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研究成果の概要（和文）：クライオ電子顕微鏡単粒子解析法によりイオン透過孔の構造変化を直接観察すること
に成功した。今回利用した試料は蛍光を利用した機能解析にも供され、数分間、膜電位を維持する事が確認され
ている。ここで確立された手法は、他の膜タンパク質にもそのまま適用する事が可能であり、その機能に伴う構
造変化をより生理的な条件下であるリポソームを用いて解析する事が可能であることを示している。

研究成果の概要（英文）：Conformational change in ion-pore has been revealed directly by using single
 particle electron cryo-microscopy in this study. The specimen used for image analysis had been 
utilized in functional analysis by using florescent spectroscopy and it revealed that it can 
maintain membrane potential in a few minutes. The method here can be applied to any other membrane 
proteins to see its function on close to physiological environment, liposome.

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リポソーム上に提示された膜タンパク質の機能構造をクライオ電子顕微鏡で明らかにすることは、今後の医薬品
開発への応用や、実際に細胞が機能する現場を捉えるという基礎学問的な意義も重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クライオ電子顕微鏡による単粒子解析法は、X 線結晶構造解析にならぶ生体分子の構造解析手
法として注目が集まって来ていた。特に結晶化が困難な膜タンパク質の構造解析が精力的に取
り組まれ、界面活性剤可溶化状態での解析が主ではあるが、界面活性剤を使わない手法の開発も
取り組まれていた。中でも脂質ナノディスクを使った解析法は、脂質膜環境中に膜タンパク質が
存在することの重要性を明らかにしていた。 
一方、イオンチャネルの電位依存性については、ノーベル生理学賞を受賞したMacKinnonによ
る一連の X 線結晶構造解析を元に、多数の計算科学的アプローチが取られていた。中でも長時
間の全原子分子動力学シミュレーションを可能とした専用計算機を利用した結果が、これまで
構造解析できなかった膜電位存在下での電位センサーの不活性構造を示したとして支持されて
いる。しかしながら、イオン透過に必要とされる膜電位が大きく異なっており、電位センサーの
不活性構造の直接的な観察が求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脂質環境として脂質小胞を利用することで、膜電位の生じた状態での構造解析を達
成し、イオンチャネルの膜電位依存的な機能構造の直接的な観察による理解を目的としている。
クライオ電顕単粒子解析により、直接、膜電位による機能発現状態での構造解析を明らかにし、
構造・機能相関について検討するものである。 
 
３．研究の方法 
脂質小胞に再構成したイオンチャネルの構造解析
は、米国 Yale 大学の Fred Sigworth 教授によって
提唱され、最初の論文が 2009 年に Nature 誌に発表
された。本研究では、分子動力学シミュレーション
でも利用されている結晶構造が明らかになってい
る Kv1.2 チャネルを用いる。電子顕微鏡は、理化学
研 究 所 放 射 光 科 学 研 究 セ ン タ ー 所 有 の
Thermofisher Scientific 製 Glacios に Gatan 社の
K2 summit直接電子検出装置を組み合わせたものを
使用した。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で、リポソームへの再構成法、同試料を用いた機能解析については、検討が終了
している。今回、高分解能構造解析を目指す上で問題点となっている支持膜からのバックグラン
ドノイズの低減、一視野でのタンパク質粒子数について検討をした。ノイズについては、市販グ
ラフェン膜を電顕グリッドに転写し、UV/オゾンクリーナーを用いて表面処理することで、ノイ
ズの少ない支持膜上に、Kv1.2 を提示したリポソームを密度高く固定する事が可能となった。こ
のグリッドを用い、10,000〜20,000 枚を撮影したデータを複数回取得する事で、解析を行った。 

-100 mV 印加時のチャネルポアの構造が 0 mV と異なっている事が明らかになっている。しかし
ながら、一視野での粒子数がリポソームの数に比べて稼げていないため、多くのデータを撮影し
てもなかなか分解能が上がっていない。界面活性剤可溶化状態で単粒子解析を行ったところ、3 
Å台の構造を得られているが、画像を分類したところ、膜貫通領域であるαサブユニットのみの
粒子が多く見られ、これらがリポソーム上に存在する事で、αβからなる粒子の数が低くなって
いる模様である。現在、エネルギーフィルタを装備した 300 kV の CRYO ARM 300 が納品された
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図１.Wang and Sigworth Nature 2009 より 



ばかりではあるが、こちらの装置で最終データを取る事、コンストラクト及び精製法を見直して
効率良くデータを揃える事で脂質膜上での電位変化に依存した構造変化を捉える事が可能と考
えている。 
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