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研究成果の概要（和文）：重要な膜タンパク質である、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、クローディン、H+,K+-ATPaseの構造と機能研究を、主に電子線とX線結晶学を用いて進めた。
例えば、細胞接着能を有するチャネル、アドへネルファミリーに属するクローディンは、タイト結合において鍵となる
分子である。その構造を解析し、上皮細胞間に形成されるパラセルラーチャネルモデルを提案し、タイト結合を崩壊さ
せるウェルシュ菌毒素との複合体の構造も解析した。これらは、基礎生物学的に興味深い結果であるとともに、組織の
バリアを通過させるドラックデリバリーにも応用が可能と考えられる結果でもある。

研究成果の概要（英文）：In this project, we studied structure and function of water channels, ion 
channels, gap junction channels, acetylcholine receptor, claudins and H+,K+-ATPase, because these 
membrane proteins are important components in biological systems. We could obtain significant results in 
these research subjects by mainly electron and X-ray crystallography.
For example, we intensively studied adhennels, channels with adhesive function. Claudin is an adhennel 
family protein and a key molecule in tight junctions. We analyzed structure of claudin-15 and proposed a 
paracellular channel model to explain channel function through epithelial cell sheets. We also analyzed 
the complex structure of claudin-19 and the C-terminal domain of Clostridium perfringens enterotoxin, 
which causes disintegration of tight junctions. These results are of great interest for both basic 
biology and the rational design of therapeutic agents that can potentially be used to deliver drugs 
across tissue barriers.

研究分野：構造生理学
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１．研究開始当初の背景 
独自に開発した極低温電子顕微鏡を用いて、
３Åを超える分解能で膜タンパク質の構造
を解析することができるようになっており、
この様な極低温電子顕微鏡を活用すること
と多様な方法を駆使することで、膜タンパク
質の構造と機能研究ができるようになって
きていた。それゆえ、「電子線結晶学を用い
た膜タンパク質の構造と機能研究」を進める
べき状況であった。 
 
２．研究の目的 
チャネルを中心とする膜タンパク質、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
などの構造を、電子線結晶学を用いて、生理
学的な環境に近い脂質膜の中にある状態で
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
した。そのために、これまでに独自に開発し
てきた極低温電子顕微鏡システムを柱とし
て、様々な方法を駆使することで、膜タンパ
ク質の生理機能を構造生物学的に理解する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
特に、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
で解析することを目指して、これまでに独自
に開発してきた極低温電子顕微鏡システム
などを活用する。すなわち、高分解能の構造
解析から、脂質分子や水分子を観察できて、
スプレー急速凍結法を用いるとリガンド結
合中間状態（ダイナミックス）を研究できる
電子線結晶学を柱とする研究手法などを用
いる。さらに、電子線トモグラフィー法を用
いて、ギャップ結合などの構造を解析する。
その他に、膜タンパク質の生理機能を理解す
るために、変異導入、遺伝子改変マウス作製、
多様な電子顕微鏡技術、高分解能光学顕微鏡
法、電気生理学的方法など様々な手法を総合
的に用いてチャネルを中心とする膜タンパ
ク質の構造と機能研究を推進する。 
 
４．研究成果 
1) 水チャネルの速い水選択透過・ゲーティン
グ機構の解明と生理機能研究 
先行研究において、AQP4 の Ser180 がリン
酸化されることによって、この水チャネルの
水透過が阻害されるという発表があった
（Zelenina et al., Am. J. Physiol. Renal 
Physiol. 283, F309-F318 (2002)）。それゆえ、
細胞質側の構造変化によるゲーティング機
構を確認し、もし本当なら、その機構を解明

するために、AQP4 の S180D 変異体の構造
解析を行い、機能解析も行った。その結果、
S180D 変異体では水チャネルの大きな構造
変化がないこと、そして水透過性機能の変化
もないことが明らかになった。必ずしもこの
変異がリン酸化を確実に模倣しているかと
いう問題は残るが、一般には、S180D変異体
が Ser180 のリン酸化を模倣するといわれて
いるので、Ser180 によるリン酸化によって
チャネルの水透過性が阻害されるとする論
文を支持しない結果となった。これらの結果
をまとめて、論文として発表した（J. Mol. 
Biol., 402, 669-681 (2010).）。 
ノックアウトマウスの解析を行った結果、脳
浮腫が軽減される以外に特徴的な表現型は
見られなかった。例えば、ノックアウトマウ
スの視床下部のグリアルラメラの超薄切片
像を観察すると、グリアルラメラに AQP4分
子を示す金粒子が無くなっていても、その膜
間の接着の様子は、野生型とおおむね同じで
あった。それゆえ、構造解析から明らかにな
った 310へリックス部分を対応する AQP1の
配列にした遺伝子改変マウスを観察したと
ころ、グリアルラメラの接着構造が完全に広
がっていることが確認した。 
また、水チャネルにおいて、高度に保存され
ている２つのNPA配列の１つがNPCである
AQP11 が水の透過性を有することを確実に
証明することができて、透過しないとする論
文を否定する結果を得たので、論文として発
表した（ J. Struct. Biol., 174, 315-320 
(2011)）。 
 
2) Na+チャネルのイオン選択機構の解析と、
ゲーティング機構の解明 
バクテリア由来の電位感受性 Na+チャネル
（NachBac）を用いて S4 と S5 のそれぞれ
にシステイン変異（それぞれ T110C と
M164C）を導入して、電気生理学的に機能解
析を行った。この２重変異体を解析した結果、
T110 と M164 がシステイン変異を導入する
とS-S結合が形成されることを確認すること
ができた。さらに、T110C変異体だけを導入
して電気生理学的に解析した実験において、
４量体をリンカーでつないでサブユニット
間の配置を制御できるようにした。そして、
２つのサブユニットだけに T110C を導入し
た場合に、隣り合う２つの T110 の位置に導
入したシステインが S-S結合を形成して、チ
ャネルを不活性化することが分かった。さら
に、２番目と４番目のサブユニットに導入し
た場合にチャネルが閉じることが明らかに
なり、これはサブユニットがＺ型の配置をと
っていることを示唆する結果になった。これ
らの結果を論文として発表した（Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 399, 341-346 



(2010)。 
システイン変異によるバクテリア由来の電
位感受性Na+チャネルの構造安定化を行った。
そして、T110C と M164C だけでなく、
M164C と S-S 結合を形成できる可能性を
Q107, T110, R113 にシステイン変異を導入
した変異体に関して、S-S 結合の形成の有無
を電気生理学的に計測して、S4のへリックス
がM164を基準として上下に移動することを
確認して、論文として発表した（J. Biol. 
Chem., 286, 7409-7417 (2011)）。 
不活性化機構を解明するために、原核生物の
Na+チャネルのＣ末端側の４本のヘリカルバ
ンドル構造を解析すると共に、その安定性を
変える変異体作製と電気生理学的な解析に
よって、速い不活性化には、このヘリカルバ
ンドルと、チャネルの開構造との不和が重要
であることを解明して論文として発表した
（Nature Commun., 3, 793 pp1-8 (2012)）。
電子線結晶学を用いて、バクテリア由来の電
位感受性Na+チャネルの２つのコンフォメー
ションの構造を脂質膜の中で解析すること
に成功して論文を発表した（J. Mol. Biol., 
425, 4074-4088 (2013)）。 

 
図１電子線結晶学を用いて解析した２つの
バクテリア由来の電位感受性Na+チャネルの
構造と不活性化機構を解明するために解析
した４本のヘリカルバンドルの構造。 
 
３）コネキシン‐２６を中心とするギャップ
結合チャネルの構造と機能解析 
ギャップ結合チャネルの構造と機能解析を
進め、コネキシン２６の構造解析によってプ
ラグゲーティングモデルを提唱したが、さら

に分解能を向上させて電子線結晶学による
立体構造解析を行った結果、プラグは２層構
造を形成していることが分かった。すなわち、
２本のプラグへリックスがチャネルの上方
に配置され、４本が下に入る非対称な構造を
形成していることが明らかになった。この構
造は、速いイオン透過制御では、６本すべて
ではなく１本か２本のへリックスが動くこ
とで、速いゲーティングが実現でき、大きな
分子を透過させるときには、６本すべてが動
くという興味深いモデルを提案できた（J. 
Mol. Biol., 405, 724-735 (2011)）。さらに、
無脊椎動物のギャップ結合を観察するため
にクレイフィッシュの LGF（lateral giant 
fiber）の電子線トモグラフィー像を撮影する
ことによって構造解析を行った。その結果を
論文として、発表した（J. Struct. Biol., 175, 
49-61 (2011)）。 
 
４）アセチルコリン受容体のゲーティング機
構解明とタイトジャンクションの構造機能
解析 
スプレー急速凍結法を用いて、リガンド結合
によりアセチルコリン受容体のチャネルが
開いた状態の構造解析に成功して論文とし
て発表した（J. Mol. Biol., 422, 617-634 
(2012)）。研究目標を達成し論文も発表した
ので、さらに細胞を接着するタイトジャンク
ションにおいてカギとなるクローディンの
構造解析を進めた。その結果、構造解析に成
功して論文：Science 344, 304-307 (2014)
として発表した。すでに、３０を超えるサイ
テーションを得る論文として注目されてき
ている。 

 
図２クローディンの構造とその特徴を示す
図。４本の左巻きヘリカルバンドルと細胞外
の２つのループで形成されるβシート構造。
このシート構造を安定化するために S-S 結
合が形成され、それと同様に保存されている
WLW の配列がヘリカルバンドルに埋め込
まれて、掌状の構造の角度を固定している。 
 
またさらに、タイトジャンクションが形成す



るパラセルラーのチャネル構造を説明する
ことができる構造モデルを提案して論文：J. 
Mol. Biol., 427, 291-297 (2015)として発表
した。そして、ウェルシュ菌の毒素とクロー
ディンとの複合体の構造を解析し、タイトジ
ャンクションストランドを崩壊させる機構
の一端を解明して論文： Science 347, 
775-778 (2015)として発表した。この
Science と JMB の論文もすでにサイテーシ
ョンが５を超えてきており、これも注目を得
る結果になっている。 

 
図３クローディン１５の構造解析から明ら
かになったストランド構造と、それを崩壊さ
せる相互作用が明らかになったクローディ
ン１９とウェルシュ菌の毒素のC末端ドメイ
ンとの複合体の構造。下に示すのは、クロー
ディンの掌モデルで、ストランドを形成する
時と、テニスボールで表現した毒素の C末端
ドメインを結合した状態のモデルを示す。 
 
５）H+,K+-ATPaseの構造と機能解析 
H+,K+-ATPase の阻害剤との複合体の構造を
解析して、論文として発表した（Nature 
Commun., 2, 155  pp1-7 (2011)）。これまで
に、１００万倍という高い濃度勾配までプロ
トンをポンピングできる機構としてラチェ
ットモデルを発表している。そして、pH が
中性に近い時には、ATPの１分子を分解する
エネルギーで２個のプロトンをポンピング
するが、pHが低くなると ATPの１分子を分
解するエネルギーで１個のプロトンをポン
ピングするようにしていることを解明して
論 文 と し て 発 表 し た （ PNAS, 109, 
18401-18406 (2012)）。さらに、数種類の構
造を解析してそれらを比較することによっ
て、A-M2 リンカーの重要性を解明して論文
として発表した（JBC, 289, 30590-30601 
(2014)）。 
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「細胞つなぐ仕組みを破壊」 
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