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研究成果の概要（和文）：イオンチャネルに関しては，新規に同定したMg2+チャネルMgtE，TRICチャネル，P2X
チャネルに関して高分解能の結晶構造に基づき，基質認識機構，輸送制御機構を解明した.トランスポーターに
関しては，Ca2+/H+交換輸送体CAX，Fe2+排出輸送体FPN，糖の排出輸送体SWEET，ペプチド輸送体POT，アミノ酸
排出輸送体YddG，多剤排出輸送体MATE，膜蛋白質の膜組み込みに働くYidCの高分解能構造を決定し，基質認識機
構，輸送機構を解明した.また，チャネルロドプシン，光駆動型Na+ポンプKR2の高分解能構造を決定し，光によ
る輸送駆動機構を解明した.

研究成果の概要（英文）：Regarding ion channel, we solved high-resolution crystal structures of 
newly-identified Mg2+ channel MgtE, TRIC channel, P2X channel, and elucidated their substrate 
recognition mechanisms and gating mechanisms. For membrane transporters, we solved high-resolution 
crystal structures of Ca2+/H+ exchanger CAX, Fe2+ exporter FPN, sugar transporter SWEET, peptide 
transporter POT, amino acid exporter YddG, multi-drug exporter MATE, membrane protein integrator 
YidC to elucidate their substrate recognition mechanisms and transport mechanisms. We also solved 
high-resolution crystal structures of channel rhodopsin and light-driven Na+-pump KR2, which 
suggested how these rhodopsin channel/pump are gated upon light perception.  

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： X線結晶構造解析　チャネル　トランスポーター　遺伝学　電気生理学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
細胞膜は細胞の内外の境界を決め細胞質を
外部環境と異なる状態で維持し，細胞の生
存にとって不可欠な役割を果たす．物質を
生体内外に輸送することでこの異なる環境を
作り出しているのが，膜に埋め込まれた輸送
体蛋白質である．しかしながら，輸送体を含
む膜蛋白質は試料調製などの問題から立体
構造決定は困難であり，その分子機構の理
解は世界的にも限られた状況にあった． 
 

２． 研究の目的 
我々は，膜輸送体が機能する分子機構に関
して，(A) その機能の本体である「輸送の
機構」を中心とし，(B) 輸送する基質の識
別機構，(C) 輸送の制御機構を明らかにす
ることを目的とした．ターゲットとしては，
イオン輸送体，有機物の輸送体，物理的刺
激で活性化される輸送体に焦点を当てた. 

 
３． 研究の方法 

我々は，1. X 線結晶構造解析による構造
的基盤の解明，2. 分子動力学(MD)シミュ
レーションによるダイナミクスの解明，
3. in vivo/vitro における機能解析による
実験的な検証，３つの手法を協奏的に駆使
することで上記 3 つの膜輸送体の分子機
構を解明した．特に，真核生物の膜蛋白質
を動物細胞にて大量調製する技術，抗体や
環状ペプチドといった”binder”を用いて
動的な膜蛋白質の構造を安定化し結晶を
改善する技術，脂質中にて結晶化を行う
LCP 法の技術等，膜蛋白質の高分解能構
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 
イオンの輸送機構  
Mg2+チャネル MgtE 細胞質ドメインを切除し
た膜貫通ドメインと，Mg2+，Mn2+，Ca2+との複
合体の結晶構造を 2.3, 2.2, 3.0Å分解能で
解析することにより，MgtE が完全水和状態の
Mg2+を認識し（図 1），また細胞外の 2 つの遷
移金属結合部位に遷移金属が結合すること
でアロステリックに輸送が制御されること
を，電気生理学解析を用いて明らかにした
（Nature Commun., 2014）．また，MgtE と ATP
の複合体の結晶構造を決定し（図 1），細胞質
ドメイン（CBS ドメイン）に ATP が結合する
ことで，MgtE が閉構造を取るための細胞内
Mg2+濃度閾値が 2mM に下がることを電気生理
学解析により解明した（Nature Commun., 
2017）．  

図 1. MgtE の Mg2+認識部位と ATP 結合部位 

TRIC チャネル 小胞体は細胞質に Ca2+を放出
することで，筋細胞の収縮，神経伝達物質の放
出，細胞死や細胞増殖など様々な生理反応を引
き起こす。新規に同定された TRIC チャネルは、
小胞体や筋小胞体からのCa2+放出と同調してK+

を内腔へと導くカウンターイオンチャネルと
して働く．我々は，真正細菌である Rhodobacter 
sphaeroides 及び古細菌である Sulfolobus 
solfataricu 由来 TRIC チャネルの構造をそれ
ぞれ 3.3Åおよび 2.6Å分解能で明らかにした
（図 2）（Cell Res., 2016）．TRIC チャネルは
3 量体を形成しており，
電気生理学解析の結果，
モノマーごとにチャネル
が存在するが，3 量体形
成により安定した K+輸送

を行なうこと，そ
の輸送が脂質によ
って制御されるこ
とを示唆すること
に成功した． 

P2X チャネル P2X 受容体は真核生物特有のカ
チオンチャネルで、ATP が結合することでイオ
ン透過を誘起し細胞内シグナル伝達経路を活
性化する。P2X 受容体はヌクレオシド三リン酸
の中で ATP を強く認識するが、その一方で CTP
は弱く認識しGTPやUTPは全く認識しない事が
知られてきた。我々は X線結晶構造解析により
CTP 結合型で P2X 受容体の構造を決定した。そ
して、既知の ATP 結合型構造との比較や電気生
理解析を行うことで、P2X 受容体の ATP と CTP
の識別に、保存性の高い Thr 残基に由来する水
素結合の数が関与することを明らかにした
（Sci. Rep., 2017）. 

Ca2+/H+トランスポーターCAX  Ca2+/カチオン
交換輸送体（CaCA）の機能不全は，ヒトにおい
て高血圧を惹起する．我々は， Ca2+/H+交換輸
送体 CAX の結晶構造を 2.3Å分解能で決定し
た結果，コアドメインとゲーティングバンドル
から構成されることが明らかになった（図 4）
（ Science, 2013）．既に発表されている
Ca2+/Na+交換輸送体の構造が細胞外開構造であ
ったのに対し，本構造は細胞内開構造であった．
2つの構造の比較から，CaCA は，ゲーティング
バンドルがコアの上の疎水性パッチ上を滑る
ことにより，ゲーティングへリックスが半回転
し，その上の親水性クラスターが，細胞外側の
透過孔を向いたり，細胞内の透過孔を向くこと
を繰り返すことで，細胞外開構造と細胞内開構
造の間を構造変化することを明らかにした．さ
らに，ゲーティングバンドルが滑るための疎水

図 2．TRIC チャネル 

の結晶構造 

図 3．P2X と CTP の複合体構造 



性パッチは，H+や Ca2+の結
合に依存して形成される
ことが明らかとなり，陽
イオン依存的な構造変換
の機構を解明した． 
 
 
 
Fe2+トランスポーターFPN フェロポルチン
(FPN)は細胞からの二価鉄排出を担う膜貫通型
の輸送体であり、生体内の鉄恒常性制御におい
て重要な役割を担っている。FPN はペプチドホ
ルモンであるヘプシジンによる制御を受けて
おり，慢性炎症によりヘプシジンの分泌が増大
すると，慢性鉄欠乏生貧血を惹起する．FPN に
よる鉄輸送の分子基盤解明のため、原核生物由
来 FPN ホモログの結晶構造解析を試みた。
Lipidic Cubic Phase 法による結晶化の結果、
FPNホモログの結晶構造を異なる二状態で決定
することに成功した。またリポソームを用いた
生化学解析の結果、輸送基質結合部位や基質選
択機構を解明した。 

 
 

 
 

有機物の輸送機構  
新規糖トランスポーターSWEET ヒトや植物，バ
クテリアの細胞は，糖分子を細胞へ取り込んだ
り，また排出したりすることで生命活動に必要
なエネルギーを得ている．近年，このような細
胞への糖分子の取込みや排出を SWEET ファミ
リーと呼ばれるタンパク質群が担っているこ
とが判明した．我々は，バクテリア由来のSWEET
ファミリータンパク質である SemiSWEET の立
体構造を，2つの異なる状態で決定することに
成功し，これらの構造から，SemiSWEET は細胞
膜上で内向き開口状態と外向き開口状態の 2
つの状態を行き来することで，糖分子を透過さ
せることを明らかにした（図 6）（Nat. Commun., 
2015）．さらに，SemiSWEET では，“PQ-ループ”
モチーフ中の Pro 残基が丁番の働きをするこ
とで，「洗濯バサミ」のように動いて状態を行
き来することが明らかになった． 

 
 

 
 
 

ペ プ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ ー POT POT 
(Proton-dependent oligopeptide 
transporter)はプロトンの濃度勾配を利用し
てオリゴペプチドを細胞内に取り込む輸送体
である．ヒトのホモログ PepT1, 2 は，小腸の

絨毛細胞において，本来の基質であるペプチド
の取り込み以外に，経口摂取した薬剤の血流へ
の取り込みにも働いている．また，POT は MFS
（Major Facilitator Superfamily）に属する
輸送体であり，内向き開口状態，閉状態，外向
き開口状態の３つの構造を繰り返して輸送を
行なうことが報告されている．我々は，細菌由
来 POT に関して，内向き開口状態の構造を 1.9
Å分解能で解明し，MD シミュレーションと組
み合わせることで，ア
スパラギン酸残基のプ
ロトン化に伴ってジペ
プチドが結合すること
で，内腔表面の電荷分
布が変化し，内向き開

口状態から閉状
態に移行する機
構を示唆するこ
と に 成 功 し た
（図 7）（PNAS, 

2013）． 
 
多剤排出トランスポーターMATE MATE は，腎臓
や肝臓において，H+や Na+の濃度勾配を利用し
て細胞にとって異物となる多様な物質を細胞
外に排出する膜輸送体である．しかし，このよ
うな多剤排出輸送体は，抗生物質の効かない病
原菌や抗がん剤の効かない癌細胞出現の主因
となっており，近代医療への脅威となっている．
我々は，H+駆動型 MATE と薬剤基質および環状
ペプチドとの複合体の結晶構造を2.1Åという
高分解能で決定することに成功した（図 8）
（Nature, 2013）．MATE は外向き開口構造を取
っており，外淵に存在するアスパラギン酸残基
がプロトン化することで，第一膜貫通ヘリック
スが折れ曲がり，これにより薬剤結合ポケット
が塞がれることで，薬剤が細胞外に放出される，
という新規の分子メカ
ニズムを，世界に先駆
けて解明した．さらに，
東京大学の菅博士と共
同研究でスクリーニン
グした環状ペプチドと
MATEの複合体の結晶構
造を解明し，本環状ペ
プチドが薬剤ポケット
を占拠することでMATE

の輸送活性を阻害
することを発見し，
これまで阻害剤開
発が不可能であっ

た MATE に対するペプチド創薬の道を開いた． 
YidC 我々はさらに，低分
子だけでなく蛋白質の膜
輸送を行う輸送体の構造
機能研究を発展させてき
た．その最後の役者とし
て，膜タンパク質を膜に
組み込む膜タンパク質

YidC の結晶構造を

図 4．CAX の構造 

図 5．FPN の構造 

図 6． SWEET の構造 

図 7．POT とジペプチド 

アナログの複合体構造 

図 8．MATE と抗生 

物質との複合体構造 

図 9．YidC の構造 



2.4Å分解能で決定した（図 9）（Nature, 2014）．
その結果、脂質内部に開いた親水性の凹みが存
在し、その中のアルギニン残基が基質膜蛋白質
の細胞外ループ上の負電荷を脂質中で強く引
きつける結果、膜組み込みが惹起されるモデル
を提唱することに成功した. 
物理刺激による輸送制御 
光駆動型カチオンチャネル・ポンプ チャネル
ロドプシン（ChR）は青色光を受容するとイオ
ン透過孔が開き，Na+や Ca2+といった陽イオンを
通す光駆動型陽イオンチャネルである．近年脳
神経科学の分野において，生きたマウスの特定
の神経細胞に ChR を強制発現させ，極細の光フ
ァイバーを用いてその神経細胞のみを選択的
に脱分極・活性化させ，その神経細胞・神経回
路が行動に与える影響を解析できるようにな
った（光遺伝学）．我々は，世界に先駆けて ChR
の結晶構造を 2.3Å分解能で決定した（図 10）
（Nature, 2012）．ChR は負の電荷表面を持つ
イオン透過孔を持ち，その細胞質側が 2つのゲ
ートによって塞がれていた．構造に基づいて変
異体を作製し，ヒト細胞
上でパッチクランプ解析
を行った結果，この透過
孔が実際に陽イオンを輸
送することを明らかにし
た．さらに，MD シミュレ
ーションにより，光照射
によりチャネルが閉構造
（基底状態）から開構造
に変化する初期反応のダ
イナミクスを解明するこ
とに成功した（論文改訂
中）．さらに最近，緑色光
で駆動される Na+ポンプ KR2 の立体構造を 2.3
Å分解能で決定し，濃度勾配に逆らって Na+を
輸送する機構を原子分解能で解明した（図 11）
（Nature, 2015）．さらに，KR2 が，これまで
の光駆動型Cl-チャネルやアーケロドプシンと
異なり非侵襲的で，ニューロンの発火を長時間
にわたって抑制することのできる極めて有用

な抑制性の光遺伝

学ツールとして使える
技術を確立した． 
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