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電子線結晶解析に よる水チ ャ ネル の 立体構造

光　岡 薫

　現在ま で に 多 くの タ ソ パ ク質が そ の 原子 レ ベ ル の 構造

を解析され て ぎた が ， その ほ とん どは水溶性 の もの で あ

る．膜 タ ソ パ ク 質に つ い て は，特に情報伝達に お げ る重

要性 に も関わらず，原子モ デル がわか っ て い る もの は数

え る ほ ど しか ない ．そ の 理 由の
一

つ に ，大きな三 次元結

晶を作る こ とが難 し い た め に ，x 線結晶解析 の 適用が

難 し い こ とが挙げ ら れ る．一方，膜 タ ン パ ク質や細胞骨

格 タ ン パ ク 質の い くつ か は ， 比較的容易に 二 次元結晶や

チ ＝一ブ状結晶を作る こ とが知られ て い る．実際に ， 二

次元結晶を用い た電子線結晶解析 に よ り，バ ク テ リオ ロ

ドプ シ ン リ や チ ュ
ーブ リ ン 2）の 原子 モ デ ル が 解か れ て い

る．そ こ で本稿で は ，現在我 々 の グル ープで構造解析を

進め て い る ア ク ア ポ ーリ ン 1 （AQP1 ）を例に と っ て ，　 X

線結晶解析と比較しなが ら電子線結晶解析の 特徴を紹介

す る ．そ して，水分子を選択的に通す水チ ャ ネ ル で ある

AQP1 に つ い て現在わか っ て きた構造に 関す る知見を報

告する．

L　AQPI の 二 次元結晶化

　生体膜の 水 の 透過性 は 部位 に よ っ て 大 ぎく異なる こ と

が知 られて お り， た とえば成人 の 腎臓 で は 1 日に 1501

以上 の 水が再吸収されて い る，こ の よ うな大量 の 水 の 移

動は ，単純な脂質膜を越えた 拡散で は説明がつ か ない ，

その 水分子を選択的 に 透過す る
一

群の タ ン パ ク質 フ
ァ ミ

リーが現在 ア ク ア ポ ーリ ン と呼ばれ て お り，

3）そ の フ
ァ

ミ リーで最初に 同定され た の が，人 の 赤血球に 多 く存在

する AQP1 で ある．4）そ の
一次構造の 大 ぎな特徴 は ，前

半と後半 の 配列間 に相同性が認め られ る こ とと，その 両

方に フ
ァ

ミ リー
で 保存され て い る Asn−Pro−Ala（NPA ）モ

チ ーフ が存在して い る こ とで ある．ま た，水 の 透過を阻

害す る水銀の結合部位 （AQP1 で は Cys189）が NPA モ

チ
ー

フ の 近 くに ある こ とか ら，こ の モ チ
ーフ が水 の 経路

の 近 くに あ る と予想され て い る．ま た ， 6 つ の 疎水性が

高い 領域があ る こ とか ら，6 回膜貫通タ ソ パ ク質と考え

られて い る（Fig，1＞．

　膜 タ ン パ ク 質の 二 次元結晶は い ろ い ろ な方法 で 得 られ

て い る．5＞た とえば，電子線結晶解析で最初 に 原子 モ デ

ル が解か れ た バ ク テ リ オ ロ ドプ シ ソ は 古細菌の 膜状で 天

然に 二 次元結晶を作 っ て い る こ とが知られ て お り， そ の

紫膜 とい われ る膜画分をイ オ ン 性 の 界面活性剤を用 い て

融合する こ とに よ り， 解析に 適 した大 きな二 次元結晶を

得る こ とがで きる．6）目的の タ ン パ ク質が大量に 存在す

る膜画分に こ の よ うな方法を適用する こ とに よ り， 界面

活性剤に よ る可溶化に より機能が失われ る ような膜タ ン

パ ク 質を ， 脂質膜内に ある状態を維持 した ままで結晶を

作 り構造解析を行える．実際，ニ コ チ ン 性 ア セ チ ル コ リ

ソ 受容体の チ ューブ状結晶が ，
シ ビ レ エ イの 電気器官か

らの 膜画分を用 い て界面活性剤な しで 作成 され，4．6A

分解能で構造解析されて い る，η

　
一

方 AQP1 の 二 次元結晶は ，人 の 赤血球か ら可溶化

して 精製 し た AQP 　1 を脂質膜に 再構成す る こ とに よ り

作る ．こ の 二 次元結晶を含ん だ ベ シ ク ル は 高い 水透過性

を示す こ とか ら，AQP 　1は結晶の状態で その機能を発揮

で きる こ とがわか っ て い る．8）こ の よ うに 二 次元結晶は

脂質膜中に あるの で ，結晶状態で膜タ ン パ ク 質の活性を

見なが ら，機能 と構造を関係づけ て い くこ とがで きる．

また，二 次元結晶が で きる典型的な タ ン パ ク質濃度 は ，

三 次元結 晶 の 場 合 よ りか な り低い の で （AQPI で は 約

1mg ！ml ），得られ る タ ン パ ク質量があま り多 くな い と

きに も結晶化を試み る こ とがで きる．

2． AgPl の 4．5　A 分解能の 立体構造

　AQP1 の 立体構造は ， 最初我 々 を含む 3 グ ル ープ に よ

り独立に 6 つ の 膜貫通 α
一ヘ リ

ッ
ク ス （Fig．1の H ユか ら

H6 ）が分離で きる程度 の 分解能で解析され ，

9−11）最近我

々 の グ ル ープ に よ り分解能が 4．5A まで 向上 した ．12＞ こ

の 分解能の 向上 は ， もともと電子回折は 3．5A を超え る

回折点が観測 され て い た の で ， 単に 回折パ タ
ーソ を よ り

多 く撮るこ とで 実現 で きた．電子線結晶解析で は構造因

子 の 位相情報 を，X 線結晶解析で の 重原子置換体など

の 回折パ タ ーン を用い る方法で は な く，電子顕微鏡像か

ら計算す る．そ の電子顕微鏡像の 方 は ，多 くの 結晶か ら

の 像を撮 る こ とと同時に結晶性の 良い 領域を注意深 く選

び 出す こ とで 分解能を向上する こ とが で きた．こ の 電子

顕微鏡像の 撮影と画像解析が，現在電子線結晶解析で も

っ とも時間の か か る過程 で，た とえば 現状で は 1 日 に数

枚の 像 しか解析で ぎない ．そ し て，AQP1 の 4．5A 分解

能の 解析で は 124枚 の 像を利用し て お り， 実際に 解析し

た の は ， そ の 倍近 くに なる．しか し，こ の 制約は計算機

の ス ピードが どん どん速くな っ て きて い る の で 主要な問
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Fig．1．　Sequence　of　A⊆とPI　and 　the　predicted　membrane 　topology ．　 The 　NPA 　signature 　motifs 　are 　with 　a 　gray　background．

題で は な くな っ て きて い る．

　こ こ で 注意して お きた い の は ，二 次元結晶は 典型的 に

は 直径 1μm 程度 と三 次元結晶 よ りず っ と小 さい ため に

電子線損傷が 問題 とな り，電子回折パ タ
ーン ま た は 電子

顕微鏡像 の 撮影は結晶
一

つ に つ き 1回が限度とい うこ と

で ある．た とえ ば我 々 の グ ル ープ で行わ れた 水素イ オ ン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
ポ ン プ で あるバ ク テ リオ ロ ドプ シ ン （bR ）の 3．OA 分解

能 の 解析 で は ，
366枚 の 電子回折 パ タ

ー
ン を用 い た ．13）

そ の ため，得られ る結果は366個 の 二 次元結晶の 平均と

なるた め に ，回折強度の ば らつ ぎ具合を与え る統計量

（R．m 。，g。，）は X 線結晶解析の場合 と比較 して か な り悪 く，

15．6％とな っ て い る．こ の た め ， 現状で は 回折強度の み

を用 い た モ デ ル の 最適化に は 注意が必要 で ある．14）一

方 ， 電子顕微鏡豫か ら計算され る位相 に 関 し て は ，そ の

残差 が 26，7° で 丘gure　ofmerit で い う と 0．89に 対応 し，

X 線結晶解析 の 初期位相よ り良い 統計値を与え る ．こ

の た め ， X 線結晶解析 の 電子密度図に 対応す る電子線

結晶解析で 得られ る電位 図は ，原子 モ デ ル の 最適化な し

で も非常に解釈しやすい ．

　そ の 4．5入分解能 の 立体構造か ら， 6 つ の 膜貫通 ヘ リ
ッ

ク ス 以外に ， 分子の 中央近 くに 短 い α
一ヘリ ッ ク ス が 2

つ ，一つ の 膜貫通 ヘ リ ッ ク ス の よ うに
一端を 向きあわ せ

て 膜内に存在 して い る こ とが明 らか に な っ た （Fig．2）．

こ の 2 つ の α
一ヘ リ ッ ク ス は ，NPA モ チ

ーフ を含む ル ー

プ部分の 比較的疎水性が高い 部分に対応する と予想され

る （Fig．1 の HB と HE ）．実際，そ の 2 つ の α
一ヘ リ ッ

Fig．2．　 A　view 　of 　the 　experlmen 亡al 　potential　map 　of 　AQpL

　　The 且tted　poly−Ala　helices　are 　shown 　by　a 　stick 　model 　and

　　the　potential　map 　representlng 　the 　loop　from　the 　short α
一

　　helix（HE ）to　a　membrane 　surface 　was 　indicated　by　an

　 　 arrOW ，
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

2000年　　第 10号 構造生物学 427

ク ス に 対応する電位図 の ，膜中央部分付近か ら両方の膜

表面に 向か うル ープ部分も観測され て お り，全体 と して

は Fig．1 の LB と LE に 対応する電位図は X 型とな る．

こ の 分子 の 中央付近 の 通路が水 の 経路 と考 え られ る

（Fig．3）．こ の 膜内に 水 の 通路 （ボ ア ）に 面す る形で短

い α
一ヘ リ

ッ
ク ス （ボ ア ヘ リ ッ ク ス ）が存在 して い る形

状は，最近構造が解か れた K ＋ チ ャ ネ ル と類似性が あ

る，15）

　こ こ で，AQP1 と K ＋
チ ャ ネル の 透過経路を比較す る

こ とに よ り ，
AQP 　I の 水分子の 選択を実現す る分子機構

を考え て みる．K ＋ チ ャ ネ ル で は，中央の 水 の 空洞中に ，

ボ ア ヘ リ ヅ ク ス の 分極に よ る負電荷に よ り陽イ オ ン が安

定に 存在する こ とが で きる．こ の 構造 と AQP 　1 の 立 体

構造の 大きな違い の
一

つ は ，
AQP 　1 で は膜中央で 通路が

最も細くな っ て い る こ とで ある．こ の 中央付近 の 通路の

直径は約 3A 程度 と考えられ，水分子 の 大 きさとよ く一

致して い る．つ ま り，こ の 部分の 立体障壁に よ り水分子

よ り大 きい 分子 の 通過を阻害して い る と予想される．つ

ぎの 大きな違い は ， K ＋
チ ャ ネル で は ボ ア ヘ リ

ッ
ク ス が

（

壷

囓
 

 

％

、、

拶
 

 
竜鬮鬮

團 鬪

C 端をイ オ ン の経路に 向けて配置 し ， 陽イオ ン の 電荷を

安定化 して い る の に 対 し，AQP1 は逆に ボ ア ヘ リ ッ ク ス

の N 端 が水 の 経路 に 向い て い る．こ の ため ，ボ ア ヘ リ

ッ
ク ス か らの 正 電荷が分極 した 水分子 の 負電荷を うち消

す と同時に ， 陽イ オ ン の通過を阻害 して い る と考えられ

る （Fig．4）．つ ま り ， 立体障壁 と分極 の 安定化 とい う二

つ の機構に よ り水分子を選択 して い ると予想 で きる．ま

た ， ア ク ア ポ ーリ ン フ
ァ ミ リー

で 保存さ れ て い る NPA

モ チ
ー

フ の Asn と の 水素結合も， 水分子 の 選択に寄与

して い る か も しれ な い ．

3． AQP1 の折 り畳み

　4．sA で 解析した立体構造と
一次配列が持 っ て い る特

徴を利用 して ，AQP1 の 折 り畳 まれ方を 予想 した ．16）ま

ず，解析され た AQP1 の 1分子の 立体構造は ，

〜
次構

造で観測された相同性に対応する と考えられ る擬似の 2

回対称性を持 っ て い た （Fig．3）．こ れ に よ り， 全体を 3

本ずつ の 膜貫通 ヘ リ
ッ

ク ス と 1つ の ボ ア ヘ リ ッ ク ス の 2

組 に分ける こ とが で きる．また，ア クア ポーリ ン フ
ァ ミ

リー
の
一

次構造を比較すると H1 と H2 をつ な ぐLA と

H4 と H5 間の LD が非常 に 短い 場合があ る こ とがわ か

る 1η （最短は それぞれ 6 残基 と 3 残基）．こ の こ とか ら，

H1 と H2 または H4 と H5 は隣 り合 うと予想される．こ

II2．有

箋

  x 璽

鵠
鈔

 

 
）

x

肇

 

 
Flg．3．　 Arrangement　 of α

・helices　ln　the　AQpl 　 mouomer ，

　　The 　broken 　line　represents ヒhe　pseudo　two −fold　axis 　of 　the

　　monomer 　and 　the 　gray　circle （3　A 　diameter）indicate　the

　　position　of　the　water 　pathway．　The　contour 皿 ap 　shows

　　the 　10−A 　slice　of 　the 　potential　 map 　 at　 almost 　the 　 mem −

　　brane　 center ，　 where 血 e　 water 　 pathway　 ls　 narrowest ．

　　While　the　proposed　assignment 　of　the　heliccs　was 　shewn 　in

　　the　upper 　draw藍ng ，　the　lower　panels　show 　the　possible　8

　　modeis 　fulfil　the 　pseudo　two −fold　symmetry 　and 　the　short

　　LA 　and 　LD 　bops ，
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Fig．4．　 Schematic　drawing　efthe 　stabilized 　water 　molecule 　at

　　the 　center 　of　the 　AQpl 　 monomer ，　 The 　charges
，
　 which

　　come 　from　the　polarization　of　helices　alld 　a　water ，　were

　　represented 　by   and 　e．　 The 　position　of 　the　loops　in　thc

　　transmembrane 　region 　was 　 estimated 　from　the　potentia1

　　（Fig・　2）・
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の 2 つ の 制約か ら ， N 端 と C 端が細胞質側に ある こ と

も考 えると，実現可能な AQp1 の折 り畳 み は 細胞外か

ら見 て Fig．3 の 8 つ に な る．こ こ で ，こ の 8 つ の モ デ

ル の 中で どれが も っ と も実際の 立体構造と対応す るかを

検討するた め に ， い ろ い ろ な膜タ ン パ ク質 の 膜貫通 ヘ リ

ッ ク ス の す べ て の 残基 を valine で置 ぎ換えて AQPI の

電位図 に 最適化 して ，各膜貫通 ヘ リ ッ
ク ス の向きを予想

した ．α
一ヘ リ ッ ク ス で は 通常側鎖が N 端側へ 突き出る

の で ， 側鎖に 対応す る電位まで 考慮す る こ とに よ り， 向

きを決め る こ とが で きる．そ し て Fig．3 に 示 した モ デ

ル が電位図 に もっ とも よ く合 っ て い る こ とがわ か っ た ．

　 こ の か な り複雑な折 り畳み の もっ とも顕著な特徴は ，

LG の 位置 で あ ろ う．H3 か ら H4 を つ な くツ レ ーブが ，

分子を横切る よ うに 長 く横たわ る こ とに な る．実際，ア

ク ア ポーリ ン フ
ァ

ミ リーで最短の LG の 長さ は 16残基 と

予想され て お り，

17）こ の モ デ ル とよ く一致して い る．ま

た
，

こ の LG の 配置の た め に は ，
　 LE が最後に LC とぶ

つ か る よ うに 折 り畳 まれ ない とい けな い こ とは ，複雑な

折 り畳 み の 経路を示唆す る の か もしれない ．

お　 わ　 り　 に

　こ の よ うに ，まだ分解能は原子 モ デ ル を作成する に は

十分で は な い が ，電子線結 晶解析を用 い て AQP1 の 立

体構造を得た ．そ して ，そ の 構造か ら予想 され る水 チ ャ

ネ ル の 構造と機能の 関連 に つ い て ， 議論の 余地 の ある こ

とまで 含め て
， 得られた知見に つ い て ま とめ た ．現在，

よ り高い 分解能の 解析を進め て お り， そ の 結果 ， 上 の 議

論を確認す ると共 に 水分子 の 透過 の 詳細な分子機構がわ

か る と考えて い る．電子線結晶解析は ， 二 次元結晶さえ

で きれば，X 線結晶解析 と同様に原子 モ デ ル を 得る こ

とが で きる 手段 の ひ とつ として ほ ぼ確立 され つ つ あり，

膜タ ン パ ク質の よ うな三 次元結晶作成が困難な試料 へ の

応用が期待され る．

　本 AQPI に 関す る研 究は ，藤吉好 則教 授，　 Pr・ £ Peter　Agre と

Pro£　Andreas　Angelの 3 グル
ープの 共同研究の 結果で あ り，こ こ

で，こ の グル ープ に い た すべ て の 共同研究者に 厚 く感謝の 意を 表

します．また，本稿の 図の 作成 を 手伝 っ て くれた 廣 明洋 子さん と

大嶋篤典君に 感謝致 します，
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NMR に よる構造生物学 と創薬の 橋渡 し

廣　明　秀　
一

　近年 ， 医薬品の開発の戦略と して新し い 方法論が定着

した．（1）コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ケ ミス ト リーと ハ イ ス ル ー

プ
ッ

ト ・ス ク リ
ー

ニ ソ グ（HTS ）の組み合わ せ ， （2）論理

的薬物設計（rational 　design）の ア プ ロ
ー

チ ，（3）薬理 ゲ ノ

ム 学 ， の 3 つ で ある．三者に は ， い ずれも最先端 の 科学

・技術 の 利用 とい う思想が共通 し て い る ．た とえば，

（1）は リード化合物探索の 高速化 の た め に ロ ボ テ ィ ク ス

を利用する こ とで ある．また ，（2）は構造生物学 の 進歩

に よ り増加 し続ける タ ン パ ク 質の 立体構造情報を リード

創製 ・リード最適化 に 利用する た め の 方法論で ある．

（3）で は 創薬 の 標的となる新規の遺伝子を効率的に 探索

するた め に ，ゲ ノ ム 情報を利用す る．

　NMR ．（核磁気共鳴法） の 特徴は ，タ ン パ ク 質や核酸

の 立体構造を決定する た め に そ の 水溶液を測定す る こ と

で ある。こ の 特徴を活か して ， タ ン パ ク質の 構造決定の

み に とどまらず，タ ソ パ ク 質と低分子 リ ガ ソ ドの 相互作

用を解析する た め の 手法が い くつ も実用化され て い る．

こ うした 手法 は ，いずれもリード探索と論理 的薬物設計

の 両方の 段階 に適用可能で あ り， まさに rNMR に よ り

構造生物学 と創薬が橋渡 しされ る」 と言 っ て も過言 で は
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