
東京大学・大学院理学系研究科（理学部）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

特別推進研究

2020～2016

物理刺激で制御される膜蛋白質の分子機構の解明

Molecular mechanism of membrane proteins regulated by physical stimuli

１０２７２４６０研究者番号：

濡木　理（Nureki, Osamu）

研究期間：

１６Ｈ０６２９４

年 月 日現在  ４   ５ １３

円   444,900,000

研究成果の概要（和文）：物理刺激（光・音・熱・膜電位・浸透圧）によって制御される膜蛋白質の分子機構を
解明した。光受容体に関しては、時分割構造解析によりChRの構造変化を解明した他、Chrimson, HeR, SzR, 
Rh-PDEといったロドプシンタンパク質の結晶構造を決定し、機能発現の分子機構を解明した。また、音の増幅に
関わるPrestin、熱を感受するTRPV3、膜電位を感受するKv4と制御サブユニットの複合体、ATPチャネルCALHM、
Cl-チャネルVCCN1、浸透圧を感受するLRRC8の立体構造をクライオ電顕単粒子解析により解明し、それらが機能
する分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：We elucidated molecular mechanisms of membrane proteins regulated by 
physical stimuli (light, sound, heat, membrane potential, osmotic pressure). For light perception, 
we elucidated dynamics of ChR by time-resolved X-ray crystallography. Moreover, we determined the 
crystal structures of rhodopsin proteins such as Chrimson, HeR, SzR and Rh-PDE, and elucidated 
molecular mechanisms of their functions. We also determined the structures of Prestin, a 
voltage-dependent membrane motor protein involved sound amplification, TRPV3 channel sensing heat, 
voltage-gated potassium channel Kv4 complexed with two regulatory subunits, CALHM ATP channel, 
voltage-gated Cl- channel VCCN, osmotic pressure-sensing LRRC8 by a single molecular analysis of 
Cryo-EM, and elucidated their molecular mechanisms.

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： 生物物理　電子顕微鏡　X線　蛋白質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究開始当初ほぼ未解決であった物理的刺激が膜蛋白質を活性化するメカニズムを解明したことにより、膜蛋白
質における輸送制御機構の解明に大きく貢献した。また膜蛋白質は生理学的に重要な機能を持ち、膜蛋白質の変
異は重篤な疾病を惹起する。実際、創薬のターゲットの約半数は、膜受容体や膜輸送体であることから、本研究
成果は解明した構造に基づいた疾患の治療薬の設計や開発に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 生物は、光、熱、音などの物理的刺激を受容して、これらを量子力学的あるいは（熱）力学
的に膜輸送体によるイオン輸送／シグナル伝達に変換し、神経細胞を興奮させ、適切な行動を
とる。しかしながら、これらの物理的刺激が膜タンパク質を活性化するメカニズムに関しては、
ほとんどわかっていない状況にあった。 
 
２．研究の目的 
	 我々は、膜タンパク質が物理センサーとして機能する分子機構を原子分解能レベルで解明す
ることを目的とした。ターゲットとしては、光を感受するロドプシンファミリータンパク質、
音を感受する TMC および Prestin タンパク質（電位感受性モーター）、熱を感受する TRP チャ
ネル、電位を感受するイオン輸送体、浸透圧を感受する膜輸送体に焦点を当てて、構造機能研
究を進めた。 
 
３．研究の方法 
	 物理刺激によって制御される膜タンパク質の分子機構を解明するために我々は、1. X線結晶
構造解析及び時分割シリアルフェムト秒結晶構造解析による構造的基盤の解明、2. クライオ電
顕を用いた単粒子解析による構造的基盤の解明、3. in vivo/in vitroにおける機能解析による実験
的な検証を協奏的に駆使した。特に、真核生物の膜タンパク質を動物細胞にて大量調製する技
術や当時導入されたばかりであったクライオ電顕による膜タンパク質の高分解能構造解析の基
盤を構築することで問題の解決を図った。	
	
４．研究成果	
光を感受する膜輸送体	
チャネルロドプシン（ChR）の時分割構造解析	 XFEL を用いた ChR の時分割シリアルフェ
ムト秒結晶構造解析（SFX）を行い、励起
光照射した後 1,	50,	250,	1000,	4000	μ
秒後における構造変化を明らかにした。そ
の結果、異性化したレチナールは捻じれ、
膜貫通ヘリックス 3番を押し、また、レチ
ナールが結合している膜貫通ヘリックス 7
番を下向きに細胞外側に引っ張るような
動きが観測された（図 1）。変異体の電気生
理学解析と合わせて、これらの構造変化が、
チャネルの開閉に重要な DC ゲートのアミ
ノ酸残基間の水素結合ネットワークを壊し、水
分子の流入、ひいてはチャネルを開状態へと遷移させることが明らかになった（eLife,	2021）。	
	
Chrimson の構造解析と最長波長シフト改変体の創出	 吸収最大波長が最長の ChR である
Chrimson の結晶構造を 2.6	Å 分解能で決定
した（図 2）。その結果、Chrimson の長波
長シフトは、レチナールのシッフ塩基近傍
の正電荷、βイオノン環近傍の負電荷およ
びレチナール結合ポケットが狭いことに
よる π 電子共役系の平面性に起因するこ
とが明らかになった（図 2）。さらに、これ
らの情報をもとに、野生型の Chrimson に
アミノ酸変異を導入することで吸収波長
がさらに 20	nm 長波長にシフトし、かつ光サ
イクルの速い改変型 Chrimson（ChrimsonSA）
を作製することに成功し（Nat.	Commun.,	2018），現在世界中の多くの神経科学者がこれを用い
ている。	
	

図 2 Chr imson と ChR のレチナール結合ポケット 

図 1 ChR の TM3 と TM7 周辺の差フーリエマップ 



ヘリオロドプシンの構造機能解
析	 ヘリオロドプシン	(HeR)	の結
晶構造を分解能 2.4	Å で決定し、ヘ
リオロドプシンが既知のロドプシ
ンと基本的に同じフォールドであ
るにもかかわらず、膜に対するトポ
ロジーが逆であることを発見した
（図 3；	Nature,	2019;	発表論文
18）．ヘリオロドプシンは二量体を
形成し、レチナールのイオノン環近
傍に大きな横穴が存在し、これがレ
チナールの効率的な取り込みに必
須であることを検証した。またレチ
ナールのシッフ塩基から細胞外側
は疎水性残基で遮蔽されており、イオンの流入は起こら
ず、未知のパートナーを介してシグナル伝達に寄与する
ことが示唆された。またレチナールのシッフ塩基の正電
荷を安定化させる対イオンの変異体構造解析から、シッ
フ塩基と対イオンの相互作用の弱まりが周囲の Ser クラ
スターと対イオンの相互作用で補填されることで、野生
型と同じ吸収波長が維持されることが明らかになった
（Biochem.	Biophys.	Res.	Commun.,	2020）。	
	
シゾロドプシンの構造機能解析	 シゾロドプシン	
(SzR)	の結晶構造を 2.1	Å で決定した。その結果、SzR
は膜貫通ヘリックスの細胞内側が短くなっていることに
よって、H+を受容する酸性残基が細胞内に露出しやすく
なっていることが、内向き H+ポンプとして機能する構造基盤であ
ることを明らかにした（図 4;	Proc.	Natl.	Acad.	Sci.	U.S.A.,	
2021）。	
	
酵素型ロドプシン Rh-PDE の構造機能解析	 酵素型ロドプシン
Rh-PDE の結晶構造を決定した。その結果、Rh-PDE のロドプシンド
メインは典型的な 7回膜貫通型ではなく、N末端に TM0 を有する 8
回膜貫通型のフォールドであることが明らかになった。変異体解
析により、TM0 が光で活性化される酵素機能に重要であることがわ
かり、酵素ドメインの構造と合わせて Rh-PDE の全長構造モデルを
提唱した（図 5;	Nat.	Commun.,	2020）。	
	
	
音の感受と増幅を担う膜輸送体	
内耳の蝸牛には外有毛細胞（Outer	Hair	Cell,	OHC）が存在し、音により鼓膜が振動するとリ
ンパ液を通じて OHC の不動毛が揺れ、これを感知して TMC 機械刺激チャネルが開き、OHC が脱
分極する。すると、OHC の側面に中間径繊維と共に超分子複合体を形成して局在する Prestin
モーターが伸縮し、これが集積して OHC の高速伸縮運動となり、さらに TMC に正のフィードバ
ックをかけてこれが開口し、脱分極することで音感が増幅される。	
	
TMC の構造機能解析	 構造解析に適した TMC ホモログをスクリーニングし、カメの TMC1 及び
セキセイインコの TMC2 ホモログが発現量・安定性の面で良好であることを見出した。これらの
TMC ホモログが機械刺激感受性チャネルであることを、精製タンパク質を用いた電気生理学解
析（リポソームパッチクランプ）により明らかにした（Neuron,	2020）。	
	
Prestin の 構 造 機 能 解 析	
ヒト由来 Prestin に関して熱
安定化変異体を作成し、クライ
オ電子顕微鏡を用いた単粒子
解析により分解能3.2	Åでの構
造 決 定 に 成 功 し た （ Nat.	
Commun.,	投稿後改訂中）。
Prestinは二量体を形成してお
り、各サブユニットは膜貫通ド
メイン（トランスポータードメ
イン）と STAS ドメイン（細胞

図 3 HeR とタイプ I バクテリオロドプシン 

図 6	 Prestinの電顕構造と阻害剤中での有毛細胞 

図 5 Rh-PDE の全長構造

図 4 SzR の結晶構造 



骨格にアンカーする）から構成されている（図 6）。Prestin は膜貫通ドメインの傾きが異なる
複数の構造状態を取ることが明らかとなり、この構造変化は、電位依存的な Cl-の結合によっ
て生じるトランスポータードメインの開閉と同調して起こることが示唆された。また、サリチ
ル酸との複合体の構造解析から、その阻害機構を解明した。	
	
	
熱を感受する膜輸送体	
TRPV3 の構造機能解析	 TRPV3 をナ
ノディスクに再構成し、クライオ電子
顕微鏡により分解能 3.3	Å で構造決定
した（図 7）。構造より脂質二重層中の
TRPV3 は従来の閉状態（S6 ヘリックス
が全αヘリックス）とは異なり S6 ヘ
リックスが π ヘリックス構造を含む
「感作状態」と類似することがわかっ
た。また、選択性フィルターが閉状態
をとっており、この閉構造をフォスフ
ァチジルコリンと思われる脂質の結合とサブユニット内・間の水素結合が安定化していること
がわかった。したがって熱により脂質分子が解離することで、S6 ヘリックスはπ－開状態にな
り、チャネルが開口される機構が示唆された（Nat.	Struct	Mol.	Biol.,	2020）。	
	
膜電位を感受する膜輸送体	
	
電位依存性 K+チャネル Kv4 と制御サブユニットの複合体の構造機能解析	 神経細胞や心
臓の電気活動に必須の役割を果たす電位依存性カリウムチャネル Kv4.2 と 2 種類の制御サブユ
ニット KChIP1、DPP6S からな
る巨大複合体の立体構造を、
クライオ電顕を用いた単粒
子解析により明らかにした。
（図 8;	Nature,	2021）。そ
の結果、KChIP1 と DPP6S が
それぞれKv4.2の6番目の膜
貫通ヘリックス（チャネルポ
アの開閉制御を担うゲート）
と 1–2 番目の膜貫通ヘリッ
クスと相互作用することで、
Kv4.2 の電気生理学的特性
を適切に調整する機構が明
らかになった。Kv4.2、KChIP1、
DPP6S の遺伝子変異は、てん
かん、自閉症、統合失調症と
いった脳機能の疾患や不整
脈、心不全といった心疾患と
の関わりが報告されている
ことから、この成果は Kv4
の機能を制御し、疾患の治療
薬となる薬剤の設計と開発に大
きく貢献することが期待できる。	
	
電位依存性 ATP チャネル CALHM の構造機能解析	 味覚シグ
ナルに働く電位依存性 ATP チャネル CALHM1 は、脱分極または細
胞外 Ca2+濃度の減少によって活性化し、Ca2+や ATP などの小分子
を透過させる。クライオ電顕を用いた単粒子解析により、メダ
カ由来 CALHM1 ホモ 8 量体の立体構造を 2.8	Å 分解能で決定した
（図 9;	Sci.	Adv.,	2020）。CALHM1 単量体は 4 本の膜貫通へリ
ックスからなる新規構造を有しており、それが 8 量体のチャネ
ルを形成する。本構造は開状態であり、N末端は各単量体からリ
ング状構造の中心にのびて α ヘリックスを形成しており、この 8
つの TM1 がチャネルのポア部分を形成していた。また中枢神経系において重要な役割を果たす
ATP 放出チャネルである CALHM2 についても単粒子解析により、11 量体の構造を 3.4	Å 分解能で
構造を決定した（Sci.	Adv.,	2020）。CALHM1 と CALHM2 のキメラ分子の単粒子解析により、量
体数を決定する構造的要因を同定した。	

図 7 TRPV3 の構造とπ－閉状態を安定化するリン脂質 

図 8 Kv4.2 単体と Kv4.2 と制御サブユニットの複合体構造 

図 9 CALHM1 の構造 



	
電位依存性 Cl-チャネル VCCN1 の構造機能解析	 植物の葉
緑体チラコイド膜において、適切な電気化学的勾配を維持す
るために重要な電位依存性 Cl-チャネル VCCN1 の立体構造を、
クライオ電顕を用いた単粒子解析により明らかにした（図 10;	
Nat.	Commun.,	印刷中）。その結果、VCCN1 は動物ホモログの
ベストロフィンとフォールドが似ている一方で、ベストロフ
ィンと異なり N 末端の正電荷を帯びたヘリックスがチャネル
活性に重要であることが、構造に基づく機能解析と組わせる
ことで明らかになった。	
	
浸透圧を感受する膜輸送体	
細胞体積感受性陰イオンチャネル LRRC8 の構造機能解析	
浸透圧に応じて細胞体積を維持するヒト由来の細胞体積依存
性陰イオンチャネル LRRC8（leucine-rich	repeat-containing	
8）の構造をクライオ電顕単粒子解析により 3.2	Å 分解能で決
定した（Nat.	Struct.	Mol.	Biol.,	2018）。LRRC8A6 は，C3
対称の 6 量体構造を取っており、細胞質ドメインでは 15 回の
leucine-rich	repeat が弧を描いていた（図 11）。さらに単粒
子解析のクラス分けで、非対称の弛緩構造が得られ、イオン
強度により細胞質ドメインと leucine-rich	repeat の境界の
へリックスの配向が変わると leucine-rich	repeat の向きが
大きく変わり、チャネル開閉が起こることが示唆された。ま
た LRRC8D6 の単粒子解析に成功し、これまで見えなかった N
末端の膜貫通へリックスが基質の識別に働くことを明らかに
した（Commun.	Biol.,	2020）。	
	

	

図 11 LRRC8 の電子顕微鏡構造 

図 10 VCCN1 の電子顕微鏡構造 
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