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1.　はじめに

ギャップ結合は多細胞生物の広範囲な組織において確認さ

れ，隣接する細胞質を直接連絡して細胞間の物質透過を担っ

ているチャネルである．その構成タンパク質は 4 回膜貫通型

のコネキシン（Cx）と呼ばれ，ラット，ヒト，マウスなど

の脊椎動物からクローニングされた配列相同性のある複数の

アイソフォームがコネキシンファミリーを形成している．6

個のコネキシンが一つの細胞膜上で会合してヘミチャネル

（コネクソン）を形成し，向かい合う細胞膜上に存在するヘ

ミチャネルと細胞外ドメインを介して結合することで隣接細

胞間の透過を可能にするギャップ結合チャネルとなる．この

チャネルは胚発生，受胎能力，免疫系，神経系における電気

シナプスによるシグナル伝達などが正常に機能するために必

要であり 1），コネキシンの突然変異は難聴や白内障などの病

気を引き起こすことが知られている 2）．

ギャップ結合はラット生体内の肝臓においてチャネルが二

次元結晶状に集積して存在することから，電子顕微鏡を用い

た研究に適しており古くから構造解析が進められてきた．特

にゲーティング機構に関する研究は 1980 年代に英国 MRC

研究所の Nigel Unwin らによって行われ，一つの有名なモデ

ルが提唱されている 3,4）．これはコネキシンのサブユニット

が Ca2+ の非存在下で傾いていたものが，Ca2+ 存在下で各サ

ブユニットが同時に回転してその傾きを変化させチャネルの

孔を閉じる，というものである（以下これをサブユニットロー

テーション機構と呼ぶ）4）．このモデルではヘミチャネルに

存在する 6 個のサブユニットが同時に回転するため，少なく

とも 6 個のコネキシンは同じ構造変化を伴うことになる．ま

たサブユニットの回転という現象は対を成すヘミチャネルに

少なからずアロステリックな構造変化を引き起こす可能性が

高く，その意味では結合する一対のヘミチャネル同士が連動

して構造変化することを想定したモデルである．近年になっ

て Cx43 が作るギャップ結合チャネルの三次元構造が同じく

電子線結晶学的手法により水平方向 7.5 Åおよび 5.6 Åの分解

能で計算され，コネキシンの膜貫通ヘリックスが分離した構

造が報告された 5,6）．しかしこれらの構造はチャネルが開い

た状態なのか閉じた状態なのかについては一切議論されてい

ない．その理由は Cx43 のブロッカーとして知られる

oleamide を結晶化透析外液に加えているにもかかわらずチャ

ネルの孔を閉じるものは存在せず，その開閉状態は不明な構

造であったためである．

一方電気生理学者によってギャップ結合のチャネルの特性

が詳しく調べられている．それによるとギャップ結合チャネ

ルは少なくとも 2 種類の電位感受性ゲーティングと，pH や

Ca2+ など化学物質に感受して開閉する化学ゲーティングとい

う複数のゲーティング機構を有していることが示されてい

る 7）．1 つ目の電位感受性ゲーティングは膜電位（Vm）を直

接感受することから Vm- ゲーティングといわれ，Vm の値に
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よってギャップ結合間を流れる定常電流が異なるというもの

である 1）．この現象のファミリー内に共通する分子機構は詳

しくはわかっていないが，Cx43 においてはその C 末端の配

列が関与しているとされる 8）．もう一つの電位感受性ゲー

ティングはギャップ結合間の電位差（Vj）を感受して開閉す

るもので，Vj- ゲーティングと呼ばれている 9）．Vj- ゲーティ

ングと Vm- ゲーティングは基本的に異なる機構であり，そ

れぞれに独自の電位センサーが存在すると考えられてい

る 1）．単一のコネキシンから成るギャップ結合の場合，Vj-

ゲーティングは Vj が正負どちらに傾いてもその絶対値が大

きくなるほど定常状態におけるチャネルのコンダクタンスが

低下することで説明される．これはコネキシンファミリーに

おいて広く見られる現象で，向かい合うヘミチャネルそれぞ

れが独自に電位センサーを持つためと解釈されている 9,10）．

Vj- ゲーティングはコネキシンファミリーにおいて一般的な

性質である一方，化学ゲーティングに関してはアイソフォー

ム特異的な記述に留まっており，例えば pH- ゲーティング

では Cx43 の C 末端配列が particle を形成して細胞質ループ

と相互作用することで孔を閉じる particle-receptor model 11）

や，カルモジュリンの Cx32 への結合 12）がそれぞれ示唆さ

れているが，コネキシンファミリーにおいて一般性のあるモ

デルの提唱には至っていない．これらの電気生理学的手法で

述べられてきたギャップ結合チャネルの開閉特性をサブユ

ニットローテーション機構のみで説明するのは難しく，

ギャップ結合に関する新たな構造学的知見が必要とされてい

る状況であった．今回コネキシン 26 ギャップ結合チャネル

の二次元結晶を作製して電子線結晶学的手法で再構成された

三次元構造から，これまでとは全く異なるゲーティング機構

が示唆された 13）ので紹介する．

2.　二次元結晶化と電子線結晶構造解析

天然に存在するギャップ結合には必ず複数のコネキシンが

存在するため，リコンビナント発現系である Sf9 細胞を用い

ることで単一の Cx26 のみから成るギャップ結合チャネルを

大量発現した．過去の筆者らの研究により，Cx26M34A 変異

体は野生型に比べ発現量が高くチャネルの透過性を低下させ

ることがわかっている 14）．チャネルの閉じた構造を明らかに

するという目的から Cx26M34A 変異体の C 末端に His タグ

を付加したコンストラクトを発現し，可溶化後 Ni アフィニ

ティカラムで精製した．これに合成脂質 DOPC 溶液を混合

して透析で界面活性剤を除去することでタンパク質が脂質二

重膜に再構成され，温度や塩濃度等の結晶化条件の最適化に

よって二次元結晶が得られた（図 1A）．また超薄切片によっ

て二次元結晶の膜に対して垂直な断面を観察すると，この二

次元結晶は三層構造である可能性が強く示唆され（図 1B 矢

印），しばしばそれらは重なる傾向にあった（図 1B 矢じり）．

試料をトレハロース包埋して急速凍結し，極低温電子顕微鏡

で最大傾斜角 45 度までの実像を撮影して三次元データの収

集を行った．

3.　Cx26M34Aの三次元構造とチャネル孔に存在するプラグ

合計 254 枚の像から水平分解能 10 Å，垂直分解能 14.1 Å

で三次元構造が計算され，結晶の対称性は p22121 であった

（図 2，accession no. EMD-1319, http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/

emsearch/index.html）．この構造から予想通り二次元結晶が

三層の脂質二重膜から構成されていることがわかり，その厚

さは約 240 Å であった．三層の脂質二重膜という環境は天然

には存在しないが，再構成されたタンパク質はヘミチャネル

ではなく完全なギャップ結合チャネルを形成したものが互

いに反対向きに配置することで三層となっている（図 2）．
したがって立体構造という点においては天然の脂質二重膜

に埋まったギャップ結合チャネルに近い状況を再現している

ものと考えられる．三層のうち両端の膜（Membrane-1 と

Membrane-3）に存在するヘミチャネルの密度は中央の膜

（Membrane-2）に存在するヘミチャネルに比べて弱い傾向に

あった．その理由として，Membrane-2 にはヘミチャネルが

上下逆に密に詰まっているが Membrane-1 と Membrane-3 に

は分子間に隙間があり直接的な相互作用がないため分子が不

安定である可能性，凍結試料作製時に使用するカーボン支持

膜が両端の分子表面に直接接触するので分子の変形が起こっ

ていると思われること，さらには凍結直前の試料液を吸い取

る際に気液界面の表面張力がタンパク質分子を変形させてい

る可能性，などが挙げられる．しかし逆に Membrane-2 に存

在するヘミチャネルは試料作製による物理的な接触が全く起

こらないため，より確かな構造を保持していると思われる．

以後構造に関する議論は断りのない限り Membrane-2 に存在

するヘミチャネルについて記述する．

水平分解能が 10 Å と膜貫通ヘリックスの分離は十分では

ないが細胞質ドメインの分離が良いため，膜貫通ヘリックス

部位に Cx43 の Cαモデル 6）を重ね合わせることが可能であっ

た（図 3）．遺伝子配列を元にコネキシンファミリーにおい

て進化系統樹を描くと，Cx43 は αサブグループに，Cx26 は

図 1　Cx26M34A の二次元結晶の電子顕微鏡写真

（A）合成脂質 DOPC への再構成によって得られた Cx26M34A
の二次元結晶．2％酢酸ウランで負染色した．スケールバーは

1 μm．

（B）Cx26M34A 二次元結晶の超薄切片の電子顕微鏡写真．矢

印は二次元結晶の単位となる三層構造を，矢じりはそれらが多

層に重なった構造を示す．スケールバーは 100 nm．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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βサブグループにそれぞれ分類される 15）．したがって異なる

グループのコネキシンであってもその膜貫通部位の編成はほ

ぼ同じであると考えられる．この構造で最も特筆すべきは

チャネルの孔の中に直径約 20 Å の新たな密度が現れたこと

である（図 3 矢じり）．この密度はチャネルの孔を物理的に

ブロックしており，これがチャネルのプラグとして機能して

いることを強く示唆する構造であった．そしてこのプラグの

密度は Membrane-2 に存在するヘミチャネルの孔のみならず

Membrane-1 と Membrane-3 に配置するヘミチャネルの孔に

もその存在が確認された（図 2）．この向かい合う二つのヘ

ミチャネルは構造計算において平均化されておらず，独立な

密度である．したがってそれぞれのヘミチャネルが自分自身

のプラグを保持するという構造は，向かい合うヘミチャネル

が独立にその開閉を制御しうることを意味している．

4.　プラグを構成するコネキシンの部位

本研究における構造計算には二次元結晶の電子顕微鏡像の

みを使用しているため，高分解能側の振幅データが弱い．温

度因子として B = −700 の値を適用して計算した三次元構造

ではプラグの密度が 6 個のヘリックスに似た密度に分離し始

め，弱いながらそのうち 4 つからループと思われる突起が確

認された（図 3C）．このことはプラグがチャネル孔に入り込

んだ Cx26 の N 末端あるいは C 末端から形成されている可

能性が高いことを示している．

Vj の電位センサーは N 末端に存在することが知られてい

る．これはコネキシンの N 末端 10 残基までのアミノ酸側鎖

を異なる電荷のものに変異させると Vj- ゲーティングの開閉

特性が逆転することによる 9,16,17）．Vj- ゲーティングはその電

図 2 Cx26M34A の二次元結晶から 10 Å 分解能で計算された三次元構造．

膜面に対して平行に見た Cx26M34A の電位図．三層の脂質二重膜に相当する部分は“Membrane-1, 2, 3”として示されている．

水色のメッシュが 1.0σ，黄色のメッシュが 2.4σレベルの密度を示す．スケールバーは 40 Å．

図 3 Cx26M34A ヘミチャネルの拡大図

4 本の膜貫通ヘリックスは Cx43 の構造 6）を元にそれぞれシアン，緑，黄，ピンクで色分けされている．メッシュの配色は図

2 に準ずる．

（A）Membrane-2 に位置するヘミチャネルを膜面に対して平行に見た厚さ 20 Å の電位図．これは（B）に白線で示された領域

に相当する．プラグに相当する密度が矢じりで示されている．

（B）（A）における白線を中心とした厚さ 20 Å を膜面に垂直方向から見た電位図．

（C）温度因子 B = −700 を用いて振幅を補正した Cx26M34A の電位図．プラグの密度が 6 個の αヘリックス様の構造に分離し

はじめ，プラグにつながる 4 本のループ部分の構造の一部が見られる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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位センサー部分のアミノ酸側鎖の電荷が電場の中を移動する

ことで閉じた状態になると考えられている 9,18）．そしてギャッ

プ結合チャネルの構造において Vj を感受できる場所はチャ

ネルの孔の中しかないため，Vj センサーは必ずチャネル孔

の中に存在するはずであるという考え方から，電位変化を感

受するアミノ酸残基を含むコネキシンの N 末端がチャネル

孔の中に存在する可能性が示唆されている 9,16,17,19）．NMR に

よる Cx26 の N 末端 15 残基ペプチドの溶液中における構造

研究では最初の 1–10 残基がヘリックス構造をとり，それ以

降は非常にランダムな構造であった 20）．これらの知見はいず

れもプラグが Cx26 の N 末端の集合から構成されている可能

性を支持している．

そこで構造からその可能性を特定するため Cx26M34A の N

末端アミノ酸 6 残基を欠失した変異体（Cx26M34Adel2-7）を

二次元結晶化し，10 Å 分解能で投影像を計算して Cx26M34A

の投影像と比較した 21）（図 4A，B）．Cx26M34Adel2-7 の構造

ではプラグに相当する密度が有意に低く，差フーリエマップ

（図 4C）においてはプラグに相当する位置に 4.5σのピーク

が現れた．これにより Cx26 の N 末端がプラグの形成に大き

く寄与していることが明らかとなった．そして最近の研究で

は野生型 Cx26 ギャップ結合チャネルの原子モデルが X 線結

晶構造解析により報告されている 22）．この構造はヘミチャネ

ルを構成する 6 サブユニットの N 末端がヘリックスを形成

してチャネル孔の内壁に接触しており，それらは分離した配

置をとっていたことからチャネルが開いた状態であると考え

られる．この研究は電子線結晶構造解析で確認された

Cx26M34A のチャネル孔に存在するプラグは N 末端が集合

することで成り立っている可能性を非常に強く支持するもの

であった．

5.　プラグゲーティング機構

Cx26M34A は本来ヒトにおいて難聴を引き起こす原因とな

る Cx26M34T を元に導入した変異であり 14），チャネル孔を

ふさいだプラグの構造は生理的に閉じたチャネルの構造を示

していない可能性がある．逆に言えば Cx26M34A の変異に

よってプラグが孔をふさぐ位置に固定されており，

Cx26M34T の変異体においても程度の差こそあれ同じような

状況が起こっているとすれば，それがチャネル透過活性の低

下につながり難聴という疾患の原因になっている可能性は十

分にある．Cx26 の原子モデルによればメチオニン M34 の側

鎖が N 末端と相互作用しており 22），このことはメチオニン

M34 が変異すれば N 末端の配置が大きく変わりうることか

らもよく説明される．

一方二次元結晶の結晶化透析外液には Ca2+，Mg2+，MES

バッファー（pH = 5.8），carbenoxolone（ブロッカー）など，

ギャップ結合チャネルを閉じることで知られる要素が多く含

まれている 1,23）．また Cx26M34A の変異が導入されたことで

その構造が生理的に閉じた状態を模倣している可能性があ

る．この場合プラグが孔をふさいだ状態を閉状態，X 線で解

かれた Cx26 の原子モデルを開状態としたときの開閉モデル

をプラグゲーティング機構として図 5 に示す．このモデル

図 4　Cx26M34A と Cx26M34Adel2-7 の投影図

Cx26M34A（A），Cx26M34Adel2-7（B）の投影図とそれらの差フーリエマップ（C）がグレースケールと等高線で示されてい

る．差フーリエマップは Cx26M34A から Cx26M34Adel2-7 の密度を差し引いたものである．表示エリアは単位格子に相当し，

横方向が a 軸，縦方向が b 軸に相当する．実線と破線は（A），（B）では 0.2σ刻み，（C）では 0.5σ刻みで描かれている．

図 5 プラグゲーティング機構のモデル（文献 13，22 を元に

改変）

このモデルでは向かい合うヘミチャネル（緑色）が独立して開

閉を制御する．ギャップ結合チャネルは二つのヘミチャネルが

同時に N 末端で構成されるプラグ（赤色）を開いて初めて透

過活性を示す．チャネル孔を取り囲む膜貫通ヘリックスは黄色

で，プラグにつながるループは赤色破線で示されている．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】



特集　電子線結晶構造解析から導かれたギャップ結合チャネルのプラグゲーティング機構 91

において重要な点は向かい合う二つのヘミチャネルがチャネ

ル孔に入った N 末端の編成を変化させることでそれぞれ独

自に開閉を制御でき，両方のヘミチャネルが開いた状態に

なって初めてギャップ結合の透過が実現することである．

ギャップ結合はイオンや代謝産物などのほか，分子量が

1000Da を越えるペプチドまで通すことが知られている 24）．

物理的なブロックでチャネル孔を開閉するというモデルはそ

の開閉サイクルにおいて孔の径をサブユニットローテーショ

ン機構のように変化させる必要がなく，これら幅広い範囲に

わたる大きさの分子の透過を瞬時かつ厳密に制御することを

可能にすると思われる．

6. ギャップ結合チャネルに存在するゲーティング機構と

プラグ

本研究で示されたプラグゲーティング機構はこれまでに知

られているサブユニットローテーション機構とはその動きが

全く異なる．複数のゲーティング機構がギャップ結合チャネ

ルに存在することを示唆する機能解析の研究を考慮すれば，

プラグによる開閉とサブユニットの回転がどちらもギャップ

結合チャネルのゲーティング機構として存在する可能性は十

分にある．ヘミチャネルが単独で開閉を行う能力を持つとい

うその独立性については，先述した Vj- ゲーティングの開閉

特性だけでなく，ヘミチャネル自体が透過活性を示す Cx46,

Cx56, Cx32*Cx43E1（Cx32 の第一細胞外ループを Cx43 の第

一細胞外ループの配列で置換したキメラ）などの研究でも示

されている 25 ～ 27）．またヘミチャネルに含まれる 6 個のサブ

ユニットのうち一つだけでもチャネルを閉じるのに十分であ

るという individual subunit model16）など，向かい合うヘミチャ

ネル同士のみならずヘミチャネルを構成するサブユニットも

独立に動きうることが示唆されており，プラグゲーティング

機構はそれらの見解に沿った構造変化が可能である．プラグ

による開閉がギャップ結合チャネルに存在するゲーティング

機構の中でどれに相当するのかを断定することはできない

が，N 末端のプラグへの寄与を考えれば Vj- ゲーティングを

説明するものである可能性が高い．これについての詳しい解

説は Cx26 の原子モデルの論文 22）に記述されているので参照

されたい．プラグの密度はこれまでいずれのギャップ結合

チャネルの三次元構造研究においても確認されていな

い 3 ～ 6,28）．したがってプラグがコネキシンファミリーの中で

共有される機構かどうかは今後の研究が待たれる．pH- ゲー

ティングに関してはコネキシンの C 末端と細胞質ループの

関与が示唆されているが 11），この二つの細胞質ドメインは本

稿で述べた電子顕微鏡による Cx26 の三次元構造 13），及び X

線で解かれた Cx26 の原子モデル 22）いずれにおいても不完全

であることから，その具体的な機構については不明である．

Ca2+ の存在下と非存在下での構造研究から導かれたサブユ

ニットローテーション機構 4）は Ca2+- ゲーティングに相当す

る可能性がある．Ca2+ が引き起こす構造変化は AFM を用い

た研究でも示されているが，それはサブユニットの回転とは

異なる動きを示唆するものであった 29）．したがってサブユ

ニットの回転が一般性のあるモデルかどうかについても更な

る今後の研究が必要であろう．

7.　おわりに

ギャップ結合チャネルのゲーティング機構に関する研究は

長い間サブユニットローテーション機構という唯一の構造

モデルと電気生理学的手法によるヘミチャネルやサブユニッ

トの独立な構造変化を示唆する結果という相容れない状態が

続いていた．本稿で紹介した Cx26 の三次元構造に見られた

プラグの存在はギャップ結合チャネルがサブユニットの回転

とは異なったゲーティング機構を有している可能性を示す

ものであり，最近解かれた Cx26 の X 線結晶構造と合わせて

考えるとギャップ結合チャネルの持つ Vj- ゲーティングに関

してその理解を大きく進めるものであると思われる．今後異

なる分子のパッキングから成るギャップ結合チャネルの結晶

から三次元構造や原子モデルが得られていけば Vm- ゲー

ティングや化学ゲーティングの分子機構の解明にもつながる

であろう．
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