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研究の概要
膜輸送体タンパク質は，物質を生体内外に輸送することで細胞内の環境を一定に保ち，生命を 

維持している．本研究では，X線結晶構造解析，分子動力学シミュレーション，構造に基づいて

設計した変異体の機能解析を組み合わせることで，各種膜輸送体の輸送駆動機構，基質認識機 

構，輸送制御機構を原子分解能のレベルで明らかにする． 

研 究 分 野：構造生物学，生物物理学，生化学，分子生物学

キ ー ワ ー ド：チャネル，トランスポーター，X 線結晶構造解析，電気生理学，遺伝学

１．研究開始当初の背景
 膜輸送体タンパク質は，ヒトでは全遺伝子
の 10%にコードされる，生理学的に極めて重
要なタンパク質であるが，試料調製などの問
題から立体構造決定は困難であり，これらの
理解は世界的にも限られた状況にある．その
一方で，我々は真核生物の膜蛋白質を動物細
胞にて大量調製する技術，抗体や環状ペプチ
ドといった”binder”を用いて動的な膜蛋白
質の構造を安定化し結晶を改善する技術，脂
質中にて結晶化を行う LCP 法の技術等，膜蛋
白質の高分解能構造解析の基盤を構築し，既
に 6つの膜輸送体の構造決定を行い先駆的な
成果を挙げてきた． 

２．研究の目的
 本研究は，現在我々のグループで推進して
いる膜蛋白質の構造生物学という先駆的な
研究をさらに発展させ，この生命現象の根幹
をなす輸送体について，(A) その機能の本体
である「輸送の機構」，(B) 輸送する基質の
識別機構，(C) 輸送の制御機構を総合的に理
解することを目的とする． 

３．研究の方法
 標的である膜輸送体について， 1. X 線結
晶構造解析による構造的基盤の解明，2. 分
子動力学(MD)シミュレーションによるダイ
ナミクスの解明，3. in vivo/vitro における
機能解析による実験的な検証，３つの手法を
協奏的に駆使し問題解決を図る．

４．これまでの成果
１．イオンの輸送機構 
Mg2+輸送体 MgtE の膜貫通ドメインと Mg2+，
Mn2+との複合体構造を 2.3，2.2Å分解能で決
定し，2 価金属イオンが完全水和状態で輸送
されることを初めて明らかにし，アロステリ
ックな遷移金属識別機構を解明した（Nat. 
Commun., 2014）．また，小胞体イオンバラン
スに働くTRICチャネルの構造を2.6Å分解能
で明らかにし，3 量体化することで K+輸送が
安定化され，脂質で輸送が制御されることを
示した．トランスポーターに関しては，Ca2+

と H+を対抗輸送する CAX の構造を 2.3Å分解
能で決定し，陽イオンの結合に依存して細胞
内開口構造と細胞外開口構造を往復する構
造変化の基盤を解明した（Science, 2013）．さ
らに，慢性炎症に伴う鉄欠乏生貧血に関わる
フェロポーチン（FPN）の原核生物アナログ
の細胞内・細胞外開口構造を 2.3Å分解能で
決定し，遷移金属の認識機構，輸送に伴う構
造変化の基盤を明らかにするとともに，FPN
の輸送活性を抑制するペプチドホルモンで
あるヘプシジンの作用機序を明らかにした．
また，陰イオン輸送体に関しては，硝酸/亜
硝酸交換輸送体である NarK に関して，異な
る３状態の高分解能構造 (2.3-2.4 Å) の決
定に成功し，3 本の膜貫通ヘリックスが Gly
クラスターで曲がることで状態変化が起こ
ることを解明した．

2．有機物の輸送機構   

植物からバクテリアまで糖の排出に働く新
規ユニポーターである SWEET の構造を，2 つ
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の異なる状態で決定することに成功し，“PQ-
ループ”モチーフ中の Pro 残基が丁番の働き
をすることで，「洗濯バサミ」のように動い
て細胞内開口状態と細胞外開口状態を往復
することで輸送を行なうことを明らかにし
た（Nat. Commun., 2015）．また，プロトンの
濃度勾配を利用してオリゴペプチドを細胞
内に取り込む輸送体 POT の結晶構造を 1.9Å
分解能で決定し，MD シミュレーションと組み
合わせることで，プロトンに依存したペプチ
ドの輸送機構を解明した（PNAS, 2013）．さら
に，H+や Na+の濃度勾配を利用して細胞にとっ
て異物となる多様な物質（薬剤）を細胞外に
排出する膜輸送体 MATE と抗生物質および阻
害ペプチドとの複合体の構造を 2.1-3.0Å分
解能で決定し，H+の結合に依存して薬剤は排
出される仕組みを明らかにするとともに，阻
害剤の創出が不可能であった MATE に対する
ペプチド創薬の道を開いた（Nature, 2013）．
また最近では，新規のアミノ酸排出膜輸送体
YddG の結晶構造を 2.5 Å 分解能で決定し、10
本の膜貫通へリックスが１つ飛びに並んだ
新規なフォールドを持ち，イソギンチャクの
ように透過孔を開閉することを示唆した．さ
らに，メタボローム解析，リポソーム解析の
結果，Thr の輸送に働くことを突き止めた． 
 
3．物理刺激による輸送制御 
近年神経科学の分野で，光遺伝学ツールとし
て盛んに使われている，光駆動型陽イオンチ
ャネルであるチャネルロドプシン（ChR）の
結晶構造を 2.3 Å 分解能で決定し、イオン透
過孔およびゲーティング機構を明らかにし
た（Nature, 2012）．さらに，MD シミュレーシ
ョンと組み合わせることで，光に駆動されて
イオンを透過する機構を示唆することに成
功した．これに基づき，ChR のブルーシフト
変異体，レッドシフト変異体を作成し，立体
構造に基づいて吸収波長がシフトする仕組
みをあきらかにしつつあり，より有用な光遺
伝学ツールを創出できることが期待される．
さらに最近，緑色光で駆動される Na+ポンプ
KR2 の立体構造を 2.3Å分解能で決定し，濃
度勾配に逆らって Na+を輸送する機構を原子
分解能で解明した（Nature, 2015）．さらに，
KR2 が，これまでの光駆動型 Cl-チャネルや
アーケロドプシンと異なり非侵襲的で，ニュ
ーロンの発火を長時間にわたって抑制する
ことのできる極めて有用な抑制性の光遺伝
学ツールとして使える技術を確立した． 
 
５．今後の計画 
 これまで多くの輸送体の構造機能解析を
行なうことで，普遍的な輸送機構，基質認識
機構，輸送制御機構が見えて来た．今後は，
これらのメカニズムをより普遍的な原理に
昇華するために，多くのチャネル，トランス
ポーターの構造機能解析を推進するととも

に，より高次の細胞機能に働く膜蛋白質にも
注目して研究を進める． 
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