
〈研究の目的と進め方〉
原核生物と真核生物の蛋白質の構造と機能において生

物の種類を超えた共通性を見いだすことは利用価値の高
い知見となる。本研究をはじめる以前に我々は、大腸菌
の原核細胞は真核細胞のイオン輸送体の機能解析系に利
用できることを示した。このことは、真核生物の膜蛋白
質を原核生物の大腸菌において、その構造と機能の解析
をすすめることができることを示している。

膜蛋白質は、翻訳後生体膜に挿入するステップが存在
する。本研究では真核生物由来膜蛋白質の構造と機能を
解析することを示すことをもう一つの目標とした。膜蛋
白質発現系は細菌、動物、植物の他に、無細胞系である
小胞膜を使用するによって、生体膜への組込みに必要な
情報の抽出を目標とすることにした。

さらに、原核生物と真核生物のホモログイオン輸送体
を同時に両発現系で解析し、１つの輸送体を１つの発現
系で調べたのでは得られない多角的情報の獲得を目指し、
研究対象とするイオン輸送体の構造と機能の全体像にせ
まることも目的とした。細菌、動物、植物の由来の区別
なくK+チャネル・K+トランスポーターに関する構造と機
能解析を行い、アミノ酸配列から推定する手法ですすめ
ることとした。

〈研究開始時の研究計画〉
らん藻(Synechocystis PCC6803)のKtr系輸送系、細菌

のNa/Hアンチポーター、植物・動物の膜電位依存性イ
オンチャネルとHKT系を研究対象に解析した。イオンチ
ャネルの膜電位センサーを担う構造の形成を解析した。

〈研究期間の成果〉
ポストゲノムシークエンス時代の課題の1つは遺伝子産

物(蛋白質)の構造と機能の解明である。本研究において、
イオン輸送体を研究対象にして、アミノ酸配列の情報か
らだけでは類推できない共通構造や機能の発見をめざし
た。KチャネルとHKT系のアミノ酸配列には相同性は見
られないが、膜貫通構造を決定すると、両者のイオン選
択孔を形成する構造は同じであった。さらに、このイオ
ン選択孔に存在するアミノ酸について調べたところ、４
つのイオン選択孔に存在するイオン選択性に重要な影響
を与える残基が４カ所ともにGlyの時(小麦HKT1等の場
合)は、K+を輸送しSerの場合(AtHKT1等の場合)はK+輸
送活性がないことが分かった。Ktr/Trk/HKT系トランス
ポーターとK+チャネルの構造の類似性を示しており、
Ktr/Trk/HKT系トランスポーターがK+チャネルから進化
したことを示している。本研究において、大腸菌発現系
で得られた結果と動物細胞発現系で得られた結果、無細
胞系で得られた結果は一致したことから、原核生物と真
核生物の由来に関係なく、膜蛋白質は正規の構造に組み
込まれることがわかった。また、微生物、動物・植物の
K+チャネル・Na+/K+トランスポーターの構造、機能と
生体膜への組込みに必須となるアミノ酸を明らかにして
共通原理と規則性を明らかにした。さらに、膜蛋白質が
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生体体膜に組み込まれる様式を検討し、今まで明らかで
なかった２つの膜領域が同時に挿入される様式の存在を
示した。

Kato, Y. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 0111081306
植物AtHKT1(HKT系)のトポロジーを大腸菌発現系を用

いて決定した。アルカリフォスファターゼ酵素を
AtHKT1蛋白質の途中に挿入することにより、挿入箇所
が生体膜に関して内なのか外に存在する箇所なのかを明
らかにした。この結果が真核細胞でも同様であるかを明
らかにするために、FLAG抗体認識部位を５カ所、糖鎖
修飾部位を７カ所創出した後、動物の発現系およびイヌ
の膵臓由来の膜小胞を用いて検討した。この結果、大腸
菌で決定したトポロジーとすべての点で一致しAtHKT1
は８回膜貫通構造を有すること証明した。既に外国のグ
ループが報告していたHKT1膜蛋白質が10回膜貫通構造
とするモデルを修正することとなった。大腸菌で決定し
た膜蛋白質のトポロジーは真核細胞で決定した場合と完
全に一致したことから大腸菌の膜蛋白質発現系の有効性
が明らかとなった。また、AtHKT1はアフリカツメガエ
ル卵母細胞では検出できないK+輸送能が大腸菌発現系で
は観察される。この理由としてAtHKT1に存在する一カ
所のＮ型糖鎖修飾が関係している可能性があった。糖鎖
非修飾に残基置換したAtHKT1変異蛋白質を卵母細胞で
発現させてイオン電流を膜電位固定法で調べたところ糖
鎖修飾はイオン選択性には関与しないことがわかった。
このことから、大腸菌は酵母や動物細胞よりもK+の要求
性が小さくAtHKT1は大腸菌のK取込み活性欠損変異を相
補できたと考えている。大腸菌はK感受性の高いイオン
輸送体発現系であることが示され、酵母や動物の膜蛋白
質発現系を補う膜蛋白質機能解析系としても有効である
ことが示された。

Sato, Y., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 0111081314
Kチャネル(KAT 1 )の親水性膜貫通領域はpo s t -

translationalに小胞体膜に挿入されることを示し、以前の
大腸菌で得られた結果と一致した。親水性膜貫通領域は
隣の親水性膜貫通領域と相互作用をして生体膜に移行す
ることがあることを見いだした。２つの膜貫通領域が同
時に挿入される様式であることが分かった。これは新規
の挿入機構である。膜電位依存性Kチャネルは、膜電位
センサーを司る領域とイオン選択孔を司る領域は独立し
て生体膜に挿入されることが分かった。生体膜挿入機能
を調べたところ、独立して挿入する機能が存在すること
を見いだした。

Uozumi, N. (2001) Am. J. Physiol. 0111081319
植物に存在する3種類のK輸送体(Kチャネル、KUP系、

HKT系)が大腸菌において正しい構造を形成して生体膜に
挿入され、機能の発現がおこり、構造解析を大腸菌のシ
ステムを用いて行うことができることを示した。
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Maser, P., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 0304232013
微生物・植物で広く発現しているHKT/Trk/Ktr系

Na+/K+トランスポーターの膜貫通構造を大腸菌や動物細
胞に発現させて解析することにより明らかにした。HKT
系(AtHKT1)のトポロジーから推定されるイオン透過孔に
存在する特徴的なアミノ酸を置換し、NaとKの選択部位
を決定したところ、AtHKT1のSer68とMet69がGlyとLeu
に変換されることにより、K透過選択性に変わることが
明らかとなった。４つのイオン選択孔に存在するイオン
選択性に重要な影響を与える残基が４カ所ともにGlyの時
(小麦HKT1等の場合)は、K+を輸送しSerの場合(AtHKT1
等の場合)はK+輸送活性がないことが分かった。このこ
とは、HKT/Trk/Ktr系トランスポーターとK+チャネルの
構造の類似性を示しており、HKT/Trk/Ktr系トランスポ
ーターがK+チャネルから進化したことを示している。Na
とKの選択部位の決定は本輸送系の本質的でアイデアル
ばかりではなく、あらゆるKの輸送系に必須のイオン選
択孔の一般化に重要な知見となる。

Nakamura, T., (2001) J. Bacteriol. 0304232017
植物にも存在する細菌Na/H antiporterの膜貫通領域に

存在するAspはHの透過には関与するがNaの透過には関
与しないことを示した。Na/Hアンチポーターの生体膜
領域にある酸性アミノ酸を他のアミノ酸に置換してもNa
の輸送は維持されることが分かった。

Imai, K., (2002) J. Chromatography B. 0304232008
生体膜蛋白質や膜と結合している蛋白質の精製方法の

一つを検討した。ヘパリンを担体として用いることによ
って、効果的に細胞中の蛋白質をSDSゲルで分離するこ
とが可能となった。

Maser, P., (2002) FEBS Letters. 0304232002
HKT系(AtHKT1)が耐塩性に関与していること変異株の

解析から明らかにした。この輸送系を破壊すると、地上
部である葉や茎の生育が阻害され、根の部位では阻害が
検出できなかった。本輸送体の発現部位とＮａを取り込
む輸送体がどのようにして耐塩性を持つのかに興味がも
たれる。

Sato, Y., (2003) Biosci. Biotech. Biochem. 0304231956
膜電位依存性ＫチャネルKAT1の膜貫通部位に存在する

酸性アミノ酸のうち、膜電位センサー機能を担うアミノ
酸を同定した。

Sato, Y., (2003) J. Biol. Chem. 0304231952
植物から動物に存在する膜電位依存性イオンチャネル

の膜電位センサーを担う構造の形成を解析した。S2に存
在する２つの負電荷アミノ酸は、正電荷が数個存在する
S4の生体膜への挿入と生体膜への維持に重要であること
が分かった。膜電位センサーを構成する膜貫通領域に存
在する電荷アミノ酸の静電荷的相互作用をするアミノ酸
の組み合わせを明らかにした。これまで、電荷アミノ酸
が膜電位センサーの機能として重要であることは示され
ていたが、本結果はそれらの電荷アミノ酸が膜への挿入
に重要なことも示した。

Kato Y., (2003) Biosci. Biotech. Biochem. 0403261649
植物AtHKT1(HKT系)のＮ末端の細胞内領域とC末端の

細胞内領域は短い。C末端の細胞内領域にレポーター蛋
白質(GFP)やペプチド配列(FLAG)を付加した場合はイオ

ン輸送活性が阻害されたことから、C末端の細胞内領域
が短いことが構造維持に必須であることが分かった。

Umigai, N., (2003) J. Biol. Chem. 0403261634
原核生物と真核生物に広く存在するKチャネルの中で

最小限の単位である2回膜貫通型Kチャネルの生体膜への
挿入様式を調べた。高い疎水性を有するイオン選択孔を
形成する領域には、膜へ挿入するための能力はないこと
が明らかとなった。この性質は、イオンチャネルに共通
する性質と考えられた。

Zhang, L., (2004) J. Biol. Chem. 0403261719
動物Ｇ蛋白質調節型ＫチャネルのGIRKは機械受容性チ

ャネルであるがその性質がチャネル蛋白質のどこに依存
しているのかは不明であった。本研究でＣ末端細胞内領
域のPIP2結合領域が機械受容性に関与して、ＰＫＣがそ
の調節に関係することが分かった。この様なＣ末端の構
造の共通性からその他のイオンチャネルにおいても調節
領域として同定することが可能となった。

Matsuda, N., (2004) J. Biol. Chem. 0504081740
ラ ン 藻 (Synechocystis sp. strain PCC 6803)の

HKT/Trk/Ktr系Na/Kトランスポーターにおいて、KtrB
のイオン選択孔を形成する膜蛋白質と、KtrA蛋白質と他
の生物のホモログ輸送体からは見いだされていない細胞
質性因子KtrEが必須であることを見いだした。Ktr系は
CCCPの添加で阻害され、H駆動力のない変異株に発現さ
せると輸送活性が検出できなかったことから、H駆動力
がKtr系輸送体に関与することが示唆された。また、ラン
藻に高浸透圧ストレスを与えるとKの流出が起こり、そ
のK流出を補うKの取込みに関与して、浸透圧変化に適応
するのに必須なK取込み系として機能していることが明
らかとなった。らん藻Ktr系の破壊株のイオン輸送機能を
野生株と比較した。らん藻の破壊株のK輸送は減少して
いることが分かった。また、本輸送系はNaに強い依存性
があるが、Naの輸送活性はほとんど見いだせなかった。
また、pHは中性付近で最も輸送活性が高いが、プロトン
イオノフォアの添加で輸送活性が阻害されたことから、
プロトン駆動力が必須であることが明らかとなった。

Tholema, N., (2005) J. Biol. Chem. 0601201901
Ktr/HKT系イオントランスポーターのイオン選択に関

与するアミノ酸の４つのGlyは90度方向からイオン透過孔
を形成する。この形は、Kチャネルが4量体で1つのイオ
ン選択孔を形成しているのと同じ構造である。植物の
AtHKT1はそのうち一つがSerになっているが、細菌の
KtrBは4アミノ酸ともにGlyである。Serを導入してGlyと
置換した場合のイオン選択性への影響を検討した。4箇所
のGlyのうち一箇所をSerに置換すると、Naの透過性が検
出された。もとからもっているKの透過性は失われてい
なかった。このNaの透過性についてはAtHKT1を再現し
ているが、K輸送活性が維持されていることはAtHKT1に
は見られない性質である。また、4箇所のGly/Serは等価
であることが明らかとなった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
真核細胞由来の膜蛋白質の解析法の開発：真核生物由

来の膜蛋白質の構造と機能の解析に大腸菌を膜蛋白質発
現用の宿主とすることは以下の特色と意義がある。１）
酵母や動物細胞の発現系では膜蛋白質は細胞内小器官の
膜のみに移行して原形質膜に発現しないことがあるが、
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原核生物の大腸菌を宿主とすればその膜蛋白質は原形質
膜のみに発現する。２）大腸菌の内在性イオン輸送系を
ノックアウトしたバックランド活性の低い発現系が利用
できる。３）大腸菌の大量培養により安価で迅速に膜蛋
白質を供給することが可能である。以上のように大腸菌
発現系は簡便性・迅速性を備えており、真核生物の膜蛋
白質の機能解析を格段に加速する。本研究で検証された
大腸菌を宿主とする膜蛋白質の発現方法に関する手法は、
植物のKUP/HAK系Kトランスポーターの輸送活性検出法
として使用されるようになった。

イオン輸送体の進化的に保存された共通構造の解明：
微生物から高等生物に共通して存在する３種類のK+輸送
体のうちKtr/HKT系トランスポーターとKチャネルの膜
貫通基本構造が同じであり、進化的に保存されているこ
とを明らかにした。また、大腸菌の細胞外のみで活性を
有するアルカリフォスファターゼ(PhoA)を用いた膜蛋白
質との融合法で膜貫通部位を決定した。さらにこの構造
結果は真核生物においても同一であることを確認した。
さらに、構造結果を元に、検証を加えK輸送体の進化上
保存されている膜貫通構造を明らかにして、アミノ酸配
列からでは推定が難しかったイオン選択部位(孔)が同定
された。ポストゲノムシークエンス時代の課題の一つの
膜蛋白質の膜構造と機能において、実験結果によって新
たに解明されるアミノ酸配列情報のみでは見いだせない、
共通性のある構造があることが示された。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
各々の膜貫通部位の決定方法には長所と短所の両方が

備わっており、複数の方法で構造決定の信頼性を高めて
結論を出す必要があることがわかった。また、各々の手
法において使い分けの基準を示すことが必要である。

植物のKUP系輸送体のトポロジーの決定は、大腸菌を
宿主とする場合、蛋白質発現量が非常に少ないため、信
頼性の高い結果を得ることが出来なかった。このため、
大腸菌のKUP系輸送系を用いて構造決定を試みる。KUP
系輸送系の膜貫通構造を形成するのかしないのか明確に
結論できない領域があった。動的な領域とも考えられる
が、最終構造の決定は更なる実験結果の積み重ねが必要
であると考えられる。

〈今後の課題〉
KチャネルとHKT:Ktr系トランスポーターにおいてアミ

ノ酸配列においてお互いの相同性は低い。また、膜貫通
予測ではお互いの膜貫通構造は一致しない。しかし、本
研究で実験的に検討したところ、両者の膜蛋白質の膜貫
通構造は同じであり、イオン選択に関与するアミノ酸に
おいても共通性があることが明らかとなった。今後、実
験結果に基づいてさらにバイオインフォマティックスが
発展すると思われるが、その発展は実験結果の蓄積が支
え、情報処理と実験結果による情報が螺旋系を描きなが
ら進展すると思われる。両者がバランスをとりつつ発展
することが必要と思われる。
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