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研究成果の概要：本研究ではヒト培養細胞を用いた哺乳類由来の膜タンパク質複合体につき、

発現精製に必要な基盤技術を開発した。またこれらの技術を用いてスルフォニル尿素剤受容体

を発現精製し、単粒子解析により基準となる構造の決定を行った。また、タンパク質工学的手

法によりヒト MDR1 のリンカードメインが持つ機能を明らかにした。さらにヒト ABCA1 のシ

ステイン結合が機能に必須であることを明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：物理系薬学 
キーワード：スルフォニル尿素受容体、単粒子解析 
 
１．研究開始当初の背景 
スルフォニル尿素剤受容体は細胞膜上に存
在する 8量体構造を持つチャネルタンパク質
複合体であり、総分子量は約 800KDa に達す
る強大な膜タンパク質複合体である。スルフ
ォニル尿素受容体は現在使用されている経
口の糖尿病治療薬スルフォニル尿素剤の作
用点となっており、糖尿病の新規薬剤開発対
象として重要である。新規薬剤の開発におい
ては詳細な生化学的、構造生物学的解析が必
須であり、これを可能にするためのタンパク
質工学的な基盤技術の構築が希求されてい
た。また、立体構造に関しては低分解の報告
が一例あるのみであり、チャネル開閉、薬剤

による活性制御などの詳細なメカニズムは
不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はスルフォニル尿素剤受容体
の大量発現精製にかかわる基盤技術の開発
及び電子線単粒子解析により全体構造を明
らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究ではヒトの培養細胞を用いたスルフ
ォニル尿素剤受容体の大量発現精製技術の
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開発を行った。また得られた知見を HDL 形
成など重要な生理機能を持つタンパク質に
応用し解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
本研究で開発した技術、および得られた知見
は以下の通りである。 
1． ヒト培養細胞を用いた哺乳類由来の膜タ

ンパク質および膜タンパク質複合体の大
量発現精製技術 

2． スルフォニル尿素剤受容体の初期構造の
決定 

3． ヒト ABCA1 のシステイン結合の HDL
形成における役割の解明 

4． ヒト MDR1 のリンカー領域の機能解明 
 
以下詳細について記述する。 
項目 1 として行った｢ヒト培養細胞を用い

た哺乳類由来の膜タンパク質および膜タン
パク質複合体の大量発現精製技術の開発｣で
はまずヒトの培養細胞を用いた哺乳類由来
のスルフォニル尿素剤受容体の発現系の構
築を行った。バイオリアクターによる発現シ
ステムの確立、大量培養時における一過性発
現手法の構築により、発現にかかる費用を従
来の 10 分の 1 に抑えるとともに、細胞毒性
があるタンパク質などに対しても対応が可
能な発現系を構築することができた(図 1) 。 

続いて行った精製手法の構築では蛍光ゲ
ルろ過法によって精製条件の決定を行った。
本手法は蛍光によるタンパク質の特異的な
検出とゲルろ過を組み合わせたものであり、
未精製の段階で目的タンパク質の安定性や
複合体の形成状況を判断することが可能で

ある。これにより 2 週間という短時間で精製
条件の決定に成功し、精製にかかる時間を大
幅に短縮することができた(図 2)。 

上記手法によって精製条件を最適化する
ことで、約 90%の純度で精製標品を得ること
ができた(図 3)。精製標品の生化学的な解析
から、精製したスルフォニル尿素剤受容体は
機能的な 8量体構造を有していることが確認
できた。 
本研究項目で開発したタンパク質発現手

法、安定化条件の探索手法は様々な膜タンパ
ク質やその複合体に対応することが可能で
あり、広い汎用性を持つ手法である。 

(学会発表①,②,③,④) 
 
項目 2｢スルフォニル尿素剤受容体の初期



 

 

構造の決定｣では項目 1 によって得られた精
製タンパク質を用いて単粒子解析を行った。
まず得られた精製標品を 10mg/ml まで濃縮
する手法を構築し、得られた標品の極低温顕
微鏡による撮影像から、粒子像の構築を開始
した。本研究では染色の不要な極低温顕微鏡
による観察を行っているため、染色像による
変形等が生じないため、本来の機能的な構造
が得られることが期待できる。およそ１万個
の粒子像を収集し３次元構造の構築を行っ
た。その結果 30Å程度の分解能で立体構造を
構築した(図 4)。本研究で用いた粒子像は収
束が悪く高分解能が期待できないものであ
ったため、糖鎖付加状態などの翻訳後修飾を
統一させることでより高分解能での構造解
析が期待できる。 

 
項目 3 の｢ヒト ABCA1 のシステイン結合

の HDL 形成における役割の解明｣では HDL
形成に重要な ABCA1 と ApoA1 の相互作用
に着目し研究を行った。本研究ではまず
ABCA1A の ApoA1 相互作用部位にシステイ
ン残基が多いことに着目し、研究を開始した。
システイン残基によって形成される SS 結合
が機能に必要かどうかを検討したところ、
ABCA1は還元剤の添加によってApoA1結合
能、HDL 形成能を消失したことから、SS 結
合が機能に必須であることが明らかとなっ
た。次いでシステイン残基変異体の解析から、
ABCA1 の機能には 2 つの SS 結合が必須で
あることを明らかにした。本研究成果はHDL
形成という重要な生理現象を解明する大き
な糸口となるとともに、高脂血症の治療薬開
発に向けた重要な知見である。 
発表論文② 
 

項目 4｢ヒト MDR1 のリンカー領域の機能解
明｣。MDR1 は癌の多剤耐性の原因遺伝子で
あり、抗がん剤の重要な開発ターゲットとな
っている。MDR1 は輸送基質を認識する膜貫
通領域と輸送にエネルギーを供与する ATP
加水分解ドメインを 1つずつ持つ機能ユニッ
トがリンカー領域によって 2 ユニット結合し
た構造を持つ(図 5)。リンカー領域は真核生
物の遺伝子に見られる特徴的な構造部分で

ある。また複数の ABC タンパク質では翻訳
後修飾によって活性調節を行う報告があり、
リンカー領域はリン酸化タンパク質など真
核生物特有のタンパク質ネットワークによ
る制御に重要な領域であることが予想され
る。本研究では MDR1 のリンカー領域に着
目し、精製タンパク質による詳細な解析を行
った。まずプロテアーゼによる限定加水分解
によってリンカーを欠損した MDR1 を作成
し、酵素化学的な解析を行った。その結果リ
ンカー領域を欠損させると ATP の加水分解
活性が輸送基質存在下、非存在下ともに増加
することが明らかとなった。増加割合は輸送
基質非存在下の方が大きかったため、リンカ
ー領域はタンパク質の機能を抑えるドメイ
ンであり、無駄な ATP 消費を最小限にする
ことが明らかとなった。 
発表論文① 
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