結合部位と NES 結合
部位の間の遠隔コミュニケーションの鍵を
握っていると思われる。すなわち、図４に示
すように、RanBP1 が結合すると、cargo が結
合しているときに HEAT9ループが位置すると
ころに RanBP1 と RanGTP の一部がはまり込み、 
 

 

 図４ HEAT9 ループ（紫色）の構造変化 
   (A) CRM1:RanBP1:RanGTP 複合体 
   (B) CRM1:snurportin-1:RanGTP複合体 



 

 

HEAT9 ループが押し出される。その結果、
HEAT9 ループは HEAT11-12 の内側表面に移動
する。このとき、HEAT11-12 の内側の疎水性
残基と HEAT9 ループの疎水性残基の間のパッ
キングを密にするように CRM1 の構造変化が
おこり、HEAT11-12 の外側に位置する NES 結
合部位の溝が閉じる（図５）。このように、
HEAT9 ループの変化によるアロステリック機
構により、RanBP1 は NES-cargo の速やかな解
離を引き起こすと考えられる。 
 

 

 図５ RanBP1 による NES 解離促進機構 
 
 
 私たちが現在行っている変異体解析の結
果は、結晶構造解析から推測されるアロステ
リック機構を支持している。また、私たちは
CRM1 の構造動態と機能の関係を溶液中や細
胞内で検証するための蛍光エネルギー移動
(FRET)の系も立ち上げており、これらの本研
究の成果は、核外輸送機構を深く理解するた
めの今後の研究に大いに活用できるものと
思われる。 
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