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研究成果の概要（和文）：本研究では、トランスポーターの基質輸送サイクルを決定する分子弁の同定とその輸
送分子機構を明らかにすることを目的として、様々な起電性輸送担体をモデル輸送担体として用い、以下に示す
研究成果を得た。
(1) ヒトH+/オリゴペプチド共輸送担体 (hPEPT1)の基質輸送の方向性を決定する分子弁の実体を明らかにした。
(2) Na+/モノカルボン酸共輸送担体 (hSMCT1) の方向性を決定する分子弁の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate how the molecular valve can determine the direction of the 
transporter cycle in the transporter accompanying ion movement, we precisely determined the 
transports of human oligopeptide transporter (hPEPT1) and human Na+/monocarboxylate co-transporter 
(hSMCT1). 
(1) We demonstrated using a chemical modification reagent for hydroxyl group, 
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) that the hydroxyl group of Ser302 weakly forms the 
hydrogen-bonding with the imidazole of His57, which might keep the uptake activity optimum in the 
range of physiological intestinal pH.
(2) We elucidated with quantitative activity-structure relationship (QASR) that the molecular valve 
hSMCT1 might also determine the transport-direction of coupling Na+ ion and substrate.

研究分野： 物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
右図はトランスポーターの基質輸送において広
く受け入れられている基質輸送サイクルモデル
の一つである。トランスポーターはダイナミッ
クな構造変化を引き起こしながら、基質輸送を
行うと考えられている。基質輸送の素過程は、
１（基質取込み側の基質ポケットへの結合、基
質との親和力は強い）＋２（タンパク質内基質
移動）＋３（基質放出側のポケットからの解離、
解離時には基質との親和力は弱い）の３つの要
素から成り立っている。近年、幾つかのトラン
スポーターについてＸ線結晶構造が報告され、
基質が結合したり、解離したりする際の基質を
包み込む結合ポケットは明らかにされつつある。 
しかしながら、ダイナミックな構造変化を引き
起こすと考えられているトランスポーターの輸
送分子機構の全容解明には至っていない。    

基質のタンパク質内移動とは、取り込み側ポケ
ットから放出側ポケットへ基質を移動させるこ
とであるが、それはどのような分子的機構か？ 
能動輸送の場合は、駆動力がどの様に輸送エネ
ルギーに変換されるか？更には、どうして基質
移動において無駄のない協奏的なコンフォメー
ションが起こるか、即ち、何が輸送方向を決定
するか？等、輸送の本質は未だ解明されていな
い。これまで、申請者はトランスポーターの輸
送分子機構の解明を目指して、Microbial 
rhodopsin の１種である光駆動性クロライドポ
ンプ、ハロロドプシン (HR) をモデルタンパク
として用い、研究を行ってきた。HR は、レチ
ナールを発色団とする膜タンパク質であり、光
エネルギーを用いて Cl- を細胞の外から内へ輸
送する。HR 分子内には、基質であるCl-の逆流
を抑える機能を担っているアミノ酸残基 
Ser130 が存在することを明らかにした。更に、
このアミノ酸残基は、逆流を抑えるだけでなく、
光エネルギーを Cl-の駆動エネルギーへと変換
させる重要な役割を果たしていること、この光
エネルギーを利用して細胞外から細胞内へと
Cl-移動させる、はじき出し器 (flipper) の役割
を果たしていることを明らかにした。更に、興
味ある知見として、この分子弁と相互作用し、
その方向性を失活させるモジュレーターを添加
することにより、光照射によりアニオンが細胞
内から細胞外へと逆向き輸送されることを見出
した。トランスポーターに存在する分子弁は、
基質輸送サイクルを制御する最も重要な部品の

一つであり、トランスポーターに普遍的に存在
するのでは？という作業仮説が提唱された。 
２．研究の目的 

本研究では、分子弁が存在すると推察され
ているヒト H+/オリゴペプチド輸送担体 
(hPEPT1) を用いて、基質輸送サイクルの方
向を決定する分子弁の同定およびその分子機
構の解明を行う。更に、これにより得られた
メカニズムを他の起電性輸送担体（Na+/胆汁
酸共輸送担体(hNTCP)、Na+/モノカルボン酸
共輸送担体(hSMCT1)）の輸送分子機構解明
に応用し、トランスポーター研究を新展開さ
せる。具体的には以下に示す。 
① hPEPT1 は、第二膜貫通領域 (TDM2) に

存在する、輸送活性中心である His57 の
プロトン化により活性調節されている。そ
の調節は、His の近傍に位置する Ser302
との間の水素結合により大きく左右され
る。His57-Ser302 間の水素結合が基質輸
送の分子弁となり得るか、基質輸送におけ
る役割を解明する。 

② 脂溶性基質(脂溶性ジペプチド)の結合によ
り、hPEPT1 の分子弁が機能低下を起こ
し、hPEPT1 はチャネルとして振る舞う。
この脂溶性ジペプチド誘導体の光ラベル
化プローブを用いて、hPEPT1 における
逆流を防ぐ分子弁と相互作用するアミノ
酸残基の同定を行う。また、Ser302 との
関係及びその分子機構の解明を行う。 

③ アフリカツメガエル卵母細胞発現系およ
び動物細胞を用いて輸送活性に関する
QASR を行い、hNTCP および hSMCT1
における分子弁の同定と輸送活性を調節
するモジュレーターの探索を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) 種 々 の 起 電 性 輸 送 担 体
hPEPT1,hSMCT1,hNTCP をアフリカツメ
ガエル卵母細胞膜に発現させ、電気生理学的
手法により、典型的な基質輸送に伴う内向き
誘起電流を測定し、輸送活性を見積もった。 
(2) hPEPT1 大量発現細胞を用いて、典型的
な基質 Gly-Sar（放射性同位体標識化合物）
の取り込み活性を測定した。アミノ酸修飾薬
を用いて、Gly-Sar の取り込み活性変動を見
積もった。 
(3) hPEPT1 大量発現 HeLa 細胞から膜ベシ
クルを調製し、等温滴定型熱量計（ITC）を
用いて、hPEPT1 構造変化に伴う熱の出入り
を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) アフリカツメガエル卵母細胞に機能発現さ
せた起電性輸送担体（Na+/胆汁酸共輸送担体
(hNTCP), hSMCT1 など）の輸送分子機構を 1 
msec オーダーの時間分解能で解析し、輸送サイ
クルを決定する分子弁を明らかにした （業績 
①, ②, ③, ④, ⑦）。microbial rhodopsin (BR) の
１種である光駆動性プロトンポンプの分子弁に
関する検討を行った(業績④)。活性中心のレチナ

図１：トランスポーターの基質輸送サイクル 



ールの近傍の変異体を作成し、分子弁の機能的
役割を検討した。BR に存在するレチナールのシ
ッフ塩基は輸送担体における分子弁として働き、
光エネルギーをプロトン輸送の駆動力に変換、
移動に重要な役割を果たすと考えられている。
そのレチナールに分子内運動の制限をかけた変
異体では、光駆動性プロトンポンプから光駆動
性プロトンチャネルへと機能変換していた。こ
の結果は、分子弁の機能的役割は、基質の移動、
駆動エネルギーの伝達をすること証明した実験
結果である。 
(2) ヒト H+/オリゴペプチド共輸送担体 
(hPEPT1) における、第二膜貫通領域 
(TDM2) に存在する輸送活性中心His57 と水
素結合が可能な距離にアミノ酸残基 Ser302
および Asn620 が存在し、His57 と Ser302
との間の水素結合により、基質輸送に関わる
分子弁を形成する可能性を見出した。アフリ
カツメガエル卵母細胞発現系を用いて、
Ser302 の変異体の取り込み活性の pH 依存
性を検討した。これまでの研究により、His57
残基の pKaは輸送活性の pH 依存性の至適
pH を示すことが明らかとなっている。変異
体においては、この至適 pH がアルカリ側に
シフト、即ち、His57 の pKaが大きく増大し
ており、Ser302 は His57 との水素結合を形
成し、細胞内外を分ける分子弁として働いて
いることが示唆された。更に、Ser 修飾試薬 
phenylmethyl- sulfonyl fluoride (PMSF)に
よる Ser 残基修飾は、hPEPT1 の基質輸送活
性の中心となる His57 のイミダゾ-ル基の解
離・非解離の状態の、Ser302 の水酸基との
間に水素結合が弱いながらも存在すること
が明らかにされた。更に、この分子弁がどの
様に機能しているかを熱力学的に検討する
ことを目的として、hPEPT1 大量発現細胞
HeLa 細胞から膜ベシクルの調製を行い更な
る検討を行った。しかしながら、等温滴定型
熱量計を用いて熱力学的に検討をおこなっ
たが、信頼性のある熱量変化を測定すること
ができなかった。そこで、多量にサンプルを
得ることができるブタ腎臓を用いて尿細管
ベシクルを調製し、hPEPT1 と基質との相互
作用、水素イオンとの相互作用を検討できる
系を確立した。現在、基質および水素イオン
結合による構造変化に伴う熱の出入りを検
討中である。 
 (3) Na+/ モ ノ カ ル ボ ン 酸 共 輸 送 担 体 
(hSMCT1) の輸送分子機構解明を目的として、
様々な基質の基質輸送―構造活性相関 (QSAR) 
を行った。その結果、hSMCT1 はモノカルボン
酸のみならず、アミノ基等を有する双性イオン
化合物、即ち、バルキーな構造を有するアミノ
酸誘導体も認識し輸送する能力を有しているこ
とを明らかにした。これらアミノ酸誘導体は、
L-system によって認識されるアミノ酸に属す
る。典型的な基質、モノカルボン酸化合物と同
様、Na+:基質＝1:2 の化学量論比で輸送するこ
とが明らかとなった。更に、速度論的解析によ
り、そのアミノ酸誘導体は、駆動力である Na+

結合部位近傍に結合することも明らかとなった。
一方、あるアミノ酸誘導体は、駆動力であるNa+

結合部位近傍に結合し、分子弁に対して機能不
全を引き起こし、チャネル様の基質誘起電流を
引き起こすことが明らかにされた。これは、基
質認識部位に分子弁が存在し基質輸送を制御し
ていることを示唆したものである。 
そこで、バクテリアにおける類似輸送担体の

結晶構造に基づいて、基質および Na+結合部位
のホモロジーモデリングを行った。これにより
得られた構造モデルを用いて、様々な基質、モ
ノカルボン酸からアミノ酸誘導体に関するドッ
キングシミュレーションを行い、基質認識部位
が明らかとなった。この基質認識部位は、これ
までに明らかにされた速度論的性質を十分説明
できるものであり、基質輸送を制御する分子弁
の存在も示唆された。（現在投稿準備中） 
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