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研究の概要 
チャネル等の膜タンパク質は、脳をはじめとする情報伝達の機能を担い、躰の様々な機能を制 

御している。これら膜タンパク質の構造と機能を分子レベルから理解するためには、それらの 

構造を高い分解能で解析する必要がある。この研究分野を「構造生理学」と名付けて研究を行 

ってきた。近年、発展を見せている単粒子解析法などを用いて構造生理学研究を進めている。 
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質の構造情報は、重要であるが、
その構造解析は容易ではなかった。クライ
オ電顕を用いた単粒子解析法によって、結
晶を作製することなく構造解析した結果が
報告され（M. Liao et al., Nature 504, 107 
-12 (2013)）、注目されている。しかし、膜
タンパク質は脂質膜内で構造解析しなけれ
ば機能構造を理解できない場合があり、膜
タンパク質の構造を脂質膜内で解析するこ
とが望まれる。 
２．研究の目的 
6 種類の膜タンパク質（ギャップ結合チャ
ネル、アセチルコリン受容体、水チャネル、
Na+チャネル、H+,K+-ATPase、タイト結合
など）の機能を理解するために、脂質膜内
で、それらの構造解析を行う。この様に、
チャネルを中心とした構造生理学的研究
を推進することを目的とする。 
３．研究の方法 
膜タンパク質を脂質膜内で構造解析する方
法としては、電子線結晶学が有効であるが、
成否がわからない結晶化の試みを続ける必
要がある。近年、クライオ電顕による単粒子
解析法が発展したので、それを改良して脂質
膜の中で膜タンパク質の構造解析が可能な
方法を開発して、チャネルを中心に構造と機
能研究を行い、構造生理学と名付ける分野を
発展させる。 
４．これまでの成果 
i) コネキシン 26 の構造解析から、12 量体
でギャップ結合チャネルが形成されている
ことなどを明らかにしていたが、無脊椎動

物のギャップ結合チャネル、イネキシンの
2 次元結晶を作製して立体構造解析を行っ
た結果、16 量体でギャップ結合チャネルを
形成していることが明らかになった（J. 
Mol. Biol. 428, 2265-74 (2016)）。しかし、
その分解能は 10Åと低かったので、単粒子
解析のシステムを立ち上げる努力を行い、
界面活性剤を除く試料作製法である
GraDeR 法も開発して（Structure 23, 
1769-75 (2015)）、単粒子解析法によりイネ
キシンの構造を 3.3Å分解能で解析するこ
とに成功した。この構造解析では、細胞質
側を含む構造が解析でき、論文として発表
した（Nature Commun. 7, 13681 (2016)）。 
ii) 膜タンパク質を結晶化することなく、脂
質膜の中で構造解析できる IBSA 法を提案
し、新しいクライオ電子顕微鏡の開発を本
課題とは異なる予算で進めている。このシ
ステムを用いて課題 ii)も進めている。 
iii) 水チャネル、アクアポリン‐4（AQP4）
とその阻害剤との複合体の構造を電子線結
晶学を用いて 5Å分解能で解析して、AQP4
の水透過経路を塞ぐ位置に阻害剤アセタゾ
ーラミド（AZA）が結合している構造を明
ら か に し た （ Microscopy 65, 177-84 
(2016)）。しかし、この AQP4 の 2 次元結
晶は、2 枚の膜が重なった結晶で、AZA を
結合するとその相互作用が弱くなって、結
晶性が悪くなる。それで、2 次元結晶の質
を向上させると共に、極めて多くのデータ
収集を行って、良い分解能の結晶からのデ
ータのみを選び出すことによって、3Å分
解能での解析に成功した。ところが、この
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分解能の解析でも、阻害剤の結合様式を正
確に決定できていないことが明らかになっ
たので、分解能を 2.8Åにまで向上させる
ことに成功した（論文準備中）。 
iv) 局所麻酔薬が電位感受性 Na+チャネル
に結合する場合の要素となるアミノ酸残基
や結合様式を電気生理学的に研究して、そ
の結果を論文として発表した（FEBS J. 
283, 2881-95 (2016)）。また、電位感受性
Na+チャネルの構造を解析することによっ
て、Na+チャネルの電位感受性に重要と思
われる要素を明らかにした（FEBS Letters 
592, 274-83 (2018)）。 
v) 胃薬 vonoprazan と H+,K+-ATPase と
の複合体構造と、SCH28080 とこのプロト
ンポンプとの複合体構造の解析を行った。
H+,K+-ATPase は胃において、100 万倍の
H+の濃度勾配を実現できる最も大きな勾
配を形成できるプロトンポンプである。こ
の構造を、原子モデルができる分解能で構
造解析した。これらの構造解析で、胃薬と
して発売され、H+,K+-ATPase への結合モ
デルが提案されている vonoprazan の結合
様式も初めて明らかにされた。その結果、
vonoprazan は提案されていた位置とは異
なり、阻害剤が結合していないときには結
合空間がない場所に結合していることが明
らかになった（Nature, in press (2018)）。 
vi) 本課題開始以前に、クローディンの構
造を解析し(Science 344, 304-7, (2014))、
タイト結合モデルを提案していた(J. Mol. 
Biol. 427, 291-7 (2015))。また、クローデ
ィン 19 とウェルシュ菌毒素の C 末端
（C-CPE）の複合体の構造を解析して、タ
イト結合の崩壊モデルを提案していた
（Science 347, 775-8 (2015)）。それをさ
らに進めて、クローディン 3 と C-CPE と
の複合体の構造解析のために構造安定化で
きる変異体を見出し、構造解析を行った
（ Acta Crystallographica, in press 
(2018)）。 
以上、6 種類の研究課題を総合的に進め、
「構造生理学」と命名している分野の研究
を行っている。その他、エンドセリン受容
体関連の構造・機能研究の成果を論文発表
した（Nature 537, 363-8 (2016), J. Mol. 
Biol. 428, 1227-36 (2016), Nature Struct. 
Molec. Biol. 24, 758-64 (2017)）。 
５．今後の計画 
6 研究課題を進める。イオンの濃度勾配を
形成することでチャネルの機能に深く関わ
る P type ATPase の構造解析に成功し、プ
ロトンポンプの構造と機能について
Nature 誌に発表したので、これをさらに
進める（課題 v）。プロトンは透過しないで
速い水透過機能を有し、脳浮腫などに関わ
るAQP4とその阻害剤複合体の構造を解析
したので、論文発表すると共に、阻害剤の

開発を目指す（課題 iii）。水チャネルが透
過させないイオンの透過制御を行う電位感
受性 Na+チャネルの gating 機構の解明を
進める（課題 iv）。膜タンパク質のナノデ
ィスクを用いた構造解析を試みる（課題 ii）。
トランスセルラーチャネルであるギャップ
結合チャネル（課題 i）と、パラセルラー
チャネルであるタイト結合（課題 vi）の構
造・機能研究は順調に進捗しているので、
これらを堅持して研究を進める。 
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