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研究成果の概要（和文）：本研究は、イオンチャネルのモデルタンパク質であるKcsAの構造解析を行い、多様に
存在するイオンチャネル間の共通のゲーティング機構を明らかにすることを目的としている。目的達成のため、
ナノディスク技術を用いて、生体内と同じ脂質二重膜内に存在するKcsAの構造解析を行うこととした。
本研究では、KcsAの活性が確認されているPOPEとPOPGの3:1混合脂質を用い、KcsAを含むナノディスク形成に成
功した。これにより、今後の構造解析の基盤を作ることができた。また、KcsAを脂質二重膜内に埋め込んだ状態
でのMDシミュレーションを開始し、動態解析やこれまでの構造解析の結果を含め、議論を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on KcsA, a model protein for ion channels, to 
elucidate the common gating mechanism of diverse ion channels, and attempted to analyze the 
structure of KcsA in lipid bilayers, the same as in vivo, using nanodisc technology.
We have successfully formed nanodiscs containing KcsA using a 3:1 mixture of POPE and POPG lipids, 
which have been shown to be active in KcsA. This provided the basis for future structural analysis. 
We have also started MD simulations of KcsA embedded in lipid bilayers and are discussing the 
results, including diffracted X-ray tracking and the results of previous structural analysis.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カリウムチャネルのKcsAは、分子量70 kDaと非常に小さく、チャネル機能を示す最小単位と考えられる。その膜
貫通部位の構造は、原核生物からヒトに至るまで高く保存され、さらにナトリウムやカルシウムのイオンチャネ
ルとも共通する。KcsAの結晶構造は、KcsAを界面活性剤で可溶化し、さらに抗体を結合させた、特殊な構造であ
ったため、より生体内に近い自然な状態での高分解能構造取得が求められている。
本研究によりナノディスク形成に成功したことで、KcsAの構造解析によってイオンチャネル共通のゲーティング
機構を解明する基盤が整ったことは学術的に意義深く、それを用いた機能解析など、応用が期待される。

※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 
イオンチャネルは、全生物のあらゆる細胞に存在する膜タンパク質であり、膜内外の化学的・
物理的刺激を受容し、これに応じてイオン流のオン・オフを行う、「ゲーティング」と呼ばれる
機能を持つ。放線菌 Streptomyces lividansのカリウムチャネルである KcsAは、分子量 70 kDaと
非常に小さく、チャネル機能を示す最小単位と考えられる。KcsA は pH 依存性チャネルで、中
性条件では Closed 状態となりイオンを流さず、酸性条件で Open 状態となってイオンを透過さ
せる。KcsAのゲーティング機能を示す膜貫通ドメインの基本構造は、原核生物からヒトに至る
まで高く保存され、さらにナトリウムやカルシウムのイオンチャネルとも共通している。このこ
とから、KcsAは多くのイオンチャネルのゲーティング機構における共通原理を保持していると
考えられ、イオンチャネルのモデルタンパク質として様々な研究が進められている。すでに、
KcsA全長の Closed状態・擬似 Open状態の構造が X線結晶構造解析で解かれている(Uysal et al. 
PNAS. 2009, Uysal et al. PNAS. 2011)。しかし、両者の構造は極めてよく似ており、わずかな構造
差しか確認できず、その構造変化とゲーティングの分子機構に対して疑問が残っている。事実、
X 線 1 分子追跡法では、Open 状態で KcsA の大きな回転運動が示されたが(Shimizu et al. Cell. 
2008)、これは X線結晶構造解析で解かれたOpen状態には見られず、その構造が生体内での Open
状態を反映していないことが示唆された。このことから、X線結晶構造解析よりも、生体内に近
い、より自然な状態での高分解能構造解析が求められている。 
そのため、研究代表者はこれまでに、中性条件でも酸性条件でも機能する両親媒性ポリマーを
用いて KcsAを可溶化し、クライオ電子顕微鏡・単粒子解析法を用いて構造解析を行なってきた。
その結果、Closed状態と Open状態間で大きな構造差異が確認された。研究代表者が用いた両親
媒性ポリマーは、界面活性剤に替わる膜タンパク質の可溶化材料として近年多く用いられてい
るが、脂質を含まないため、膜タンパク質の自然な状態を反映しているとは言い難い。一方、近
年注目を集めるナノディスク技術は、膜タンパク質の周りを脂質二重膜が覆う形で可溶化する
ため、膜タンパク質をより自然に近い構造で保持できるとされている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、イオンチャネルのモデルタンパク質である KcsAの構造解析を行い、多様に
存在するイオンチャネル間の共通のゲーティング機構を明らかにすることである。そのために、
ナノディスク技術を用い、生体内と同じ脂質二重膜内にある KcsAを精製し、KcsAの Closed状
態と Open 状態の構造をクライオ電子顕微鏡・単粒子解析法を用いて明らかにする。pH 刺激に
よって、KcsA がどのようにして大きな構造変化を生み出しているのかを明らかにすることで、
イオンチャネル共通のゲーティング機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) MSPの発現・精製 
ナノディスクの材料となる membrane scaffold protein (MSP)を準備した。この時、分子量が 70 

kDaと非常に小さな KcsAに対応できるよう、形成ナノディスクの直径が小さい、MSP1D1 (ナノ
ディスク直径 9.6 nm)とMSP1E3D1 (ナノディスク直径 12.1 nm)の 2 種類を発現・精製した。精製
したMSPと使用脂質候補の1つでもある大豆脂質を用いてナノディスク形成を確認した。まず、
MSP と大豆脂質混合溶液をゲルろ過クロマトグラフィーにかけ、ピークを分取した。分取した
溶液を負染色法により電子顕微鏡観察し、粒子の形状を確認した。その後、KcsAの活性が確認
されている、POPEと POPGの 3:1 混合脂質を用いて、大豆脂質と同様の実験を行なった。 
 
(2) KcsAナノディスク作製の最適化 

POPEと POPGの 3:1 混合脂質を用いて KcsAを含むナノディスクを形成させ、形成条件の最
適化を行なった。脂質混合液、MSPと KcsAをさまざまな量比で混ぜたのち、ゲルろ過クロマト
グラフィーを用いて、分子サイズごとに分取した。分取した溶液を用いて SDS ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動と負染色法による電子顕微鏡観察により、KcsAを含むナノディスクの形成を
確認した。 
 
４．研究成果 
(1) MSPの発現・精製 

MSP1D1 と MSP1E3D1 の発現・精製により得られた精製物と大豆脂質を混合し、ゲルろ過ク

ロマトグラフィーを行った結果、複数のピークが確認された。ピークごとに溶液を回収し、それ

らを負染色法により電子顕微鏡観察した結果、クロマトグラフィー前半で見られるボイド領域

では、大きなリポソームと思われる構造が確認された。一方、後半の分子半径の小さいピークで

は、想定しているナノディスク直径と同じサイズの粒子が確認された。このことから、発現・精

製したMSPがナノディスク形成能を持つことが確認できた。 
次に、POPEと POPGの 3:1 混合脂質を用いて大豆脂質と同様の実験を行なった。さらにMSP



と脂質の混合比を変えた実験も行なった。その結果、大豆脂質と同様の結果を得たため、POPE
と POPGの 3:1 混合脂質でも、ナノディスクを形成できることが確認できた。さらに、混合する

脂質の量を減らすことで、目的ナノディスクのピークがメインピークになることも確認できた。 
 
(2) KcsAナノディスク作製の最適化 

POPEと POPGの 3:1 混合脂質と MSP、KcsAをさまざまな量比で混ぜ、ナノディスク形成条
件の最適化を行なった。ゲルろ過クロマトグラフィーでは、KcsAを含まない空のナノディスク
に比べ、KcsAを含むナノディスクでは、分子半径が大きい方にわずかにピークがシフトするこ
とが確認できた。このピークを分取し、その溶液を用いて SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳
動を行った結果、MSPと KcsAがともに存在することが確認できた。負染色法による電子顕微鏡
観察では、均質な大きさのナノディスクが観察され、さらに、KcsAがナノディスク内に埋め込
まれたような像を得ることができた。このことから、KcsAナノディスク作製の最適化に成功し
たと言える。この結果を元に KcsAナノディスクを大量精製し、クライオ電子顕微鏡観察を行う。 

 
その他、マイクロ流路を用いた KcsAの動体解析において、中性条件から酸性条件、酸性条件
から中性条件への溶液変換に成功し、溶液変換による KcsA の動体変化を観測した。今後、さら

にデータ取得を進め、現在考えている KcsAの閉構造から開構造への構造変化モデルを再検討す

る。また、MD シミュレーションも開始した。KcsA を脂質二重膜内に埋め込み、膜の内外のイ

オン濃度を変えながら、MD 計算を行なった。現在、電子顕微鏡構造マップによる拘束条件を含

め、計算の精密化を進めている。KcsAのゲーティング機構を解明する準備は着実に整ってきて

いる。生体内に近い状態での KcsA の構造変化モデルの提唱のため、KcsA の高分解能構造取得

を急ぎたい。 
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