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研究成果の概要（和文）：振動分光法は一般に構造生物学の解析ツールとして認識されていないが、機能発現のための
構造変化をモニターする解析ツールとして高い可能性をもつことを我々は光受容タンパク質の研究で明らかにしてきた
。本研究では、この手法を光に応答しない膜機能分子に拡張し、原子レベルでの構造変化を解明するための解析ツール
として確立することを目指した。具体的には、エバネッセント波を利用して溶液中での計測が可能な全反射赤外分光法
を利用した差スペクトル測定系を最適化し、イオンチャネル、回転モーターなど種々の膜機能分子に対する測定を行っ
たところ、新たな構造情報が得られた。得られた成果はNatureなどに論文発表した。

研究成果の概要（英文）：In general, vibrational spectroscopy has never been recognized as one of 
structural biology tools, but we have shown that light-induced difference FTIR spectroscopy is a powerful 
tool for the analysis of structural changes in photoreceptive proteins for function. This project aims at 
establishing difference FTIR spectroscopy as a tool of similar analysis for non-photoreceptive membrane 
proteins. We optimized the experimental setup using attenuated total reflection (ATR) FTIR spectroscopy, 
which enabled to obtain difference FTIR spectra upon various stimuli in solution. We obtained structural 
information of ion-channels (potassium, sodium, proton and water channels), ion-pumps that specifically 
bind sodium and chloride ions, rotary motors such as V-type ATPase, GPCRs such as taste-receptor, and 
transporters such as POT. We reported more than 70 articles in Nature, Nature Commun., Nature Nanotech., 
JACS, Angew., PNAS, JPC Letters and JBC during the project period.

研究分野：生物物理学

キーワード： 赤外分光　膜タンパク質　イオン　チャネル　レセプター

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 振動分光法は X 線結晶構造解析や NMR と
違って、それ自身で原子の位置情報を与えな
いため、一般に構造生物学の解析ツールとは
みなされていない。特に、赤外分光法は、タ
ンパク質の溶媒である水の大きな吸収があ
るため、生命科学の研究ツールとしてほとん
ど使われていないのが現状である。しかしな
がら、私はロドプシンなどの光受容タンパク
質が光によって機能発現を制御できること
から、赤外分光法が構造機能相関の研究にお
いて強力な実験解析ツールであることを明
らかにしてきた。 
 それではこの方法はいかに一般のタンパ
ク質に適用できるだろうか？ 本計測手法は
外部刺激による構造変化を赤外差スペクト
ルの形で得る stimulus-induced difference FTIR 
spectroscopy の一種であり、論理的にはあら
ゆる生体分子に対して同様の計測が可能で
ある。しかしながら、現実的には光という優
れた外部刺激と同等の刺激は不可能である
というのが共通の認識であった。赤外分光の
もつ優れた性質を光に応答しないタンパク
質にも一般化できないか、というのは生体分
子の赤外分光において世界をリードする私
が常に考え続けてきた課題であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では赤外差スペクトル法を用いた
構造変化の解析を、光受容タンパク質以外の
系にも拡張する。特に、結晶化が困難なため
構造情報が不十分な膜タンパク質を主要な
研究対象とし、「膜機能分子の構造機能相関」
解明のための一般的な解析ツールとして確
立することを目指す。具体的には、エバネッ
セント波を利用して溶液中で計測が可能な
全反射赤外分光法（Attenuated Total Reflection 
Fouriter-transform infrared spectroscopy; 
ATR-FTIR spectroscopy）を用いることで、イ
オンやリガンド結合などの外部刺激に応答
したスペクトル変化を測定する系を構築す
る。 
 ここで強調できるのは、本手法が水溶性の
タンパク質よりは膜タンパク質の計測に向
いているという点である。全反射赤外セルに
吸着させた水溶性タンパク質や界面活性剤
で可溶化した膜タンパク質はバッファー溶
液を流すことによってセルから剥がれるが、
脂質中の膜タンパク質であれば剥がれない。
従って、基板に特異的に吸着させることなく、
自然な状態で膜タンパク質を赤外セルに吸
着できる。さらに強調できるのは、測定に必
要なサンプル量であり、予備的な実験によれ
ば、わずか 0.005 mg の膜タンパク質試料で計
測が可能である。十分な量の試料が得難い
「膜機能分子の構造機能相関」の解析に、大
きな可能性をもった測定手法である。 
 このような測定系を用いて、構造機能相関
がブラックボックスである膜機能分子、例え
ば、イオンチャネルや回転モーターにおける

イオン結合はどの部位で、イオンがどのよう
な相互作用により結合するのか、さらにそれ
がどのような構造変化を誘起する結果、機能
につながるのか、といった問題を実験的に明
らかにしたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
 エバネッセント波を利用して溶液中で計
測が可能な全反射赤外分光法（ATR-FTIR 
spectroscopy）を膜機能分子の測定に対して最
適化する。目標は光受容タンパク質に対して
我々が実現したレベル（水分子 1 個を捉える
世界最高峰の計測）である。 

その上で、イオンチャネル、回転モーター、
G タンパク質共役型受容体などの測定を行い、
イオン結合やリガンド結合による官能基の
構造変化やタンパク質の構造変化を捉える。
これらの測定により、構造機能相関の理解が
遅れている膜機能分子の動作機構を解明す
る。神取研 2 台、古谷研 1 台の赤外分光装置
が使用可能であり、試料は優れた共同研究者
から提供されると同時に神取研でも調製が
可能である。 

 
 
４．研究成果 
  
(1) チャネルタンパク質の全反射赤外分光 
 15 年以上前に K+チャネル（KcsA）の結晶
構造が報告されてから、チャネル研究は劇的
に変化した。より小さな Na+より 3 桁以上、
効率よく K+を輸送できるしくみを物理化学
の言葉で説明することが可能になったので
ある。特に、主鎖の C=O 基がイオン選択性フ
ィルターを構成していたことは研究者にと
って驚きであり、分子生物学的な実験からそ
の知見を得ることは不可能であった。さらに
KcsA は酸性になると開くチャネルであり、
選択性フィルターの反対側に pH 依存性ゲー
トが存在することがわかっている。現在、K+

の効率的な輸送機構について、多くの理論科
学者も参入して活発な議論が繰り広げられ
ているが、選択性フィルターのイオン認識メ
カニズムに関する構造情報は X 線結晶構造



しかなかった。さらに機能構造である開いた
状態のＸ線構造はなく、最も理解の進んだチ
ャネルといえども、十分な理解は得られてい
ない。 
このような現状のもと、私は全反射赤外分

光計測を用いた解析が新たな構造情報をも
たらすことができると考え、福井大医の老木
成稔博士との共同研究を開始した。特に関心
があったのは、アミドⅠという振動バンド
（主鎖の C=O 伸縮）はふつうタンパク質の二
次構造（α へリックス、β シートなど）を反
映するだけであるが、チャネルは主鎖の C=O
基をイオン認識のために直接、利用しており、
イオン認識という機能構造がダイレクトに
アミドⅠ振動に反映するという稀有な例で
ある。 
全反射赤外分光を用いて KcsA の K+結合型

と Na+結合型の差スペクトルを測定すること
に成功した。アミドⅠの信号はイオン認識を
直接、反映した信号であり、本データはチャ
ネルのイオン認識という機能過程に伴う振
動の変化を捉えた世界で最初の例である
（Furutani et al. J. Phys. Chem. Lett. 2012）。注
意すべきなのは、単結晶が得られタンパク質
構造をモデル化したら終了となるＸ線結晶
構造解析と異なり、図の差スペクトルが得ら
れた、というのは構造機能相関解明の出発点
であるということである。どの部位でどんな
構造変化が起こっているのかを明らかにす
るため、基盤研究の期間は終了したが、アミ
ノ酸変異や同位体標識を用いた研究が進行
中である。 

 
 KcsA において大きな手応えを得ることが
できたため、スイスの Li 博士との共同研究で
Na+チャネル、岡村博士（阪大医）との共同
研究でプロトンチャネル、安井博士（慶応大
医）との共同研究で水チャネルの研究を行っ
ており、系統的なイオンチャネルの赤外分光
により、輸送されるイオンの特異的な結合メ
カニズムを解明したいと考えている。 

 
(2) 回転モータータンパク質の全反射赤外分
光 
 千葉大の村田武士博士らは、V 型 ATPase
の膜内ローターを結晶化することに成功し
た。ATP の加水分解エネルギーを利用して
Na+を能動輸送するこの膜タンパク質は、有

名な FoF1-ATPase と同様、膜内部分の回転運
動が加水分解とイオン輸送を仲立ちしてい
ると理解されているが、膜内部位だけの結晶
構造からは機能と結びつけた議論は困難で
ある。そこで我々は、ATR-FTIR を用いて、
Na+の有無における差スペクトルの測定を試
みた。分子量 70 万という巨大なタンパク質
複合体であるが、差スペクトルを測定するこ
とに成功した（Furutani et al. J. Am. Chem. Soc. 
2011）。さらに赤外分光計測の後に ATPase の
活性が保たれていたことを確認した。本計測
手法は、脂質中の膜タンパク質を非特異的に
赤外セルに吸着させて実験しており、きわめ
て天然の環境に近いと考えていたが、それを
証明する結果となった。さらに、V 型 ATPase 
の全長試料の調製は容易なことではないが、
0.005 mgの試料で測定が可能なこの手法の特
長を顕著に示している。興味深いことに、全
長の構造変化は回転モーターのみの構造変
化とほとんど一致していた（Furutani et al. J. 
Am. Chem. Soc. 2011）。この事実は、Na+の結
合解離により大きな構造変化が起こらない

ことを示しており、この回転モーターのメカ
ニズムに対して重要な情報を提供すること
ができた。なお私は古谷博士、村田博士とと
もに X 線結晶構造解析と赤外分光から得ら
れた知見をまとめて invited review として発
表したが、新しい視点での総説として評価を
得ている（Kandori et al. Biochim. Biophys. Acta 
2015）。 
 
(3) ロドプシンに対するイオン結合の全反射
赤外分光 
 本研究の課題は「光に応答しない膜タンパ
ク質」を対象とした赤外分光であるが、研究
期間内に興味深いロドプシンが見つかった。
光駆動ポンプとして光エネルギー変換を担
うロドプシンは H+ポンプと Cl-ポンプしかあ
りえないというのが分野の常識だった。とい
うのは、活性中心に存在するレチナールシッ
フ塩基がプロトン化して正電荷を持つため
Na+などの陽イオンは近傍に結合できず、結
合できないのであればポンプできないと考
えられたためである。しかしながら、我々は
光駆動 Na+ポンプを発見して世界を驚かせた
（Inoue et al. Nature Commun. 2013）。本論文の
作成にあたって、（これまでの予想通り）こ
の Na+ポンプは Na+を無くしても色が変わら
ず、Na+結合部位を持つかどうかは可視吸収



スペクトルからは判定できなかった。このと
きに切り札となったのが全反射赤外分光で
あった。Cl-と Br-では差のないスペクトルが
得られたのに対し、Na+と K+では有意な信号
が得られ、変異体を用いた解析も合わせて
Na+結合部位は細胞外側表面に存在すること
を証明した。 

 
 その後、光駆動 Na+ポンプの結晶構造解析
が世界中の競争となったが、我々は東大・濡
木グループとの共同研究により構造決定に
成功した。ただし分解能の関係もあって Na+

結合部位を帰属できず、このときにも活躍し
たのが反射赤外分光であった。得られた結晶
構造をもとに変異体の機能解析と全反射赤
外分光解析を組み合わせることで、細胞外側
表面の結合部位に関する知見を得ることが
できた。 

なおこの論文は構造解析と機能解析、光遺
伝学応用と自然界に存在しない光駆動 K+ポ
ンプの創成を実現し、すべてをまとめた重厚
な論文として Nature 誌に Article として発表
した（Kato et al. Nature 2015）。 
 
 全反射赤外分光を用いた最高精度の測定
系の構築には光駆動 Cl-ポンプであるハロロ
ドプシンを利用した。我々はタンパク質に結
合した 1 個の水分子の振動を光誘起赤外差ス
ペクトル分光法で検出できることを明らか
にしてきたが、ここで取り組んだのは光誘起
系ではなく全反射赤外分光によってそれを
実現できるか、という課題であった。我々は
測定系を最適化することにより、ハロロドプ
シンへの Cl-結合に伴い水分子の水素結合変
化を溶液中で測定することに成功した
（Fukuda et al. BIOPHYSICS 2013）。 
 

 
(4) イオン結合ではなくリガンド結合に対す
る全反射赤外分光 
 これまでに紹介した研究対象は、すべてイ
オンの結合に由来する構造変化の解析であ
る。それ自身が振動をもたない Na+や Cl-など
のイオン結合に由来する全反射赤外分光計
測と比較して、内部振動をもった低分子化合
物の結合による差スペクトルを測定するこ
とはより難しい実験となる。しかしながら、
G タンパク質共役型受容体の構造解析などに
取り組むためには、リガンド結合による差ス
ペクトル測定を実現するのは必須である。そ
こで研究期間の 5 年間において、イオン結合
だけでなく受容体や輸送体に対するリガン
ド結合に伴う全反射差スペクトルの測定を
試みた。具体的には、G タンパク質共役型受
容体としてヒトの苦味に対する味覚受容体、
輸送体としてはペプチド輸送体を選び、前者
は京大霊長研の今井グループ、後者は東大・
濡木グループとの共同研究として行った。 
 苦味受容体については、視物質と同様の抗
体カラムを用いた試料の精製を試み、ある程
度の純度をもった精製試料を調製して全反
射赤外分光測定を試みてきたが、現段階で論
文化できるようなデータを得るには至って
いない。今後、さらに条件を検討することで
G タンパク質共役型受容体に対するリガンド
結合の差スペクトル測定を実現したいと考
えている。 
 一方、ジペプチド輸送体については濡木グ
ループが立体構造を決定した試料を膜に再
構成し、Ala-Ala のジペプチド結合に伴うス
ペクトル測定に成功した（Doki et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 2013）。興味深いことに、
ジペプチドの結合によりαへリックス構造
が歪むことがわかった。 

 
 以上の研究成果は 2010.4.-2015.3. の 5 年間
で、74 報の学術論文、399 件の学会発表、9
件の図書として発表し、高い評価を得ること
ができた。 
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