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膜タンパク質相互作用解析のための構造生物学的戦略の開発と 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
１．研究開始当初の背景・動機 
細胞外からの刺激は、細胞膜に存在するイオ

ンチャネルおよび受容体などの膜タンパク

質で受けとめられ、さまざまな生物学的現象

を引き起こす。このような膜タンパク質が行

うイオンの透過機構やリガンド相互作用を

解明することは、生命現象を理解する上で不

可欠である。核磁気共鳴法（ＮＭＲ）は生理

的条件下における蛋白質相互作用の解明に

対して強力な解析法である。しかしながら、

膜タンパク質を対象としたＮＭＲによる相

互作用研究は、細胞内球状蛋白質で見られる

進展と比較して十分なものではない。この原

因として、膜タンパク質・リガンド複合体の

ような高分子量蛋白質に適応可能なＮＭＲ

戦略が確立されていないこと、またこれらの

膜タンパク質を大量に発現しかつ安定に測

定試料とすることが困難であることが挙げ

られる。したがって、もしこれらの問題点を

克服することが可能ならば、イオンチャネル

や受容体などの機能発現機構の解明が可能

になると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、１）膜タンパク質に適応可能な

NMR 戦略法の確立と２）イオンチャネルとイ

オンチャネルブロッカーの相互作用解析を

行う。 
 
３．研究の方法 
分子生物学および構造生物学的手法（NMR）

を用いる。 

４．研究の主な成果 
１）高分子量蛋白質複合体の相互作用解析
法の開発 
当研究室で開発された交差飽和法は、従来の

ＮＭＲ測定法に比較して厳密に高分子量蛋

白質の界面残基を決定する測定法である

（Nature Struct. Biol.(2000)）。しかしな

がら、交差飽和法では直接複合体のＮＭＲス

ペクトルを測定しなくてはならないため、 

１００K 以上の巨大蛋白質複合体の場合適応

できないという欠点があった。そこで、図１

に示すような転移交差飽和法（TCS 法）を考

案した。TCS 法では、遊離のリガンド蛋白質

由来の交差飽和現象を用いて界面残基を同

定するため、複合体の分子量に上限は存在し

ないことが考えられる。そこで、プロテイン

A・B ドメインとインタクト抗体の複合体 

(１６４K)を用い、ＮＭＲ測定を行った。適

切な条件化で測定を行った結果、図２に示す

結果を得、遊離リガンド分子を用いても界面

残基の同定ができることが示された(J. Mol. 

Biol., (2002))。このことは、従来は不可能

であった、膜タンパク質のような高分子量蛋 

その応用 
Nobel strategy of structural biology  
for investigation of membrane proteins-ligands interactions 
 
嶋田 一夫（Ichio Shimada） 
東京大学・大学院薬学系研究科・教授 
 
研究の概要  
膜タンパク質の機能解明を目指して、膜タンパク質・リガンド相互作用解析を可能とす
る、NMR 相互作用解析戦略を確立した。またその戦略を、イオンチャネルとポアーブロ
ッカーの相互作用解析を行い、イオンチャネルの阻害剤特異性発現機構を明らかにした。 
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図１．転移交差飽和法の概念図 



〔４．研究の主な成果（続き）〕 
白質や細胞表面に発現している受容体とリ

ガンドとの相互作用解析が、可能になること

を示す。KイオンチャネルであるKcsAとそ
のポアーブロッカー（AgTX）との相互作
用解析をTCS法により行った。交差飽和現
象の指標となるNMRシグナル強度の減少
は、AgTx分子内においてα-Helixの前半お
よびβ−strand IIに属する残基に顕著であ
り、それらは分子表面で 1 つの連続した面
を形成した。よって、AgTxはこの面を用
いてKcsAと結合すると結論した。さらに、
同定された結合界面に対して部位特異的
変異を導入し、結合親和性の変化を測定し
た結果、結合界面上に存在する残基のほと
んどで結合定数が低下し、同定された結合
界面が結合親和性に寄与していることが
示された。次に、TCS法におけるシグナル
強度変化を満たすように分子動力学的計
算を行うことで、AgTx –KcsA複合体の立
体構造モデルを構築した。その結果、AgTx
分子はK+選択フィルターを中心とした
KcsA上のキャビティーに収納されるよう
にして結合することが明らかとな 
った（図２）。また、当研究室で発見した
ポアーブロッカー上に存在する構造モチ
ーフとの対応より、KcsAの 64 位および
84 位でが、ポアーブロッカーの認識に重
要な役割を示す残基であることが判明し
た。実際、他のチャネルのアミノ酸配列の
比較から、AgTx感受性チャネルではこれ
ら残基が保存されていた。よって当該部位
の保存性の違いによりK+チャネルのポア
ーブロッカー対する感受性が決定される
と結論した（Structure, (2003)）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト 
移交差飽和法を開発し、従来の NMR の
定限界を打破した。NMR の研究領域に
いて、欧米発の測定法が多い中、極めて
ニークな手法を日本から発信できた。本
法は国内外で使用されてきて、蛋白質・
白質相互作用法としての地位を確立しつ
ある。 
た、本手法を応用し、繊維状コラーゲン・
ラーゲン結合蛋白質（Nature Struct. 

iol.）、イオンチャネル・ポアーブロッカ
 (Structure)、脂質 2 重膜・抗菌活性ペ
チド間相互作用解析（J. Biol. Chem.）

ることができた。さらに、膜タンパク質を
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などに成功し、生物学的に重要な知見を得

アフィニティビーズに固定し、可溶化剤を
用いることのない新規膜タンパク質試料調
製法も開発できた(J. Am. Chem. Soc)。 
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図２． KcsA イオンチャネルと AgTX
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