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研究成果の概要（和文）：2008～2010年の基盤研究（B）では、バンド3に対する構造認識抗体を作製し、アニオン輸送
の阻害剤を噛ませて外向き型に固定化したバンド3／抗体（Fab）複合体を結晶化し、分解能3.4Åの電子密度図に対し
モデル構築と精密化を進めた。2011～2013年の基盤研究（B）では前回のモデルでは見えなかった部位の構造を明らか
にするため、外向き型バンド3／Fab複合体の結晶化条件の最適化、抗体分子を使わないバンド3単独による結晶化の検
討、さらに内向き型バンド3の結晶化及び構造解析を目指した。これまでの蒸気拡散法だけでなく、脂質キュービック
フェーズ法など異なる結晶化方法を検討した。

研究成果の概要（英文）：Human AE1 is a 110kDa glycoprotein. It is built from two domains, a cytosolic N-te
rminal domain (residues 1-360) and an integral membrane domain (residues 361-911). Anion exchange is catal
ysed by the C-terminal domain. However, only the crystal structure of the cytosolic N-terminal domain, imp
ortant as an anchoring point for other proteins including the scaffolding protein ankyrin and deoxy-hemogl
obin, has been determined.  As such the details of the topology, the substrate recognition, and the anion-
transport mechanism of this fundamental protein remain unclear. We analyzed the crystal structure at 3.4 a
ngstrom resolution of the membrane domain of human AE1 locked in an outward open conformation by a covalen
tly bound H2DIDS-inhibitor in complex with a Fab fragment from a monoclonal antibody. We also need the str
ucture of an inward-facing open conformation or an outward-facing open conformation at higher resolution t
o understand the fully anion exchange mechanism of AE1.
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１．研究開始当初の背景 
	
 1974 年 Cabantchik と Rothstein によって、
世界で初めて赤血球に発現する陰イオン透

過性分子としてバンド 3 が同定された（J. 
Membr. Biol. 15, 207-48）。バンド 3は赤血球
膜タンパク質の 25％を占める主要膜タンパ
ク質であり、世界中でこれまで 30 年以上、
多くの研究者によって研究がなされている。

赤血球膜タンパク質バンド 3 は、陰イオン交換ト
ランスポーター(Anion Exchanger)ファミリーの一
員であり、塩化物イオン（Cl-）と重炭酸イオン

（HCO3
-）など一価の陰イオンを交換輸送するこ

とが知られている（Fig.1.）。バンド 3 (AE1)は分子
量約 100 KDaで、大きく二つのドメインから構成
されている。バンド 3は細胞質に突出した N末ド
メイン(40kDa)を介して、アンキリンやスペクトリン
などの細胞骨格タンパク質ネットワークを細胞膜

に繋ぎ止め、赤血球の形態を維持している。ま

た、膜貫通部分である C 末ドメイン（55kDa）は
Cl-と HCO3

-の交換反応を司り、炭酸脱水素酵素

と協調して組織や細胞の必要酸素量を検出す

るメタボリックセンサーとして機能し、赤血球の酸

素と二酸化炭素運搬に必須の役割を果たして

いる（Fig.1.）。従って、C 末ドメインの構造異
常は陰イオン透過活性だけでなく細胞膜裏

打ちタンパク質ネットワーク全体の破綻に

も結びついていると考えられる。我々はバン

ド 3 の膜貫通ドメインの立体構造を解明し、バン
ド 3タンパクの陰イオン透過機構の解明を目的と
している。 
	
 バンド 3の三次元結晶構造の解析に関する
国内・国外の研究動向については、1995年に
Sekler らが Saccharomyces を用いてヒト由来
のバンド 3 の大量発現・精製に成功した（J. 
Biol. Chem. 270, 21028-34）。2000 年には、
Zhangらが親水性の N末端ドメインを E. coli
で発現、精製、結晶化し、2.6Åの分解能で結
晶構造を解明した（Blood 96, 2925-33）。2002
年には Lemieuxらがヒトの赤血球から精製し
たバンド 3 の C 末ドメインを結晶化し、14Å
の分解能を持った結晶を作製した（J. Struct. 
Biol. 37, 322-32）。さらに、2010年には、二次元
結晶の電子線回折構造が報告されたが、膜貫

通ヘリックスの位置が分かる程度で、原子レベ

ルの構造は全く未知である（J. Mol. Biol. 397, 
179-89）。これまでにヒトおよびその他の種
のバンド 3ホモログで C末の膜貫通ドメイン
の結晶構造は解明されていない。このような

状況の中、濱崎と康らは、1980年代から生化
学および分子生物学的手法を用いてバンド 3
の陰イオン透過分子機序の解明を試みてきた。

その結果、陰イオンの取り込み活性に重要な

アミノ酸をいくつか同定することに成功し

た。 
 

Fig. 1 赤血球膜タンパク質バンド 3の模式図 
 
	
 しかし、生化学的に重要なアミノ酸の同定

だけでは詳細な陰イオン透過分子機序の解

明には至らず、さらに構造生物学的アプロー

チを試みることとなった。2000年以降、濱崎、
康らはヒト赤血球よりバンド 3の膜貫通ドメ
インを単一に精製する方法を確立し、2005年
から岩田	
 想教授（京都大学	
 医学研究科）

指導の下、研究代表者である小林とバンド 3
の結晶構造解析に向けて共同研究がスター

トした。2008~2010年の基盤研究（B）（代表者 
小林）では、バンド 3 に対する構造認識抗体を
作製し、アニオン輸送の阻害剤を噛ませて外向

き型に固定化したバンド3／抗体（Fab）複合体を
結晶化した。その結果、マイクロフォーカスビー

ムやピクセル検出器を用いた低振動角測定／ラ

インスキャンをはじめとしたビームラインの特長を

生かして 3.4Å 程度の分解能でデータを収集す
ることに成功した（Fig. 2）。さらに、バンド 3 のシ
ステイン残基を水銀化合物で標識した結晶を準

備し、重原子同型置換/異常分散（SIRAS）により、
1 量体あたり 3 箇所のサイトを同定したうえで位
相計算を行った。その結果、バンド 3の 4Åの実
験位相を計算することができ、それに基づく電子

密度図を得た（Fig. 3）。 

 
Fig. 2バンド 3の X線回折データ． 



 

Fig. 3 バンド 3の電子密度図． 
 
２．研究の目的 
	
 研究期間内に以下の三つの項目を明らか

にしたいと考えた。 
 
1) これまでに得られている回折データから外
向き型バンド 3 のモデルを構築し結晶構造
を決定する。 

2) バンド 3の高分解能（3.4Å以上）の結晶を得
るために、多種類の界面活性剤について精

製・結晶化を検討する他、脂質キュービック

フェーズ法等、異なる結晶化方法による結

晶化も検討する。 
3) 内向き型に固定化したバンド 3を結晶化し、
高分解能で結晶構造を決定する。 

 
３．研究の方法 
 バンド 3 のような膜タンパク質の構造解析は非
常に難しく、一般的に長い年月を要することが

多い。その理由として界面活性剤で可溶化した

膜タンパク質の疎水性領域がミセルで覆われ、

結晶格子が形成されにくいという点が挙げられ

る。そこで、我々は「結晶化リガンド」として膜タン

パク質の親水性表面の立体構造を特異的に認

識して高親和性で結合するモノクローナル抗体

の免疫及びスクリーニング方法を確立した 
(PCT/JP2010/57631、小林ら) 。本抗体を用いる
ことにより、膜タンパク質分子は構造的なゆらぎ 
(動的構造) を生じない特定のコンフォメーション
に安定化され、膜タンパク質／抗体複合体の全

体としての親水性表面が拡大し、結晶性が向上

する（Fig. 4）。本抗体を用いて高分解能で結晶
構造を解くことに大きな特色がある。生化学的な

手法だけでなく、構造生物学的な手法を用いる

ことで、構造を基盤としたバンド 3 の陰イオン透
過分子機序が明らかとなるだけでなく、バンド 3
特異的な阻害剤の開発にも繋がると予想され

る。 

 
Fig. 4 結晶化リガンドを用いた膜タンパク質
の結晶化原理． 
 
【外向き型バンド 3／抗体複合体の結晶構造の
決定】 

 濱崎らはヒト赤血球よりバンド 3 を単一に精製
する方法を確立している。バンド 3は糖鎖修飾さ
れた膜タンパク質で、SDS-PAGE ではブロード
なバンドとして検出される。精製中にグリコシダ

ーゼを処理することにより、殆どの糖鎖を切断す

ることができたが、わずかな糖鎖の切れ残りは結

晶化にとって致命的であった。そこで、小林らは

さらに精製方法を改良することでより完全に糖鎖

を切断する方法を確立した。この精製バンド 3 を
用いて三次元結晶化を試みる。 
 膜タンパク質を結晶化するには、界面活性剤

のミセル中に膜タンパク質を取り込んだ状態で

結晶化する必要がある。この状態では膜タンパ

ク質の疎水的な表面は特定の構造をもたないミ

セルで覆われているため、結晶格子の形成に寄

与できない。従って、膜の外に飛び出した親水

性部分が大きい膜タンパク質ほど結晶化しやす

い傾向がある。そこで、小林らは抗バンド3モノク
ローナル抗体の Fab フラグメントと精製バンド 3
を複合体として共結晶化することで親水性部分

を拡大し、外向き型バンド 3／抗体複合体結晶
を得ることに成功し、分解能 3.4Å程度でデータ
を取得した。 
  既に、重原子同型置換／異常分散（SIRAS）
により、1量体あたり 3箇所のシステイン残基を同
定し 4Åの位相を決定しており、モデル構築と精
密化を進める。 
 
【ヒトの赤血球バンド 3の高分解能結晶の取得】 
 脂質キュービックフェーズは、三次元的に連続

した水相と脂質相を併せ持つ。膜タンパク質を

脂質キュービックフェーズの二重膜へ再構成す

ることで、脂質膜に埋め込まれた状態にも関わら

ず、あたかも水相における親水性タンパク質のよ

うに、三次元的に自由に拡散しうる環境を構築

できる（Fig. 5）。結晶化には、脂質キュービック
フェーズ法以外にもいくつかの結晶化方法を検

討する。 



 
Fig. 5 脂質キュービックフェーズの構造 

 

【内向き型バンド 3 の立体構造認識抗体の作

製】 

 結晶化リガンド分子は、膜タンパク質の親水性

表面の立体構造を特異的に認識して結合し、親

水性領域を拡張するとともに、膜タンパク質分子

に構造的なゆらぎ（動的構造）が生じないように

ある特定のコンフォメーションを安定化すること

によって結晶中の分子パッキングを改善すること

が必要である（Fig. 6）。従って、膜タンパク質の
結晶化リガンドとして利用可能な抗体とは少なく

とも次のような条件をクリアするものと考えられ

る。 

■	
 膜タンパク質との親和性が高く、解離速度が

小さい。 

■	
 膜タンパク質の親水性表面の立体構造に特

異的に結合して構造を安定化する。 

 
Fig. 6 結晶化リガンドとして利用可能な抗体の
概念図 

 

 精製標品をプロテオリポソームとして再構築し、

抗原として利用することで、機能的な構造を保

持した膜タンパク質をマウスに免疫することが可

能となった。抗体の一次スクリーニングには、リポ

ソ ー ム ELISA 法 を 利 用 す る （ 小 林 ら 、

PCT/JP2010/57631）。従来の ELISA法は、抗原
をプラスチックプレートに固相化し、これを認識

する抗体を検出していた。しかし、精製した膜タ

ンパク質を抗原とする場合、界面活性剤存在下

での操作となるため、抗原がプラスチックプレー

トに固相化されないか、あるいは繰り返しの洗浄

操作により膜タンパク質が変性してしまい立体構

造を認識する抗体を得ることができなかった。そ

こで，膜タンパク質の安定化および固相化を効

率よく行うために、膜タンパク質をビオチン化脂

質含有リポソーム中に再構成した上でストレプト

アビジンプレートへ固相化し、ELISA を行う方法
（リポソーム ELISA法）を開発した（Fig. 7）。 
	
 さらに、変性ドットブロット法を組み合わせるこ

とにより、フレキシブルな領域を認識する抗体と

膜タンパク質の立体構造を認識する抗体を区別

す る こ と が 可 能 と な っ た （ 小 林 ら 、

PCT/JP2010/57631）。即ち、変性させた膜タンパ
ク質を提示するドットブロット法に陰性の抗体は、

ゆらぎの少ない立体構造を認識する抗体と考え

た。実際にこの手法を用いて、外向き型バンド 3
の立体構造を認識するモノクローナル抗体をスク

リーニングし、結晶化に成功している。本法により

内向き型バンド 3 の立体構造認識抗体を取得す
ることも可能になる。 

 
Fig. 7 リポソーム ELISA法の概略図 

 
 
４．研究成果	
 

  2000 年以降、濱崎らはヒトの赤血球よりバン
ド 3の膜貫通ドメインを単一に精製する方法を確
立し、2005 年から小林らとバンド 3 の結晶構造
解析に向けて共同研究がスタートした。2008~
2010 年の基盤研究（B）（代表者 小林）では、
バンド 3 に対する構造認識抗体を作製し、アニ
オン輸送の阻害剤を噛ませて外向き型に固定

化したバンド 3／抗体（Fab）複合体を結晶化した。
本基盤研究（B）（2011 年~2013 年）では、これ
までに得られた分解能約 3.4Åを超えるデータ収
集を目指した。これまでに得られたデータでは、

どうしても見えてこない構造が残されていることも、

モデルの精密化で明らかになってきた。そこで、

バンド 3 の精製法の改良、これまでに結晶化に
用いてきた方法（蒸気拡散法）による（さらなる）

結晶化条件の最適化、微小重力環境における

結晶化を目指した Counter Diffusion（CD）法（ゲ
ル・カウンタ・ディフュージョン法など）、膜蛋白質

の結晶化に適した方法（脂質キュービックフェー

ズ法）を順番に検討した。 
 その結果、バンド 3／抗体（Fab）複合体として、
蒸気拡散法による分解能 3.4Å以上の回折デー
タを集めることはできなかった。しかし、バンド 3



単体での結晶化に適した精製法が確立され、蒸

気拡散法や CD 法でも、再現良く定常的に結晶
化できるようになった（Fig. 8）。分解能としては、
まだ 7Å 程度の解像度しかないが、新しい結晶
化条件として、さらに検討を進めている。膜タン

パク質の結晶化に及ぼす微小重力環境の影響

は、国際宇宙ステーション日本実験棟「きぼう」

において、本研究期間中に１回実験を行ったが、

残念ながら結晶は得られていない。地上実験で

は Fig. 8（右）に示すような単結晶と思われる結
晶が再現よくできている。この条件で、本研究期

間より後にはなるが、平成 26年 3月 26日に「き
ぼう」へ打ち上げたサンプルで、地上対照実験

サンプルで結晶が確認されており、平成 26 年 5
月 14日に回収されるサンプルに期待している。 

 
Fig. 8 バンド 3単体の結晶．（左）蒸気拡散法に
よる結晶，（右）CD法による結晶 
 
 膜タンパク質に適した脂質キュービックフェー

ズ法についても検討を試みた。既に、我々の研

究室でも、いくつかの GPCR において結晶化・
構造解析に成功しており、同様な方法をバンド 3
にも応用した。バンド 3／抗体（Fab）複合体から
結晶が得られているものの、再現性が低いため、

精製方法の改善を試みている。バンド 3 単独に
ついても同様に検討しているが、現在のところ結

晶は得られていない。これまでに精製したバンド

3 は、外向き型に固定化する阻害剤を使用して
いる。阻害剤の種類を変えることにより、バンド 3
は内向き型に固定化されることも、生化学的な

実験により明らかになっており、現在も精製・結

晶化を試みている。 
 今後も、これらの結晶構造を起点として血液の

pH 及びイオン恒常性、バンド 3 タンパク質変異
で発症する疾患（溶血性球状赤血球貧血や尿

細管アシドーシスなど）の発症機序を理解する

ための土台を築いて行きたい。 
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