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研究成果の概要（和文）：本研究では、天然膜中におけるCa2+放出チャネル（リアノジン受容体：RyR）の構造解析を
、Zernike位相差クライオ電子顕微鏡トモグラフィー（ZPC-cryoET）を用いて行い、その動的な構造および周辺機能分
子との動態を明らかにすることを試みた。ウサギ骨格筋よりRyRの活性を保った状態で筋小胞体を抽出し、これをZPC-c
ryoETで解析した結果、筋小胞体膜上にRyRの大きな膜外構造が観察された。これに既知のRyRのマップを当てはめるこ
とで天然膜中でのRyRの構造を同定することができた。今後、さらに分解能を上げることにより、その動的構造や周辺
分子との動態を解明する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to analyze the structure of Ryanodine receptor (RyR), 
Ca2+ release channel in native sarcoplasmic reticulum (SR) membrane using Zernike phase contrast 
cryo-electron tomography (ZPC-cryoET), and to reveal the dynamics and the associations with cooperative 
molecules. SR purified with a mild condition where RyR kept the enzymatic activity showed the large 
protrusive density on the membrane surface. The density showed a regular square shape representing the 
homo-tetoramer structure of RyR. A cryo-electron microscopy map of RyR was well fitted into the density, 
suggesting that it was the RyR structure in the native membrane. Currently, the resolution is limited. 
Collecting and averaging more data will improve the resolution in in the future, enabling to reveal the 
dynamical structure and associations with cooperative molecules.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 膜タンパク質　クライオ電子顕微鏡　イオンチャネル　トモグラフィー
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１．研究開始当初の背景 
 イオンチャネルの開閉機構の構造学的研
究は、X 線、NMR、電子顕微鏡（電顕）、分
光法等によって行われてきたが、チャネルタ
ンパク質を可溶化・精製してその分子のみを
取り出し、これを結晶化したり人工膜に再構
成したりする形で進められて来た。しかし、
これらの方法では、すでにチャネル分子の環
境が天然からはかなりかけ離れており、実際
の構造変化をどの程度反映しているかどう
かを判断することができない。一方、最近利
用されるようになってきたクライオ電子顕
微鏡トモグラフィーは、チャネルタンパク質
を含む生体膜をそのまま三次元的に画像化
することができる。しかし、試料の電子線損
傷の問題から十分な SN 比を稼ぐことがで
きず、分解能をあまり上げることができなか
った。この問題に一石を投じるべく、報告者
が所属する生理学研究所では、約 15 年前か
ら永山國昭教授が中心となりカーボン薄膜
による電子顕微鏡用 Zernike 位相板の開発
を進めてきた。そして、この Zernike 位相板
を電顕の対物絞りの位置に挿入することに
より、透過光と散乱光とを干渉させて、氷包
埋などの無染色試料において、制限された電
子線照射量でも十分なコントラストを得る
ことに成功した（Murata et al. Structure 
2010）。本研究では、この最先端の位相差ク
ライオ電子顕微鏡トモグラフィーを用いて、
天然の膜内に埋まったチャネル蛋白質の構
造変化を観察することを試みる。そして、得
られた三次元画像をさらに多変量解析によ
り分類して平均化することにより、個々のチ
ャネル分子の揺らぎや周辺分子の相互作用
も含めた自然に近い状態の真の構造を明ら
かにすることを目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 イオンチャネル開閉の分子機構は、チャネ
ルタンパク質を可溶化・精製して、人工膜に
再構成する方法で研究が進められて来た。こ
れに対して報告者は、国内唯一の位相差クラ
イオ電子顕微鏡トモグラフィーを使って、イ
オンチャネルの開閉に伴う構造変化を天然
の膜中で一分子ごとに可視化し、これを統計
学的に処理して構造解析する方法を提案す
る。その研究対象として、本研究では骨格筋
の筋小胞体膜に存在する Ca2+放出チャネル
（リアノジン受容体）を小胞ごと活性が保た
れた状態で抽出し、Zernike 位相板を使って
像コントラストを高めてクライオ電子顕微
鏡トモグラフィーを行い、三次元再構築する。
そして、個々のチャネル分子像を抽出して多
変量解析により分類・平均化し、天然の膜中
における揺らぎも含めたイオンチャネルの
構造変化と、周囲の機能分子の動態を合わせ
て構造解析する。 
 
 

３．研究の方法 
 本研究計画では、筋小胞体膜中でのリアノ
ジン受容体の構造解析を小胞ごと安定に取
り出して、これを位相差クライオ電顕トモグ
ラフィーで立体再構成し、可視化された個々
のチャネル分子を多変量解析により分類し
て平均化する。この操作をチャネルを開口さ
せた膜小胞膜についても行い、天然の膜中で
のチャネルの開閉に伴う構造変化をその揺
らぎも含めて解析する。さらに、周辺でリア
ノジン受容体と協調的に働く機能分子につ
いてもその構造動態を解明する。本研究を遂 
行するため、以下の５つの課題を設定し研究
分担者と協力してこれを行う。 
 
（１）筋小胞体膜の抽出とリアノジン受容体
の活性測定 
 報告者の研究グループはこれまでに骨格
筋の興奮収縮連関の現場であるトライアド
膜断片を、そこに多数含まれる Ca2+放出チャ
ネル（リアノジン受容体）と電位依存性 Ca2+
チャネル（ジヒドロピリジン受容体）の活性
を十分に保ったままウサギ骨格筋より抽出
することに成功している（Murata et al. BBRC 
2001）。この方法を応用し、筋小胞体膜断片
を安定に抽出する。そして、膜試料中のリア
ノジン受容体の活性をラジオアイソトープ
で標識されたリアノジンの結合活性で測定
し、また同時にその電顕像も参考にしながら、
最も活性が保持されかつ膜形態が維持され
ている試料調製を検討する。 
 
（２）筋小胞体膜の位相差クライオ電顕トモ
グラフィー 
 課題１で安定に抽出された筋小胞体膜を
直ちに生理研に移送し、これを液体エタン中
で急速凍結して、電顕グリッド上に氷包埋す
る。次に、これらの凍結試料を位相差クライ
オ電子顕微鏡にクライオ試料ホルダーを使
ってセットし、リアノジン受容体が集積した
筋小胞体を見つけてその連続傾斜像を 2°間
隔で±70°の範囲で撮影する。撮影には
Zernike 位相板を対物レンズの後焦点面に
挿入して、少ない電子線量でも十分な像コン
トラストが得られるように調整する。以上、
このようにして後の解析に十分な数の傾斜
像を収集する。 
 
（３）リアノジン受容体サブトモグラムの解
析 
 課題２で取得した筋小胞体膜の連続傾斜
像から IMOD ソフトウエア（Kremer et al. 
1996）を使って三次元再構成を行う。そして、
それぞれの三次元トモグラムからリアノジ
ン受容体のサブトモグラムを切り出し、既知
のリアノジン受容体の電顕マップ（EMDB: 
EMD-1274）を初期モデルとしてアライメント
を繰り返し、平均化する。十分にアライメン
トされたリアノジン受容体のサブトモグラ
ムを EMAN2 ソフトウエア（Tang et al. 2007）



を使って多変量解析し、分類して平均化する。
この操作により個々のチャネル分子の揺ら
ぎに起因する微細な構造変化を解析する。 
 
（４）リアノジン受容体の開口に伴う構造変
化の解析 
 チャネルを開口させた試料の作製では、抽
出された筋小胞体膜試料に Ca2+とリアノジ
ンを加え 20℃で２時間反応させる。これまで
のデータから、この条件でほぼすべてのリア
ノジン受容体が開口状態に移行すると考え
られる。このリアノジン受容体の開口試料を
課題２〜３と同じ方法で、試料作製、データ
収集、データ解析して、チャネルが開口した
状態のリアノジン受容体の構造をその揺ら
ぎも含めて解析する。得られた構造を先に解
析した閉口状態のリアノジン受容体の構造
と比較して、チャネルの開口に伴う構造変化
の詳細を明らかにする。また、これまで報告
されている界面活性剤で可溶化したリアノ
ジン受容体の単粒子構造解による開閉構造
のモデルとも比較して、その違いを考察する。 
 
（５）リアノジン受容体周辺機能分子の動態
解析 
 リアノジン受容体と直接的および間接的
に相互作用する蛋白質としては、筋小胞体内
でカルシウムを保持しているカルセクエス
トリン、活性を調節する FKBP-12、カルモジ
ュリン、ミツグミンなどが知られている。ま
た、トライアド膜を形成する部分にはこれに
加えて、ジャンクチン、トライアジンなどが
あり、これら多くの周辺機能分子がリアノジ
ン受容体と協調的に存在している。天然膜か
らの直接の構造解析では、これらの周辺分子
の動態も合わせて解析できることが大きな
メリットである。前述の方法で得られたリア
ノジン受容体のサブトモグラムには、リアノ
ジン受容体と相互作用するこれら機能分子
の構造も含まれているので、サブトモグラム
の周辺構造も含めて分類・平均化することで
探索し、チャネルの開閉においてこれらの分
子がどのように機能に関与しているかを構
造学的に明らかにする。すでに X 線結晶解析
や NMR などで構造が解かれている分子につ
いては、その原子モデルを PDB からダウンロ
ードして、先に解析されたサブトモグラムの
クラス平均像にフィットさせる。このように
して、リアノジン受容体の天然膜中の構造に
加えて、その周辺機能分子の動態も分子レベ
ルで合わせて解析することができる。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）筋小胞体膜の抽出とリアノジン受容体
の活性測定 
 Mitchel et al. (1983, JCB 96: 1008)の
方法をもとにしてウサギ骨格筋より抽出し
た膜断片のうち、RyR1 が最も多く含まれる画

分にリアノジンを結合させてその結合活性
を測定した。その結果、十分なリアノジンの
結合活性が得られた。この画分をクライオ電
子顕微鏡で観察したところ、RyR1 と考えられ
るサイズの膜タンパク質を膜断片上に観察
することができた（図１）。 

 
図１ 筋小胞体膜上のリアノジン受容体（矢印）
のクライオ電子顕微鏡像。 
 
（２）筋小胞体膜の位相差クライオ電顕トモ
グラフィー 
 図１の筋小胞体を位相差クライオトモグ
ラフィーで解析したところ、小胞膜上に RyR
１に特徴的なマッシュルーム状の膜外部分
を確認することができた（図２）。 
 

 
図 2 筋小胞体膜上のリアノジン受容体（赤円）
の位相差クライオトモグラフィーZスライス像。 
 
（３）リアノジン受容体サブトモグラムの解
析 
 前述のトモグラムからリアノジン受容体
と考えられる領域を切り出し、これに４回回
転対称を仮定すると、リアノジン受容体のホ
モテトラマー構造に近い像を得ることがで
きた（図３）。 



 

 
図 3 リアノジン受容体と考えられる領域に４回
回転対称を仮定。 
 
（４）リアノジン受容体の開口に伴う構造変
化の解析 
 抽出した筋小胞体に Ca2+とリアノジンを
加え 20℃で２時間反応させたあと、同様に急
速凍結して、位相差クライオ電顕トモグラフ
ィーで解析を試みたが、試料の中にリアノジ
ン受容体を含む小胞を見つけることが困難
で構造解析に至らなかった。 
 
（５）リアノジン受容体周辺機能分子の動態
解析 
 発見できたリアノジン受容体のサンプル
の数が少なく、リアノジン受容体が存在する
領域のサブトモグラムの平均化までできな
かったため、確実な周辺構造を同定すること
はできなかった。ただ、リアノジン受容体の
部分については、EMDB からの単粒子構造解析
マップ（EMD-2752）をフィッティングするこ
とにより、受容体の天然膜中での位置を同定
することができた（図４）。 
 
図 4 リアノジン受容体の領域に単粒子電子顕微
鏡解析マップ（EMD-2752）をフィッティング。 
 

 本研究により骨格筋筋小胞体天然膜中に
おけるリアノジン受容体を同定することが
できた。今後さらに研究を進めることにより、
その開口構造や周辺機能分子の動態構造を
明らかにできると考えられる。 
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