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研究の概要：本研究では、in situ 条件下における膜タンパク質の動的構造を解析するため、
生理的条件を模倣する試料調製法や NMR 測定法を開発し、動的構造が機能発現の本質で
あることが想定される膜タンパク質（GPCR、K+チャネル、およびトランスポーター）を
対象とした NMR 解析を行うことでその機能解明を行う。 
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質は生体内において重要な役割
を果たすとともに最大の創薬標的タンパク
質である。X 線結晶構造解析および電子顕微
鏡法は、膜タンパク質の機能メカニズムの解
明に大きく貢献してきたが、これらの手法で
得られる立体構造は静的なスナップショッ
トであり、膜タンパク質が機能している in 
situ状態の動的な構造や分子間相互作用を必
ずしも反映しない。一方、核磁気共鳴法は in 
situ条件下でのタンパク質の動的構造情報を
得ることができるが、膜タンパク質のような
高分子量タンパク質の機能解明を行う場合、
その高分子量性に由来する NMR 測定制限お
よび膜タンパク質の不安定性がボトルネッ
クとなる。研究代表者はこれらの問題を解消
するための新規測定法および試料調製法を
開発し、開発された方法論を用いて、膜タン
パク質の動的構造および相互作用の観点よ
りそれらの機能解明を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生物学的に重要であり、かつ動
的構造が機能発現の本質であることが想定
される膜タンパク質（GPCR、K+チャネル、
およびトランスポーター）を対象として、in 
situ条件における動的立体構造解析を行う試
料調製法や NMR 測定法を開発したうえで、
1．バイアスリガンドによる GPCR のシグナ
ル選択機構の解明、2．イオンチャネルにお
ける電流制御機構の解明、3．多剤耐性シス
テムの機能メカニズムの解明を研究目的と
する。 

３．研究の方法 
膜タンパク質の in situ NMR解析を行うため、
新規安定同位体標識法、動的構造平衡の解析
法、NMR 測定感度を増大させるパルスプロ
グラムのなどの開発を行う。また脂質二重膜
環境を制御したナノディスクに膜タンパク
質再構成し、生理的 in situ 環境を模倣した
条件下で NMR 解析を行う。 
 
４．これまでの成果 
1.GPCR のシグナル選択機構の解明 
GPCR の一種である2 アドレナリン受容体
(2AR) の作動薬結合状態における立体構造
を、常磁性緩和促進（PRE）に基づく距離情
報を活用して決定した。その結果、これまで
のX線結晶解析で得られていた構造とは全く
異なる新規の構造を明らかにし、作動薬によ
る G タンパク質による活性化機構を解明し
た（Nat. Chem. Biol. 2020）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2AR の C 末端を区分選択標識し、ナノディ
スクに再構成したうえで、GPCR キナーゼに
よりリン酸化したサンプルの構造解析を行
った。その結果、リン酸化部位と GPCR との
相互作用により、アレスチンの活性化に特徴
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的な構造モチーフが形成されることが示さ
れた（Nat. Commun. 2018）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
脂質組成を制御したナノディスク中に再構
成した GPCR の構造解析にも取り組み、脂質
がアデノシン A2A受容体の複数の活性構造の
存在比を変化させ、シグナル伝達活性を制御
することも明らかにした（Sci. Adv. 2020）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.イオンチャネルの電流制御機構の解明 
脂質二重膜中に再構成したGIRKと 3量体G
タンパク質複合体構造モデル(MW:470K)を
構築した。得られた構造モデルと BRET 法に
よる細胞レベルでの相互作用実験を組み合
わせて、Gαの αA ヘリックスを介した GIRK
との結合が、活性制御の選択性を決定してい
ることを明らかにした(Nat. Commun. 2019)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.多剤耐性システムの機能メカニズムの解明 
多剤耐性転写因子の一つである QacR と薬剤
複合体の動的構造解析を行った。その結果、
QacR が活性・不活性構造をミリ秒で行き来
する構造平衡にあること、その平衡割合によ
って転写活性化度が決まることを明らかに
した。また非結合時にも約 20％の QacR が活
性化状態にあり、これが基底的なトランスポ
ーターの発現を促していることが分かった。
（Proc. Natl. Acad. Sci. 2019） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．今後の計画 
今後はバイアスリガンドやアロステリック
モジュレーターの存在下における 2AR や
オピオイド受容体の構造解析、G タンパク質
やアレスチン結合状態の構造解析を行い、
GPCR のバイアスシグナル機構を解明する。
また、脂質二重膜環境依存的な K+イオンチャ
ネル（KcsA）の電流変化機構を解析する。 
多剤耐性システムについても、pfMATE にお
ける pH 依存的な構造平衡の解析を進め、共
役転写因子の立体構造解析を行う。 
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