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研究成果の概要（和文）：イオンチャネルやトランスポーター等の膜タンパク質が機能する分子機構を解明する
ため、イオンや基質との相互作用や機能発現過程での構造変化を定量的もしくは時分割で計測することを可能と
する新規赤外分光計測法の開発に取り組んだ。全反射型赤外分光装置に低速溶液交換法および急速溶液交換法を
適用する実験系を構築した。カリウムチャネルの高いカリウムイオン選択性に関わるイオン選択フィルターにつ
いて、その分子指紋となる赤外吸収バンドの特定に成功したり、カリウムイオン結合に伴う構造変化を反映する
赤外吸収バンドの変化を時分割で計測することに成功した。

研究成果の概要（英文）：For elucidating molecular mechanisms underlying functions of membrane 
proteins such as ion channels and transporters, I engaged in development of a new infrared 
spectroscopic technique which enables quantitative measurement of interactions between protein and 
ion or substrate and time-resolved measurement of structural changes of protein upon their 
functioning. Slow or fast buffer-exchange system was incorporated in an infrared spectrometer with a
 configuration of attenuated total reflection. I succeeded to identify an infrared absorption band 
as “molecular fingerprint” for the ion selectivity filter which realizes high selectivity for 
potassium ions in potassium channel, and to measure changes of the infrared band reflecting 
structural changes of the selectivity filter upon binding of potassium ions in time-resolved manner.

研究分野：生物物理化学
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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 

細胞の脂質二重膜に存在するイオンチャ
ネル、トランスポーター、ポンプなどの膜タ
ンパク質は、イオンや生体関連化合物などを
能動的および受動的に輸送することで、情報
伝達や生体エネルギー生産など様々な役割
を果たしている。 

膜タンパク質の動作機構の解明には、原子
レベルでの構造情報をもたらす X 線結晶構
造解析が重要な役割を果たしてきた。例えば、
カリウムイオンチャネル KcsA の結晶構造解
析により、イオン透過孔の一部に形成された
イオン選択フィルタと呼ばれる領域で、Na+

と K+イオンが識別されるという巧みな分子
機構が明らかにされた。また、G タンパク質
受容体（GPCR）と G タンパク質との複合体
の結晶構造解析による活性化機構の解明な
どもある。一方で、X 線結晶構造解析では、
タンパク質とイオンおよび基質との相互作
用の強さを表す解離定数や、機能発現過程で
の動的な構造変化に関する情報の取得に限
界があることも認識されている。また、アス
パラギン酸やグルタミン酸などのカルボキ
シル基のプロトン化状態など、X 線結晶構造
解析では水素原子の構造情報を得ることが
難しい。 

このように研究開始当初は、膜タンパク質
とイオン・基質との相互作用を定量的に解析
したり、タンパク質の構造変化を時分割で解
析する新たな実験手法が求められていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、膜タンパク質のイオン・基質
の認識機構や機能発現に関わる構造変化に
関する研究を行う。そのために試料が水溶液
中で浸された状態で計測することが可能な
全反射型赤外分光(ATR-IR)計測を用いる。イ
オンや基質の結合部位を構成するアミノ酸
残基の振動バンドを計測し、濃度依存的な計
測により解離定数などを求めるなど、定量的
な解析を行う。さらには、研究開始前から開
発中の急速溶液交換法を駆使することによ
り、イオンや基質の結合・解離に伴うタンパ
ク質の構造変化など動的な構造情報を得る。 

X 線結晶構造解析などで得られる静的な構
造情報を基礎としつつも、膜タンパク質の分
子機構の解明の鍵となるイオン―タンパク
質間相互作用や動的な構造変化などの情報
を得ることを可能とする赤外分光計測手法
の確立を目的とする。 

 

３．研究の方法 

低速および急速溶液交換法を備えた
ATR-IR 装置により、イオン交換赤外差スペ
クトルを計測する(図 1)。低速溶液交換法は既
に手法が確立しているが、急速溶液交換法は
本研究で改良を検討した。 

(1) イオン・基質透過経路でのイオン・基質
との相互作用解析（低速溶液交換法） 
イオン・基質濃度を変えた計測により、イ

オン・基質の解離定数などの値を結合部位の
構造情報に関連づけて求める。 

(2) 急速溶液交換法によるイオン・基質の結
合解離に伴う構造ダイナミクスの解明 
イオンや基質濃度を急激に変化させ、タン

パク質構造の変化を実時間で追跡する。それ
によりイオン・基質結合やタンパク質のコン
フォメーション変化の速度定数を求める。 

４．研究成果 
(1) イオン・基質透過経路でのイオン・基質
との相互作用解析（低速溶液交換法） 
ほ乳動物由来のカリウムチャネル TWIK1 に
関する研究成果[雑誌論文①] 

TWIK1 は two-pore 型カリウムチャネル
(K2P)のファミリーに属し、イオン選択フィル
タを構築するポアドメイン領域が１つのポ
リペプチド鎖に２つ含まれている。そのため、
2 量体で擬似的な 4 量体を形成して、イオン
透過孔を形成する(図 2)。 

一般的なカリウムチャネルは 4 量体でイオ
ン透過孔を形成するため、その透過孔を対称
軸とする 4 回回転対称性(C4)であるが、K2P

チャネルでは 2 つのポアドメインの配列が異
なるため、2 回回転対称性(C2)である。特に
TWIK1 はポアドメインの１つのアミノ酸残
基が Thr(118 番目にあるので Thr118 表記)で
あり、条件によっては Na+を透過するという
性質がある興味深いカリウムチャネルであ
る。しかしながら、TWIK1 の結晶構造ではイ
オン選択フィルタは他の一般的なカリウム
チャネルと同様に K+を配位しており、どのよ
うな構造的要因で K+選択性が低下している
のか分かっていなかった。 

 

図 2 TWIK1 のポアドメイン 

 
図 1 溶液交換 ATR-IR 法の模式図 

（左）低速溶液交換法（右）急速溶液交換法 



低速溶液交換法でのイオン交換に誘起さ
れる赤外線の吸収スペクトルの変化から、
TWIK1 の K+と Na+との相互作用の違いを明
らかにした。その結果、K+を配位している際
に振動数(波数)で 1680 cm−1 (波長では 5.952

マイクロメートルに相当)の赤外線を吸収す
ることが分かった。さらにポアドメインの
Thr118 を Ile に変異したもの(T118I 変異体)や
別のポアドメインにある Leu228 を Phe に変
異したものも計測した。別の実験により、こ
れらの K+選択性は野生型(WT)よりも高く、
T118I>L228F>WT の順になっていることも確
認した。 

興味深いことに、1680 cm−1の赤外吸収を指
標にして見積もった K+との結合の親和性は
同様に T118I>L228F>WT (図 3)となっていた
（試料中のチャネル分子の半数が K+を結合
する濃度 half-maximal value は、T118I が 3.8

±0.4 mM、L228F が 7.7±1.1 mM、WT が 39.6

±19.8 mM であった）。つまり、K+の透過に
おける K+選択性は K+の透過孔への結合しや
すさと関連しているということを示唆して
いるものと思われる。 

また、他のアルカリ金属イオン Rb+, Cs+等
との赤外差スペクトルでは、WT には見られ
なかったが、T118I および L228F 変異体では
1690 cm−1 へと高波数シフトすることが確認
された。このことは、バクテリア由来の KcsA

チャネルでも見られており[雑誌論文②, ⑱]、
K+選択性の高いカリウムチャネルに共通し
て見られるイオン選択フィルタの構造特性
と思われる。 

 

(2) 急速溶液交換法によるイオン・基質の結
合解離に伴う構造ダイナミクスの解明 

ATR-IR で計測する試料は、ATR-IR 用の光
学結晶の表面に試料を張り付けているため、
溶液置換を急速に起こすことで試料の状態
が変化する過程を時間分解計測することが
可能であることを既に示している[雑誌論文
⑯,⑰の総説参照]。本研究では、ATR-IR 用の
結晶により小さいものを利用するなどして、
実験条件の最適化を図った。 

3 回反射型の ATR-IR 用結晶において、溶
液の交換速度が向上するかどうかを検討し
た。直径が 4 mm の 9 回反射型に比べて、直
径が 2 mm の 3 回反射型は交換する溶液の量
が少ないので、より高速に交換できる可能性

があると思われた。分子科学研究所装置開発
室にて流路を規定するテフロンパーツの製
作などを行い、最適な計測条件を検討したが、
溶液の交換速度は数十ミリ秒程度とそれほ
ど変化が見られなかった。しかしながら、交
換する液量を 120 μL から 320 μL に増加させ
ると、立ち上がり後の溶液濃度が安定するこ
とが分かった。交換後の溶液組成を一定に保
つことは、タンパク質へのリガンドやイオン
等の結合を時間分解計測するのに重要なこ
とであるため、参考になる知見が得られたも
のと考えている。 

急速溶液交換法については、以下の膜タン
パク質に適用した。メリビオース輸送タンパ
ク質、カリウムチャネル TWIK1 (図 4)、光駆
動ナトリウムイオンポンプ KR2 である。そ
れぞれイオン交換による時間分解赤外分光
データが得られたが、研究期間の中で論文と
して取りまとめるには至らなかった。 

また、分子科学研究所の藤グループとの共
同研究として、チャープパルス上方変換によ
る新規 ATR-IR 計測系に急速溶液交換法を適
用することに成功した[雑誌論文⑲]。本手法
はチャープパルス上方変換により赤外光を
可視光に変換することで、高価で性能の低い
赤外検出器ではなく、安価で高性能な可視検
出器を用いることを可能とするものである。
1 回反射のダイヤモンド ATR を用い、水とア
セトンの交換反応をテスト実験として試み
た結果、10 ミリ秒程度での交換が行われてい
ることを確認した。 

 

図 3  K+濃度依存的なイオン交換赤外差スペ
クトルと 1680 cm−1のバンド強度変化 

 

図 4  急速溶液交換法による TWIK1(T118I

変異体)の構造変化解析 
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