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研究の概要 

電子線結晶学を用いて、水チャネル、イオンチャネル、ギャップ結合チャネル、アセチルコリ    

ン受容体、H+,K+-ATPase などの膜タンパク質の構造を生理的な環境に近い脂質膜の中にある条件 

で解析し、それらの生理機能を構造生物学的視点から理解する。そのために、観る技術を中心 

として、分子生物学や電気生理学的技術など多様な手法も用いて研究する。 

研 究 分 野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 

キ ー ワ ー ド：①分子・細胞神経科学 ②分子神経生物学 ③チャネル 

１．研究開始当初の背景 
広い生物学分野で基礎と応用の両分野にお
いて、膜タンパク質の構造の重要性が認識さ
れてきた。電子線結晶学を用いると、膜タン
パク質が脂質膜の中にある状態で構造解析
ができる。生物試料の電子線損傷を低減させ、
試料を氷に包埋して観察できる高性能の極
低温電子顕微鏡システムを開発してきた。こ
のシステムを活用して膜タンパク質の高分
解能での構造研究を目指すことができる。 
２．研究の目的 
神経科学においても重要と考えられる水チ
ャネルやイオンチャネル、ギャップ結合チャ
ネル、アセチルコリン受容体、H+,K+-ATPase

（現状では神経細胞との関連は議論されて
いないが、H+による神経情報の制御には興味
がある）などの膜タンパク質の構造を、生理
的な環境に近い脂質膜の中にある条件で解
析すること、そして、それらの生理機能を構
造生物学的視点から理解することを目的と
する。 
３．研究の方法 
基本的には、膜タンパク質を昆虫細胞で発現
し、精製し、２次元結晶化を行い、独自に開
発した極低温電子顕微鏡を用いて様々な傾
斜角度で（可能な場合には）電子線回折像を
撮影し、電子顕微鏡像も撮影し（回折像が撮
影できない小さい結晶の場合には電子顕微
鏡像だけから）構造を解析する。必要な場合
には、電気生理学的測定や遺伝子改変マウス
作製など様々な手法を用いて解析を行う。 

４．これまでの成果 
極低温電子顕微鏡システムを活用して電子
線結晶学による構造解析研究を進めた結果、
以下の結果を得た。 

１） 水チャネルの構造・機能研究 
脳に多くの発現が見られる AQP4 の構造解
析でチャネル内の水分子を完全に分離して
観察することにより H-bond isolation 機構
を証明し、AQP4 分子の細胞内の構造が水透
過に与える影響について解析した。 

２） Na+チャネルの構造・機能研究 
バクテリア由来の電位感受性 Na+チャネルの
電位感受性ドメインが大きく動くこと、S4

へリックスが上下に動くことなどをシステ
イン変異の導入により確認した。Na+チャネ
ルの C-末端側の構造解析により、４本のヘリ
カルバンドルが形成され、その安定性がこの
タイプのチャネルの不活性化を促進してい
ることを解明した。さらに、Na+チャネルの
２つの異なるコンフォメーションの構造を
解析することにより、チャネル開閉機構に重
要と考えられる因子を見出した。 

３） ギャップ結合チャネルの構造・機能研究 
ヒト由来のギャップ結合チャネル、コネキシ
ン 26 の構造解析に基づいてプラグゲーティ
ングモデルを提案したが、ギャップ結合チャ
ネルの複雑なゲーティング機構の制御に関
わると考えられる細胞質側の構造を、結晶の
パッキングの影響を受けていない状態で解
析する必要があった。電子線結晶学による構
造解析の結果、N-末端の６本のへリックスが
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同じ高さでプラグを形成しているのではな
く、２本が浅くチャネル内に挿入されて４本
がより深く挿入されている構造が明らかに
なった（図参照）。 

また、無脊椎動物のイネキシンの発現系を確
立し、機能解析と構造解析を行った。これは
イネキシンの初めての構造解析である。 

４） アセチルコリン受容体の構造・機能研究 
神経筋接合部のアセチルコリン受容体
（AChR）の構造を英国MRCのNigel Unwin

博士との共同で解析したが、さらに進めてゲ
ーティング機構を解明するために、神経筋接
合部で行われる現象を模倣するスプレー法
を用いてアセチルコリンを受容体に吹きか
け、その直後（５ミリ秒程度後）に液体エタ
ン中に落下させて急速凍結する方法により、
AChR のチャネルが閉じた構造と共に、開い
た構造をも解析した。その結果、ごくわずか
な分子の動きでゲーティングが制御されて
いることが明らかになった。この結果は、脳
からのシグナルで分子構造を大きく変えよ
うとすると動きが遅くなるが、小さい分子構
造の変化は素早いシグナル伝達には適した
機構と考えられる。 

５） H+,K+-ATPase の構造・機能研究 
P-typeATPase の フ ァ ミ リ ー に 属 す る
H+,K+-ATPase に AlF, BeF, MgF という３種
類のインヒビターが結合した構造を解析し、
比較することで E2P 状態の構造が明らかに
なった。H+,K+-ATPase のインヒビターであ
る SCH2808 との複合体の構造を解析するこ
とにより、膜貫通へリックスが大きく動いて
結合した構造を形成することも解明された。
さらに、pH4 という酸性条件での構造解析か
ら、H+,K+-ATPase によるプロトンのポンピ
ングにおいて、中性条件近くでは１分子の
ATPを分解することにより２個のH+とK+を
ポンピングするが、酸性条件ではプロトンの
濃度勾配が大きくなり、その勾配に逆らって
ポンピングする場合には、１分子の ATP を
分解するときに１個の H+と K+をポンピング
することを、構造解析に基づいて解明した。 

 

５．今後の計画 
・AQP4 の接着機能を担う 310 へリックスを
AQP1 のループに変異させ接着能を無くした
AQP4 だけを発現するマウスの解析を進める
ことで、AQP4 の生理的機能の解明を目指す。 

・Na+チャネルの構造をより高い分解能で解
析することにより、K+チャネルでは分からな
い Na+イオン選択性の機構を解明する。 

・イネキシンの構造解析の分解能を向上させ
ることで、イネキシンにより形成されるギャ
ップ結合とコネキシンのギャップ結合の類
似点と相違点を明らかにする。 

・H+,K+-ATPase と新しいインヒビターとの
複合体の構造を解析することにより、H+をポ
ンピングする機構をより深く理解する。 
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図 電子線結晶学で解析したCx26の構造。
結晶内での人為的相互作用の影響を受け
ていない細胞質側の複雑な構造が解析さ
れた（a）。N 末端のへリックスが２段の配
置になってプラグを形成していることが
明らかになった（b）。 
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