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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質の構造や動態への膜電位の影響を明らかにすることは、神経細胞での生
体電気信号の発生の分子機構などを解明するために重要である。本研究では、赤外分光解析系を開発することで
膜タンパク質の機能発現過程での構造変化や水素結合変化を赤外スペクトルの変化から明らかにすることを試み
た。表面増強効果、脂質二重膜への再構成法等の条件検討を行い、カリウムチャネルや光受容タンパク質につい
て膜電位存在下での赤外分光解析を行う基礎的な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Effect of membrane potential on the structure and dynamics of membrane 
proteins must be important for elucidating their molecular mechanisms such as generation of action 
potential in a nerve cell. In this study, we aimed to develop a new technique of infrared 
spectroscopy for analyzing changes in a protein structure and its internal hydrogen bonds under the 
membrane potential. Surface-enhancement of infrared absorption and reconstitution of membrane 
proteins have been examined. We obtained several results useful for conducting infrared spectroscopy
 on membrane proteins under existence of the membrane potential in future.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

視覚、嗅覚、味覚、聴覚、触覚等の五感に
おいては、光、匂い分子、味物質、音、物理
的刺激など、それぞれの刺激を受容する膜タ
ンパク質がはたらいている。また、受容した
情報は生体電気信号として神経繊維を通じ
て、脳へと伝達されている。生体電気信号の
源は細胞膜に存在するイオンチャネルと呼
ばれる膜タンパク質のはたらきによる。細胞
の生理応答を理解する上で、このような膜タ
ンパク質の動作機構を解明することは重要
である。 

そのため、目的とする膜タンパク質を大量
発現し、可溶化・精製後に、様々な物理化学
的手法により構造や物性を解析する方法が
試みられている。特に X線結晶構造解析は詳
細な立体構造情報を原子レベルで与える手
法であるため、タンパク質の分子機構を解明
する切り札のような手法として捉えられて
きた。しかしながら、タンパク質は揺らいで
おり、外部刺激に対する構造変化など、動的
な側面が機能発現に重要であることも知ら
れている。 

また、細胞には膜内外のイオン組成や濃度
（主にカリウムイオン）の違いから、外部電
位を 0 とした場合に60～80 mV 程度の静止
膜電位が常時存在する。さらに、神経細胞な
どではナトリウムイオンを透過するチャネ
ルが開くことで、脱分極応答時には+50～+80 
mV 程度まで瞬時に変動する（図 1）。脂質二
重膜の両側の電位勾配は約105 V/cmにもなり、
非常に大きな勾配である。このような膜電位
の存在が膜タンパク質の構造やその動態に
どのような影響を及ぼしているのかについ
ては不明な点が多く、タンパク質を結晶状態
で扱う X線結晶構造解析では膜電位の効果を
解析することは原理的に困難である。 

 

２．研究の目的 

膜タンパク質は、細胞外の環境情報を細胞
内に伝達するなどの重要な役割を果たし、静
的な立体構造については X線結晶構造解析に
よって原子レベルでの解明がなされている。
しかしながら、膜電位がどのように構造や動
態に影響するのかなど不明な点が多い。一方、
パッチクランプ法などの電気生理解析では、

様々な膜電位におけるイオンチャネルなど
の機能解析が可能であるが、構造に関する情
報を得ることは困難である。 

本研究では、赤外吸収スペクトルを高感度
に計測する顕微赤外分光計測法を開発し、膜
電位存在下での膜タンパク質の動的構造変
化の計測系を構築することを目的としてい
る。 

本研究の対象とする膜タンパク質の一例
として、細胞外情報を受容・伝達するイオン
チャネルや Gタンパク質共役型受容体（GPCR）
等の膜受容体を挙げる。本研究では、分子の
基準振動に基づく赤外吸収スペクトルから、
膜タンパク質の微細な構造変化および水素
結合変化を解析し、機能発現過程でのタンパ
ク質の構造変化を明らかにすることを目指
す。 
 

３．研究の方法 

以下の２つの研究項目を中心に研究を進
めた。 
(1) 高感度顕微赤外分光計測法の開発 

膜タンパク質の構造への膜電位の影響を
明らかにするためには、①膜タンパク質を、
活性を保ったまま、脂質二重膜に再構成し、
②それらの電気生理的な応答を確認しなが
ら、③赤外吸収スペクトルの計測を行う必要
がある。 
① 膜タンパク質（カリウムチャネル、光感
受性ロドプシン類など）を COS-1 培養細胞に
発 現 し 、 界 面 活 性 剤 （ n-Dodecyl--D- 
maltoside; DDM）により可溶化後、His-tag
もしくは抗体タグにより精製を行った。界面
活性剤を含む脂質懸濁液に混合後、透析もし
くはバイオビーズにより界面活性剤を除去
することで、脂質二重膜に再構成を行った。 
② テフロンシートに 100 m 程度の貫通孔を
パンチにより作成し、デカンに溶かした脂質
溶液を塗布することで平面脂質二重膜を形
成させ、カリウムチャネル分子を取り込ませ
た。パッチクランプ増幅器により膜電位を固
定することでチャネル電流の計測を行った。
平面脂質二重膜法では福井大学の老木成稔
教授に協力いただいた。 

また、カリウムチャネルの活性確認では以
下の手法も適用した。まず、プロトン感受性
蛍光色素 ACMA を含む高濃度カリウム溶液中
でリポソームに再構成させ、低カリウム濃度
の緩衝液に希釈した。その後、プロトン透過
試薬 CCCP を加えると、リポソーム内からカ
リウムイオンがチャネルを介して流出する
に伴って CCCP によりプロトンが内部に流入
する。カリウムイオンの流出を、プロトンの
流入による ACMA の蛍光強度の減少から計測
した（A. N. Miller and S. B. Long, Science 
2012）。 
③ 赤外吸収スペクトルの計測を実現するた
めに、全反射赤外分光用シリコン結晶の表面
に金薄膜を形成させることで表面増強効果
をもたらす条件の検討が必要となる。真空蒸

 

図１ 膜タンパク質にかかる膜電位 



着装置により金ワイヤを蒸発させ、シリコン
結晶上に蒸着することで金薄膜を形成させ
た。 
(2)膜タンパク質の分子機構解明に向けた研
究  

イオンチャネルに加えて、GPCR 等の膜受容
体の環境情報感知に伴う構造変化を解析し、
イオン透過機構や情報伝達機構の解明を目
指した。具体的に取り組む膜タンパク質とし
て、カリウムチャネル、光開閉チャネルロド
プシン、視物質ロドプシンやメラノプシン
（GPCR の一種）などを対象とした。 
 
４．研究成果 
(1) 高感度顕微赤外分光計測法の開発  
① 表面増強赤外分光計測に適した金薄膜の
形成条件を確認した。それに関連して、GroEL
タンパク質の構造転移に関する共著論文の
発表に寄与した（J. Chen et al. Sci. Rep. 
2014）。 
② 表面増強赤外分光計測により、カリウム
イオンやナトリウムイオンを選択的に吸着
するクラウンエーテルのイオン包摂に伴う
赤外吸収スペクトル解析の結果を共著論文
として発表した（Y. Inokuchi et al. New J. 
Chem. 2015）。 
③ タイのチュラロンコン大学との共同研究
として、PDMS（dimethyl- polysiloxane）に
よるマイクロ流路を作成し、顕微赤外分光法
によりフェリシアン化カリのアスコルビン
酸による還元反応を追跡した（M. Srisa-Art 
and Y. Furutani, Bull. Chem. Soc. Jpn. 
2016）。さらにインターンシップ生とともに、
電気化学計測に用いるポテンシオスタット
をマイクロ流路に組み込まれた電極に接続
し、フェリシアン化カリやシトクロム cなど
の酸化還元に伴う赤外吸収スペクトルの変
化を赤外顕微鏡で計測した。 
④ 膜タンパク質試料の脂質二重膜中での赤
外分光計測について、ほ乳動物由来のカリウ
ムチャネルの一種である TWIK-1 で条件検討
を進め、チャネル活性が確認された脂質系
POPE/POPG（モル比 3:1）で計測を行うことが
重要であることが分かった。今後、膜電位存
在下での計測を適用するにあたっても参考
になる知見である 
(2) 膜タンパク質の分子機構解明に向けた
研究 
① ほ乳動物由来のカリウムチャネルの一種
である TWIK-1 に関して、全反射赤外分光計
測によって得られたアルカリ金属イオンと
の相互作用の解析データについて、結晶構造
解析との比較などから、特異な相互作用に関
する知見を得た。 
② GPCR の一種であり視物質ロドプシンと近
縁なメラノプシンの分子特性に関する結果
を共著論文として発表した（H. Tsukamoto et 
al. J. Biol. Chem. 2015）。ほ乳動物由来の
メラノプシンの熱安定性が３つのアミノ酸
残基の変異で説明できるという結果であり、

メラノプシンの分子機構を解析する際に重
要となる熱安定性の問題の解決について参
考となる知見である。 
③ 光開閉チャネルロドプシンの全反射赤外
分光計測を行い、チャネルが閉じる（脱感作）
際に Glu129 のプロトン化状態が関与してい
ることを明らかにした（A. Inaguma et al. J. 
Biol. Chem. 2015）。 
④ ATP受容体であるP2Xチャネルの核酸塩基
認識機構に関する結果を共著論文として発
表した（G. Kasuya et al. Sci. Rep. 2017）。
ATP と CTP の結合と解離について全反射赤外
分光計測で解析し、P2X タンパク質は、CTP
よりも ATPを強く結合することを明らかにし
た。X 線結晶構造解析や電気生理学解析と組
み合わせることで ATP の結合には T189 の側
鎖の OH 基が重要な役割を果たしていること
を明らかにした。 
 

本研究期間の間に膜電位を制御した状態
での計測を実現することはできなかったが、
表面増強効果をもたらす金薄膜の形成条件
や膜タンパク質を再構成させる際の脂質分
子の重要性など今後に繋がる知見が得られ
た。PDMS によるマイクロ流路形成や電気化学
計測は、表面増強赤外分光法と組み合わせて
電位依存的な赤外吸収変化を計測するため
の予備的な実験となった。また、個別の膜タ
ンパク質の分子機構研究においては、静止膜
電位の形成に関与していると考えられるカ
リウムチャネル TWIK-1 の分子機構研究を開
始することができた。今後、本研究を発展さ
せることで膜電位と膜タンパク質の機能発
現との関係について明らかにしたい。 
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