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研究成果の概要（和文）：TMCタンパク質は機械刺激感受性チャネルであり、複数の補助サブユニットと相互作
用して有毛細胞のMETチャネル複合体を構成する。本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析によ
り、TMCタンパク質のイオン透過機構・機械刺激によるチャネル開閉機構の解明を目指した。当初の計画から発
展させて、METチャネル複合体の構成因子であるCIBタンパク質とTMCタンパク質の機能的複合体の構造解析を推
進し、TMC-CIB複合体の調製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Mechanosensitive channel TMC1/TMC2 proteins interact with auxiliary subunits
 to form the mechanoelectrical transduction (MET) channel complex in hair cells. In this study, we 
aimed to elucidate the molecular mechanisms of ion permeation and mechanosensitive gating of TMC1/2 
using cryo-EM single particle analysis. Expanding from the original plan, we successfully prepared 
complexes of TMC and CIB proteins, which are the component of the MET channel complex, and performed
 the structural analysis of the TMC-CIB complex.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： チャネル　膜タンパク質　クライオ電子顕微鏡　単粒子解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TMCタンパク質を含む複合体解析の基盤が整ったことで、イオン透過機構のみならず、補助サブユニットによる
METチャネル複合体の活性調節機構の理解にも繋がる点で学術的意義がある。今後、補助サブユニットも含めた
METチャネル複合体の構造機能研究へと展開していく。また、METチャネル複合体は聴覚に関わることから、本研
究の成果と今後の展開は難聴の病態理解を深め、構造情報に基づいた薬剤開発の可能性を提供すると期待され
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 
動物が音や平衡感覚を知覚する分子機構には未だ不明な点が残されている。耳に届いた音が

内耳を満たすリンパ液を振動させると、内耳の蝸牛や平衡感覚器官に存在する有毛細胞が、不動

毛と呼ばれる突起状の領域で機械的な刺激を受ける（図 1）。これにより不動毛が傾くことで、

不動毛に局在する超分子複合体である機械刺激–電気信号変換（mechanoelectrical transduction: 

MET）チャネル複合体が活性化されて有毛細胞が脱分極し、感覚神経へとシグナルが伝達され

る。この機械刺激から電気信号へのシグナル変換の機能を担う MET チャネル複合体は、ポアサ

ブユニットである TMC1 及び TMC2 と複数の補助サブユニットから構成されると考えられてい

る。我々はTMC1及びTMC2をリポソームに再構成してパッチクランプ解析を行い、TMC1/TMC2

が脂質膜の伸展という機械刺激により活性化されるイオンチャネルであることを明らかにして

きた（Neuron 105, 310–321, 2020）。一方で、TMC1/TMC2 がどのようなイオン透過経路を形成し、

どのようにして機械刺激によってチャネルが開閉するのかという核心的な謎が残されていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析により TMC タンパク質（TMC1/TMC2）

の立体構造を決定し、構造情報に基づいた電気生理学解析を行うことで、TMC タンパク質のイ

オン透過機構や機械刺激感受性チャネル開閉機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

構造解析に適した TMC タンパク質をスクリーニングして、培養細胞で大量発現させ、界面活

性剤を用いて精製した。精製したサンプルを用いて凍結グリッドを作製して、クライオ電子顕微

鏡により画像を撮影して単粒子解析を行った。画像解析の結果をサンプル調製にフィードバッ

クして、脂質二重層環境下である nanodisc に再構成したサンプルを調製し、また単粒子解析にお

ける粒子画像のアラインメントの精度を向上させるために、膜貫通領域外の特徴を増強する結

合パートナーを選定した。 

図 1 音と平衡感覚の受容 



 

４．研究成果 

TMC タンパク質をリポソームに再構成して電気生理学解析を行った（Neuron 105, 310–321, 

2020）際に、ウミガメ由来 TMC1 とインコ由来 TMC2 が安定性と発現量の面で良好であること

を見出していたが、ここからさらに各アミノ酸をホモログ遺伝子間で最も保存されたアミノ酸

に置換するという consensus mutagenesis を用いて熱安定化 TMC を作製した。精製過程で界面活

性剤を GDN に置換したサンプルの他、nanodisc に再構成したサンプルを調製した。膜骨格タン

パク質や脂質の種類等の nanodisc 再構成条件を検討して凍結グリッドを作製し、クライオ電子

顕微鏡による撮影画像を得て単粒子解析を行ったものの、TMC タンパク質単体では構造決定に

至らなかった。TMC タンパク質単体の二次元平均像から、TMC タンパク質は膜外の領域に rigid

な構造を持たないことが示唆された。そこで単粒子解析における粒子画像のアラインメントを

補助するために、TMC タンパク質の膜外領域における特徴を付与して分子量を増大させるバイ

ンダーの取得を目指した。具体的には TMC タンパク質の構造を特異的に認識する小型抗体ナノ

ボディの取得を目指して、yeast surface display を用いた nanobody library selection の系の確立を推

進した。一方で、TMC タンパク質（TMC1/TMC2）の生体内における結合パートナーとの複合体

調製を試みた。TMC タンパク質と共に MET チャネル複合体を構成している補助サブユニット

との複合体形成の条件検討を行ったところ、Ca2+ and integrin binding protein（CIB）2 及びそのホ

モログ CIB3 と TMC タンパク質を共発現させて精製することで複合体を調製することに成功し

た（図 2）。CIB2 は TMC タンパク質と細胞内側で相互作用してチャネル活性を調節する因子と

して知られている。この TMC–CIB 複合体サンプルを用いて凍結グリッドを作製し、クライオ電

子顕微鏡による撮影画像を解析して、膜貫通領域を含む TMC タンパク質に対して CIB タンパク

質が結合していることが分かる密度マップを取得した。さらに TMC–CIB 複合体サンプルを

nanodisc に再構成して単粒子解析を行ったところ、膜貫通領域の密度の改善がみられた。 

TMC タンパク質と CIB タンパク質の複合体は、膜外ドメインがほとんど見られない TMC タ

ンパク質に対して CIB タンパク質が結合することで、膜外ドメインの特徴や分子量を増強して

粒子画像の方位決めに寄与するという構造解析上の利点があるだけでなく、補助サブユニット

による MET チャネル複合体の活性調節機構の理解に繋がるという点で生物学的意義が大きい。

今後、補助サブユニットを含めた MET チャネル複合体の構造機能研究へと展開していく。 

図 2 TMC–CIB 複合体の調製 
（a）蛍光検出ゲルろ過クロマトグラム 
（b）精製した TMC–CIB2 複合体/TMC–CIB3 複合体の SDS-PAGE 
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