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研究成果の概要（和文）：医学・生理的に重要な役割を果たしているABCトランスポータ・スーパーファミリー
に共通したATP 依存性駆動ドメイン（NBD エンジン）の作動メカニズムとその異常についての研究を、CFTRチャ
ネルをモデルとして、高速原子間力顕微鏡(高速AFM)を含む複数の１分子測定法を組み合わせて行なった。
その結果、CFTR分子の細胞内側に存在する、活性調節(R)ドメインを含めたNBDエンジン部分の1分子動態観察に
成功した。さらに分子間相互作用の高速AFM観察技術の確立をめざした抗原-抗体反応の直接観察および病因性
CFTR変異体の分子生理学・薬理学的研究で成果を挙げることができた。

研究成果の概要（英文）：ABC transporter superfamily is one of the biggest protein families which 
members play essential physiological roles in human. The members in the ABC transporter superfamily 
share highly-conserved Nucleotide Binding Domain (NBD) underlying their ATP-driven mechanisms. We 
investigated molecular mechanism of the ‘NBD engine’ in an ABC member, Cystic Fibrosis 
Transmembrane Regulator (CFTR) using single-molecular measuring methods including high-speed atomic 
force microscopy (HS-AFM).
We succeeded the first direct observation of dynamics of the intracellular complex consisting of two
 NBDs and regulatory (R) domain in CFTR using HS-AFM. We also obtained results in the direct 
observations of binding/unbinding process between AQP4 and anti-AQP4 antibody as a model of the 
molecule-molecule interactions. In addition, we performed several molecular 
physiological/pharmacological studies for disease-associated CFTR mutants.

研究分野： 分子生理学・薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ATP Binding Cassette (ABC)トランスポ
ータスーパーファミリーは、相同性の非常に
高い ATP 加水分解ユニット Nucleotide 
Binding Domain (NBD) を共通して持つ蛋白
質スーパーファミリーで、そのメンバーの多
くは、NBD に結合した ATP を加水分解しなが
ら、有機アニオンや薬剤の能動輸送をはじめ
とする様々な異なる生理的機能を発揮して
いる膜蛋白である。 
(2) ABC トランスポータ・スーパーファミリ
ーのメンバーは、その多様な機能に対応して
それぞれ大きく異なる構造の Membrane 
Spanning Domain (MSD) を持っているにもか
かわらず、ほぼ共通した構造を持つ NBD によ
って駆動されている(図１)ことから、NBD は
他のドメインには依存しない独立性の高い
動作メカニズムを持っていると考えられる。
したがって、この NBD は、バーサタイルなナ
ノレベルの ATP 加水分解エンジン“NBD エン
ジン”であると捉えることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．ABC トランスポータ・スーパーファミリー 

 
(3) 最近の研究により、NBD エンジンは、ふ
たつの NBD がそれぞれの Walker A & B motifs 
と他方の NBD の Signature sequence と向か
い合わせの位置にあって２つの ATP 結合部
位(ABP1&2)を形成しており、それぞれが ATP 
を１分子ずつ挟み込んだ形で NBD 二量体の
形成・解離を繰り返して機能するという作業
仮説(図２)が唱えられているが、直接的な確
証は得られていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．ＡＢＣトランスポータＮＢＤエンジン 

 
 
(4) ABC トランスポータ・スーパーファミリ
の 一 員 で あ る Cystic Fibrosis 
Transmembrane conductance Regulator 
(CFTR) チャネルはこのスーパーファミリー
の中で唯一イオンチャネルとして機能して
おり、NBD の二量体化に伴ってチャネルゲー
トが開き、NBD 二量体の解離によってチャネ
ルゲートが閉じると考えられている(図３)。
このように、CFTR ではパッチクランプ法に

よってシングルチャネル電流を測定・モデル
解析することによって、一分子レベル・リア
ルタイムで NBD における ATP 結合‐加水分
解‐解離サイクルの情報を得ることができ
る。このことから、申請者は、CFTR をモデ
ルとして用いることによって“NBD エンジ
ン”の動作メカニズムの研究を行ってきた。 
 

 
図３．CFTR チャネルのゲーティングモデル 

 
(5) しかし、上記の結論は、CFTR から得ら
れたシングルチャネル電流という機能デー
タを構造モデルに基づいて解釈しただけ
(Structure-guided functional study)であ
り、ある意味、単なる類推に過ぎないことを
否めない。さらにチャネル以外の機能を持つ
他の ABC トランスポータを研究対象にする
ことはできなかった。 
 
(6)最近、金沢大学安藤敏夫教授のグループ
によって、溶液中で機能中の生体分子を電子
顕微鏡レベルの空間分解能とビデオレート
に迫る時間分解能で直接観察することを可
能にした革新的な 1分子観察技術・高速原子
間力顕微鏡（高速 AFM)が開発された。 
 
２．研究の目的 
(1) ABC トランスポータ・スーパーファミリ
ーは、P-glycoprotein や CFTR など医学的に
非常に重要な膜輸送蛋白を数多く含んだス
ーパーファミリーであり、そのメンバーは共
通した ATP 依存性駆動ドメイン（NBD エンジ
ン）を持っている。この NBD エンジンの作動
原理の理解とそれに基づく活性制御技術は、
医療そしてナノ科学を通じて人類に多大な
益をもたらすと期待される。 
(2)本研究では、高速 AFM による１分子ライ
ブイメージングを中心として、シングルチャ
ネル電流測定等、複数の最新１分子測定法を
組み合わせることで NBD エンジンの力学的
作動様式およびその駆動原理の解明をめざ
す。 
 
３．研究の方法 
本研究における基本目標は、NBD エンジンの
力学的作動様式およびその駆動原理の解明
である。 
(1) NBD エンジンの動作サイクル中における
構造変化の直接観察と動作機構の解明 
高速 AFM を用いて、溶液中で作動中の
CFTR(ABCC7)、P-gp(ABCB1)および ABCF2 の１
分子動態イメージングを行う。野生型におけ



る ATP の有無による比較、様々な ATP 非加
水分解型変異体や非加水分解 ATP アナログ
が NBD エンジンの動態に影響を調べること
により、NBD の機械的な構造変化を明らかに
し、現在広く受け入れられている NBD2 量体
仮説を検証する。 
(2) NBD エンジンの基本構造単位および MSD 
からの独立性とその分子基盤の解明 
ABC トランスポータの大きな特徴としては、
大きく構造・機能の異なる MSD を基本構造が
共通な１種類の NBD が駆動しているという
NBD エンジンが持つバーサータイル（汎用）
性がある。主に CFTR 変異体のシングルチャ
ネル電流測定により機能面からこのバーサ
タイル性の構造基盤を明らかにする。 

上記の２課題はお互いに密接な関係に
あり、これら実験および結果の検討は相補的
に行う。 
 
４．研究成果 
(1) CFTR チャネルの高速原子間力顕微鏡(高
速AFM)を用いた1分子動態観察を中心に研究
を行なった。まず、単離精製した可溶化 CFTR
蛋白の高速 AFM 観察を行なった。この条件下
では CFTR は AFM ステージ上で横倒位になっ
ており、以前の単粒子解析(SPA)の 結果と同
様に、卵型の CFTR 分子が 2 量体を形成して
いるのが確認できた。さらに SPA では捉える
ことができなかった活性調節(R)ドメインと
思われる構造物が、CFTR 分子の細胞内側底面
部で揺らいでいるのを観察できた。これは、
CFTRにおけるRドメインの分子内での位置お
よび動態について初めて得られた情報であ
る。 
 
(2) CFTR は Rドメインが PKAによるリン酸化
を受けることによって活性化される。そこで、
PKA 触媒サブユニットを添加して高速AFM観
察を行なったところ、PKA 触媒サブユニット
がRドメインを含めた細胞内側ドメインに繰
り返し接触・解離する様子が観測できた。し
かしながら、それに引き続いた Rドメインの
構造および動態の変化は観察できなかった。
これは、限られた観察時間に加えて、AFM ス
テージ上での横倒位という非生理的環境に
起因しているのではないかと考えられた。 
 
(3) そこで、より生理的な環境下で実験を行
なうために、AFM ステージ上に展開した脂質
2重膜中に CFTR を再構成して、高速 AFM 観察
を行なった。その結果、CFTR2 量体における
RおよびNBD1/2ドメインと思われる計6つの
ドメインが揺らいでいるのが直接観察でき
た。しかしながら、CFTR の脂質 2重膜への挿
入の成功確率が低く、確証を得るに十分なデ
ータを得るためには、より大量の CFTR 蛋白
を発現・精製するシステムの確立が必要であ
ると考えられた。 
 
(4) 異なる複数の分子間の相互作用は、生命

システムを構成している最も重要な基本プ
ロセスのひとつである。そこで、CFTR１分子
動態観察に加えて、分子間相互作用の高速
AFM 観察技術の確立をめざし、水チャネル
AQP4 への抗 AQP4 抗体の結合動態の直接観察
を試みた。発現・精製した(M23-)AQP4 を、高
速AFMステージ上に展開したリン脂質２重膜
に組み込み、特徴的なアレイ構造を取らせる
ことに成功した。 
(5)この規則アレイ中の M23-AQP4 は、細胞内
側を AFM ステージ側に、細胞外側を AFM 探査
針側に向けていることが、高速 AFM による表
面構造と結晶構造との比較、およびそれぞれ
AQP4 細胞外および内ドメインを抗原とする
抗体の結合の可否から確認できた。この
(M23-)AQP4 アレイに抗 AQP4 モノクロナール
抗体を投与して、高速 AFM による抗原－抗体
反応の 1 分子レベルの直接観察に成功した。 
 
(6) 上記の実験に加え、病因性 CFTR 変異体
の分子生理学・薬理学的研究を行なった。さ
らに、国際共同研究として、膵β細胞におけ
るインスリン分泌機構における CFTR の役割
の解明や、MD シミュレ―ションを用いた NBD
二量体化における水のエントロピー・エンタ
ルピーの寄与についての理論的研究を行な
った。 
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