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研究成果の概要（和文）：チャネルを中心とする膜タンパク質の構造生理学研究を総合的に進めた結果、ギャッ
プ結合チャネルのgating機構のモデルを提案し、プロトンを透過させない水チャネルAQP4は脳浮腫などと関わる
のでその阻害剤開発のための構造解析を行い、イオン透過を制御する電位感受性Na+チャネルの構造機能研究と
共にバクテリア由来のCa2+チャネルを初めて発見し、プロトンポンプの高分解能の構造解析に成功し、タイト結
合チャネルの構造モデルを提案した。なお、アセチルコリン受容体では十分な成果が得られなかったが、エンド
セリン受容体の構造解析結果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Structural information of membrane proteins including channels is crucial 
toward gaining a better understanding of biologic functions. The information that can be gained from
 a protein structure strongly depends on its resolution - the higher the resolution, the more 
insight gained into the structure-function relationship of biologic macromolecules. We analyzed 
structures of proton pump, water channel AQP4, whose inhibitor could be a drug for brain edema, Na+ 
channel, gap junction channels and tight junction channels at high resolutions. While we could not 
get significant results of AChR, we analyzed structures of endothelin receptor and its complexes 
with the agonist and antagonists. In this project, we could get important knowledge in the research 
field named as structural physiology and partly elucidate how the channels work and regulate 
functions of the human body. We also contributed advancement of cryo-electron microscopy by 
developing cryo-electron microscopes.

研究分野： クライオ電子顕微鏡法の開発とそれを用いたチャネルを中心とする膜タンパク質の構造生理学研究

キーワード： クライオ電子顕微鏡　構造生理学　チャネル　膜タンパク質　単粒子解析　結晶学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
構造研究が困難とされてきた膜タンパク質の構造を高い分解能で解析するための技術開発を進め、チャネルを中
心とする構造を実際に解析して、構造生理学的に詳細に理解することができるようにした。2報のNature誌の論
文をはじめ着実な論文発表を行った。特に、急激に発展しつつあり、創薬の分野でも注目を集めつつあるクライ
オ電子顕微鏡を用いた構造研究分野で、装置開発や関連技術開発などの貢献をした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質の構造情報は、基礎生物学分野のみならず創薬等の応用分野にも重要であるが、そ
の構造解析は困難な研究課題であった。藤吉のポスドクでもあった Y. Cheng のグループにより、
膜タンパク質の構造が単粒子解析法を用いて 3.4Åの分解能で解析された結果が 2013 年に報告
された（M. Liao et al., Nature, 504, 107-112 (2013)）。この論文が嚆矢となり、膜タンパク質の
構造解析法としてクライオ電子顕微鏡による単粒子解析が注目されるようになった。実際に、欧
米ではクライオ電子顕微鏡による構造解析グループ新設の動きが急増した。この革命的な変化
は、主に氷包埋法などの試料作製法、高性能画像記録システム、単粒子解析のコンピュータプロ
グラムという 3 つの技術の進歩によって起きた。 
しかし、通常の単粒子解析法では、膜タンパク質の構造を本来あるべき脂質膜内で解析すること
はできない。この問題の深刻さはまだあまり認識されていないが、膜タンパク質は脂質膜内で構
造解析しなければ機能構造を理解できない場合がある。例えば、水チャネルアクアポリン 4
（AQP4）の構造を電子線結晶学で 2.8Å分解能で解析した結果、水分子が分離して観察できた
が、R. Straud らのグループが行ったＸ線結晶学では 1.8Åという高い分解能で解析されたにも
関わらず分離できなかった（JD Ho et al., PNAS 106, 7437-42 (2009)）。これは、脂質膜の特徴
的誘電率の分布により短いへリックスの双極子モーメントが大きくなるが、脂質膜内にない状
態で解析されたＸ線結晶学では双極子モーメントが弱いために、水分子の配向が乱れるためで
あると解釈される。このヘリックスによる静電場は、水チャネルだけでなく、カチオン、アニオ
ンを問わず、イオンチャネル等にも重要で、理想的には膜タンパク質の構造は脂質膜内で解析す
べきである。また、脂質膜の圧力が無いために膜貫通へリックスが広がってしまっている解析例
が見られる等、膜タンパク質の構造は可能なら脂質膜内で解析すべきである。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初の背景に記載したような状況と理由から、チャネルを中心とした構造生理学的研
究の推進を目指して本研究課題を進めた。基礎生物学においても創薬などの応用的な観点から
も、チャネルなどの膜タンパク質の機能を構造学的視点から詳細に理解する事の重要性はさら
に高まってきている。それゆえ、構造生理学と名付けた研究分野での研究を進めることを目的と
した。具体的には、単粒子解析法の革命的な進展を受けて、単粒子解析に残された問題点を解決
できる IBSA と命名する構造解析法を確立し（特許出願番号：2014－169003）、電子線結晶学も
さらに発展させて、6 種類の膜タンパク質（ギャップ結合チャネル、アセチルコリン受容体、水
チャネル、Na+チャネル、H+,K+-ATPase、タイト結合など）の機能構造を可能な限り脂質膜内
で解析し、チャネルの構造生理学的研究を進めることで、チャネルでありながら細胞接着機能を
有する Adhennel と名付けた膜タンパク質を中心に複雑な分子機構を構造生理学的に理解する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本プロジェクト開始当初に、大きく注目されるようになってきたクライオ電子顕微鏡とそれを
用いた構造研究は、1983 年から開始しており、以後一貫して研究を進めてきた。独自に開発し
てきた特に第 3 世代のクライオ電子顕微鏡に最新の画像記録システムを備えた装置と、IBSA 法
のために開発した冷陰極電子銃を備えたクライオ電子顕微鏡を活用して、単粒子解析法や結晶
学的方法などを総合的に用いて、ギャップ結合チャネル、アセチルコリン受容体、水チャネル、
Na+チャネル、H+,K+-ATPase、タイト結合などの構造と機能の研究を進めた。 
 
４．研究成果 
研究計画調書に記載した 6 種類の膜タンパク質、(1)ギャップ結合チャネル、(2)アセチルコリン
受容体、(3)水チャネル、(4)Na+チャネル、(5)H+,K+-ATPase、(6)タイト結合、それぞれの研究を、
研究成果の高低はあるが総合的に進め、具体的には以下のような成果を得ることができた。 
(1) ギャップ結合チャネルの研究課題については、本課題前にコネキシン 26 の構造解析に成功

して、6 量体でヘミチャネル（12 量体でギャップ結合チャネル）を形成していることを明ら
かにしていた。一方、無脊椎動物のギャップ結合チャネル、イネキシンの 2 次元結晶を作製
して、立体構造解析を行い、8 量体でヘミチャネル（16 量体でギャップ結合チャネル）を形
成していることを明らかにして論文を発表した（J. Mol. Biol. 428, 2265-74 (2016)）。しか
し、10Åと低い分解能での構造解析しかできなかった。そこで、単粒子解析のシステムを立
ち上げる努力を行い、界面活性剤を除く試料作製法である GraDeR 法も開発して（Structure 
23, 1769-75 (2015)）、単粒子解析法によりイネキシンの構造解析を 3.3Å分解能で行った。
この構造解析では、細胞質側を含む立体構造解析に成功し、論文として発表した（Nature 
Comms. 7, 13681 (2016)）。本プロジェクトで目指した、膜タンパク質を脂質膜内で構造解
析するために、IBSA 法も試したが、S/N が悪い問題や分子の重なりの問題と、傾斜してペ
アの像を撮影する必要があり、当初の計画の様には進捗しなかった。それで、ナノディスク
を用いて脂質膜内でのイネキシンの構造解析を行うことにより、極めて重要な構造情報を得
ることができた。すなわち、イネキシンのギャップ結合チャネルを脂質膜内で構造解析した
結果、驚くことに、チャネル内に脂質 2 重膜が形成され、GraDeR 法（脂質膜が無い条件）
で解析した結果と比較すると、ギャップ結合チャネルの gating 機構を理解できる可能性の



ある極めて興味深い結果を得ることができた（図 1）。この結果は、ギャップ結合チャネルの
ような大きなチャネル径（イ
ネキシンのギャップ結合チャ
ネルは 18Å程度の内径）を形
成するチャネルは、脂質分子
が寄与してチャネルを閉じる
ことを初めて示した（Sci. 
Adv. 6, eaax3157 (2020)）。チ
ャネルが閉じた状態の時に
は、Ｎ末端の短いヘリックス
は脂質膜の上に配置されてお
り、チャネルが開くときには、
このＮ末端部分が下に降りて
脂質分子をチャネルから追い
出して、チャネルを開けると
いう gating モデルを提案でき
る。ギャップ結合チャネルは
大きな分子を透過するととも
に、速い gating 制御も行う。
脂質分子のラテラルな方向の
移動速度は極めて速いので、
ギャップ結合チャネルの
gating 機構を構造生理学的に
理解できる良いモデルであると思われる。 

(2) アセチルコリン受容体の研究は、膜タンパク質を脂質膜内で構造解析できる IBSA 法のため
の新しいクライオ電子顕微鏡の開発を行い、アセチルコリン受容体の膜内でのクライオ電子
顕微鏡像を撮影した。しかし、ギャップ結合チャネルでも問題となった、S/N の問題と分子
の重なりの問題に加えて、この受容体は複雑なヘテロ 5 量体であるために、現状では高分解
能の構造解析には成功していない。 

(3) 水チャネル、AQP4 の研究は、AQP4 とその阻害剤との複合体の構造を 5Å分解能で電子線
結晶学を用いて解析して、AQP4 の水透過経路を塞ぐ位置に阻害剤アセタゾーラミド（AZA）
が結合している構造を明らかにした（Microscopy 65, 177-84 (2016)）。なお、この AQP4 の
2 次元結晶は、2 枚の膜が重なった結晶で、阻害剤 AZA を結合するとその重なりの相互作用
が弱くなって結晶性が悪くなるために、解析できた分解能は不十分であった。それゆえ、さ
らに高い分解能での解析を目指して 2 次元結晶の質を向上させると共に、極めて多くのデー
タ収集を行って、良い分解能の結晶から
のデータのみを選び出すことによって、
3Å分解能での解析に成功した。ところ
が、この分解能の解析でも、阻害剤の結
合様式を正確に決定できていないことが
明らかになった。それゆえ、改めて昆虫
細胞を用いた発現系を改良するところか
ら見直して、極めて多くのデータを収集
することによって、分解能を 2.8Åにまで
向上させた。その結果、AZA の詳細な結
合構造を図 2 に示すように明らかにする
ことができた。また、チャネル内の水分
子も観察できるようになった（図２）。電
子線を用いた場合にイオン化状態が検出
できる可能性はあるが、解析と解釈を慎
重に行う必要があるので、2Åを超えるよ
うな高い分解能での解析にまで向上させてから、イオン化の状態が解釈できるかを検討する。 

(4) Na+チャネルの研究では、局所麻酔薬が電位感受性 Na+チャネルに結合する要素となるアミ
ノ酸残基や結合様式を電気生理学的に研究して、その結果を論文として発表した（FEBS J. 
283, 2881-95 (2016)）。また、X 線結晶学を用いて電位感受性 Na+チャネルの構造を解析す
るとともに、電気生理学的な研究から、Na+チャネルの電位感受性について重要と思われる
要素を明らかにした（FEBS Letters 592, 274-83 (2018)）。さらに、Ca2+チャネルの構造と
機能研究には、バクテリア由来のこのタイプのチャネルが必要であるが、発見されていなか
った。それゆえ、Ca2+チャネルの探索を行い、発見することに初めて成功した（eLife, 9, 52825 
(2020)）。このバクテリア由来の Ca2+チャネルの発見は、チャネルのイオン選択性などの研
究には有用で、今後の研究に活用されることが期待される。 

図 2 電子線結晶学により 2.8Å分解能で解析
した AQP4 と AZA との複合体の構造。AZA
の正確な結合構造とチャネル内の水分子が分
離して観察される。 

図 1 脂質が無い状態と脂質内でのイネキシンの構造。
これらの構造から提案するチャネルの gating モデルの
模式図。 



(5)  H+,K+-ATPase についての研究は、胃薬である vonoprazan と H+,K+-ATPase との複合体
の構造と、SCH28080 と H+,K+-ATPase との複
合体の構造解析を X 線結晶学により行った。
H+,K+-ATPase は胃において、100 万倍の H+の
濃度勾配を実現できる最も大きな勾配を形成で
きるプロトンポンプである。このポンプを、原子
モデルができる分解能で構造解析することに初
めて成功した。これらの構造解析で、胃薬として
発売され、H+,K+-ATPase への結合モデルが提案
されている vonoprazanの結合様式も初めて明ら
かにした。その結果、構造解析に基づかないで提
案されていた vonoprazanのH+,K+-ATPaseへの
結合位置は全く間違っており、阻害剤が結合して
いないときには、結合できる空間がない場所に結
合していることを明らかにした（図３）。これら
の結果は Nature 誌に発表した（Nature, 556, 
214-218 (2018)）。さらに分解能を向上させるこ
とによって、H+,K+-ATPase のプロトンのポンピ
ング機構の詳細が理解できるようになった
（eLife, 8, 47701 (2020)）。 

(6)  クローディンの研究については、本課題を開始する前にタイト結合において中心的な役割
を担っているクローディンの初めての構造をＸ線結晶学により解析して論文を発表してい
た(Science 344, 304-7, (2014))が、このクローディン 15 のシステイン変異体を導入してク
ロスリンクの実験を行うと共に、タイト結合の幅の平均値を測定するなどの解析から、タ
イト結合が形成するパラセルラーチャネルのモデルを提案した(J. Mol. Biol. 427, 291-7 
(2015))。SF-7 細胞にクローディン 19 を発現させると形成されるタイト結合を、
Clostridium Perfringens Enterotoxin の C 末端（C-CPE）によって崩壊させることができ
ることを確認し、クローディン 19 と C-
CPE との複合体の構造を解析して論文発表
した（Science 347, 775-8 (2015)）。さらに
研究を進めて、クローディン 3 と C-CPE と
の複合体の構造解析のために構造安定化で
きる変異体を見出して結晶化に成功した
（Acta Crystallographica, F74, 150-155 
(2018)）。そして、クローディン 3 と C-
CPE との複合体の構造解析の結果、プロリ
ン 134 番がそのへリックス 3 の曲りを決め
ており、全てのクローディンのこの部分は、
プロリンとアラニン、グリシンの 3 種類のア
ミノ酸残基だけであり、タイト結合ストラン
ドの性状を決定することを明らかにした（図
4）（Nature Comms. 10, 816 (2019)）。 

以上、6種類のチャネルに関係する研究課題を総合的に進めることで、構造生理学と命名
している分野での研究成果がおおむね期待通りに得られた。すなわち、チャネルの機能
に深く関わるP type ATPaseであるプロトンポンピングの機構を理解するために新しい
高分解能の構造解析に成功し（課題(5)）、プロトンを透過しない水チャネルAQP4は脳
浮腫などと関わるのでその阻害剤開発のための構造情報を取得し（課題(3)）、水チャネ
ルが透過させないイオンを制御する電位感受性Na+チャネルの構造解析によってgating
機構の一端を明らかにし（課題(4)）、ギャップ結合チャネルのgating機構のモデルを提
案し（課題(1)）、タイト結合チャネルの構造解析に成功し、このストランドの性質を決
める1つの因子を解明した（課題(6)）。課題（2）では十分な結果を得られなかったが、
エンドセリン受容体関連の構造・機能研究の成果を得て論文を発表した（Nature 537, 
363-8 (2016), J. Mol. Biol. 428, 1227-36 (2016), Nature Struct. Molec. Biol. 24, 758-
64 (2017)）。  
 
※当初に提案した研究計画を変更した理由。 
クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析が構造生物学を激変させたので、単粒子解析によるイ
ネキシンの構造解析を行うなど、単粒子解析法のウエートを上げた。クライオ電子顕微鏡を
IBSA 法のために別予算で開発して膜タンパク質の構造解析を行う予定であったが、装置開発に
時間を要したので、ナノディスク法で構造解析する方法に研究計画を変更して、アセチルコリン
受容体は複雑すぎて高分解能の解析ができなかったが、ギャップ結合チャネルについては、脂質
膜内での構造解析に成功した（Sci. Adv. 6, eaax3157 (2020)）。 

図 3 X 線結晶学により解析した
vonoprazan と SCH28080 とが結合し
た H+,K+-ATPase の構造。阻害剤が結
合していない時には、c の灰色の構造
で示すように M4 へリックスが存在し
ているのでリガンドが結合する空間は
ない。 

図 4 C-CPE との複合体を含む 4 種類の
クローディンの構造を重ねて示す（左
図）。Helix 3 に存在する 134 番のアミ
ノ酸残基はプロリン、アラニン、グリシ
ンの 3 種類があり、へリックスの曲りを
決めている。 
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