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記号、記号及び備考 

 

アミノ酸の略号 

一文字略号 三文字略号 正式名称 

A Ala alanine 

C Cys cystein 

D Asp aspartic acid 

E Glu glutamic acid 

F Phe phenylalanine 

G Gly glysine 

H His histidine 

I Ile isoleucine 

K Lys lysine 

L Leu leucine 

M Met methionine 

N Asn aspargine 

P Pro proline 

Q Gln glutamine 

R Arg arginine 

S Ser serine 

T Thr threonine 
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V Val valine 

W Trp tryptophan 

Y Tyr tyrosine 
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第 1章	 序論 

 

 

膜輸送タンパク質 

 

	 細胞はリン脂質で構成された脂質二重膜により外界から隔離されている。細

胞が生命活動を維持するには、金属イオン・アミノ酸・脂肪酸など多岐にわた

る物質を取り込み、また排出することが不可欠である。このような細胞内外に

おける物質のやり取りは、脂質二重膜に埋め込まれた膜輸送タンパク質が担っ

ている (図表 1.1)。膜輸送タンパク質は、物質を認識・輸送するポアドメインと、

この機能を制御する調節ドメインで構成される (図表 1.1)。ポアドメインは単量

体または多量体で形成された膜貫通領域であり、ポア内部に固有の基質結合部

位を保持する。基質結合部位は特定の基質を認識し、濃度勾配に従ってあるい

はポアドメインの構造変化に伴って脂質二重膜の反対側へと輸送される。基質

認識部位は膜輸送タンパク質による輸送機能に、基質に対する正確性、つまり

「選択性」を与える上で極めて重要である。この基質輸送は、調節ドメインに

より制御される。調節ドメインは H+・金属イオン・核酸などの化学物質と結合

し、あるいは膜電位や温度などの物理的な刺激を感知する。構造変化によって

これをポアドメインに伝えることで基質輸送を開始、あるいは抑制する。この

ような「輸送制御」により、膜輸送タンパク質は輸送機質を環境に合わせて基

質を取り込みあるいは排出する。細胞内における物質濃度の恒常性に必要な膜

タンパク質のもう一つの重要な特徴は、基質輸送の「方向性」である。膜輸送
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タンパク質は能動輸送と受動輸送と呼ばれる輸送様式を示す。能動輸送は、ATP

や光エネルギーなどを駆動力としてリン脂質二重膜を隔てて形成される基質濃

度勾配に逆らって基質を輸送する、ポンプと呼ばれる膜タンパク質が示す輸送

様式である (図表 1.1)。一方、基質濃度勾配を駆動力とする輸送様式は受動輸送

であり、多くの膜輸送タンパク質が示す輸送様式である。受動輸送を示す膜輸

送タンパク質はトランスポーターそしてイオンチャネルに大別される (図表

1.1)。トランスポーターの場合、複雑な構造変化がいくつものステップを経て基

質を輸送する。それに対しイオンチャネルは、ポアドメインが開いた開口状態

とそれが閉じた閉口状態という二つの構造変化を伴い、開状態のときのみ基質

イオンを輸送する。さらに、トランスポーターの基質輸送速度は 103~104個/sec、

イオンチャネルのそれは 106~108 個/secであり、基質輸送速度の観点からも区別

される。 

	 イオンチャネルの多くは細胞内に豊富に存在する Na+・K+・Mg2+・Ca2+といっ

た金属イオンを輸送機質とし、細胞内における金属イオン濃度の恒常性に寄与

する。イオンチャネルもまた、輸送制御を伴って基質イオンを選択的に輸送す

る。特に K+チャネルは最も研究が進んだイオンチャネルである。K+チャネルの

ポアドメインは、セントラルキャビティーと選択フィルターで構成されたイオ

ン透過孔を形成する 1–3。選択フィルターは主鎖のカルボニル酸素によって形成

され、様々な金属イオンのうちその径に適合する K+から水和水をはがし、これ

と結合する 1–3。セントラルキャビティーは細胞質ドメイン及び膜電位センサー

ドメインと呼ばれる調節ドメインにより輸送制御を受ける 4。細胞質ドメインは

H+・Ca2+・核酸との結合、膜電位センサーは膜電位差の感知を構造変化として
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変換する 5,6。この構造変化がセントラルキャビティーに伝わることで、K+輸送

が制御される。以上の「選択性」、そして「輸送制御」は個々の K+チャネルに固

有である。K+チャネルのみならず、生体膜には様々なイオンチャネルが存在す

る。これらは固有の選択性及び輸送制御を伴って金属イオンを輸送し、細胞内

における金属イオン濃度を維持する。 

 

 

Mg2+輸送タンパク質を介した細胞内 Mg2+ ホメオスタシス 

 

	 Mg2+は生体内に含まれる Na+・K+・Ca2+といった金属イオンの中で最もイオン

半径が小さく、最も大きな相対水和イオン半径を示す。Mg2+は 6 つの水分子が

配位し、結合角 (O-Mg2+-O) が~90°の正八面体構造をとる 7。Mg2+の脱水和エネ

ルギーは 1858 kJ mol-1と極めて高く 8,9、その水和状態は非常に安定である。対

照的に、Na+・K+は脱水されやすく 7、Ca2+は様々な水和状態をとることが可能

であり 8,10,11、それぞれが柔軟な化学的特徴を示す。Mg2+は生体内で様々な役割

を担っているが、その根底には Mg2+の特徴的な化学的性質が関係していると考

えられる。 

	 Mg2+は細胞内で最も豊富な二価金属イオンである。細胞内では~20 mMのMg2+

が存在するが 12、そのうち 0.5~1.0 mMを遊離Mg2+が占める 12。Mg2+は様々な生

理的役割を担っている。Mg2+はゲノム情報の複製・転写・翻訳における補酵素

であり 13、リボソーム・脂質二重膜・ゲノム・核酸の安定化に重要である 14–17。

これまでヒトにおいて Mg2+欠乏が与える細胞への影響が報告されており、例え
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ば、Mg2+欠乏は心筋症・てんかん・偏頭痛・骨粗しょう症を引き起こす原因と

なる 18。これは免疫系細胞の活性化に寄与する情報伝達を Mg2+が促進すること

に起因する 19。それゆえ細胞内における Mg2+濃度の恒常性は生命活動に極めて

重要であると言える。 

	 Mg2+の恒常性を司る Mg2+輸送システムが初めて見出されたのは 1960 年頃で

ある 20。それ以降、Mg2+輸送システムに寄与する様々な Mg2+輸送タンパク質が

同定された 21 (図表 1.2)。種々のMg2+輸送タンパク質はユニークな特徴を示す。

ある特定のMg2+チャネルにおいては、Mg2+認識あるいは輸送に重要であると考

えられるモチーフが原核生物から真核生物まで厳密に保存されている。しかし

他の Mg2+チャネルのトポロジーやモチーフなどを比較すると、進化的に関係性

のあるMg2+チャネルは存在しない (図表 1.2)。それゆえ、種々のMg2+輸送タン

パク質は異なるタンパク質を起源として進化したものと考えられる。これは、

異なるファミリーでもアミノ酸残基や構造がよく保存された K+チャネルとは対

照的である 22。 

 

 

Mg2+チャネル MgtE及び CorA 

	  

MgtE 

 

	 MgtEはMaguireらによるゲノム解析によりグラム陽性菌及びグラム陰性菌に

おいて初めて同定された Mg2+輸送タンパク質である 23,24 (図表 1.2)。MgtEは約
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50%の原核生物に保存されており 25、Mg2+輸送システムに寄与する。その後、

mgtEが Borrelia burgdorferiの引き起こすライム関節症の原因遺伝子であり、グ

ラム陰性菌 Aeromonas hydrophila のヒトへの付着を促進することが明らかとな

った 26。 

	 MgtEの結晶構造は 2007年、Hattoriらにより報告された 27 (図表 1.3 A)。MgtE

は細胞質ドメインとポアドメインで構成されるホモ二量体である (図表 1.3 A 

左)。ポアドメインは TM2及び TM5により形成されており、イオン透過孔の細

胞外側及び細胞内側が共に閉じた閉状態であった (図表 1.3 B)。細胞質ドメイン

は Nドメイン・CBSドメイン・プラグヘリックスで構成されており、Mg2+存在

下では合計 12 個の Mg2+と結合し、各ドメインが互いに密着した構造であった 

(図表 1.3 A左)。一方でMg2+非存在下では、Nドメインが大きく展開し、CBSド

メインとプラグヘリックスが開いた構造であった (図表 1.3 A 右)。これらの構

造から、細胞質ドメインは Mg2+依存的に構造変化を起こし、これによりポアド

メインの開閉を促すという、Mg2+リガンド依存的な輸送メカニズムが提唱され

た 27,28 (図表 1.3 A)。その後 Hattoriらは、細胞内の Mg2+濃度上昇に伴い、MgtE

の Mg2+輸送活性が低下することを電気生理学的実験により明らかにし、上記の

Mg2+輸送メカニズムを実証した 29。Mg2+の透過時には、疎水性ゲート及び親水性

ゲートが大きく開くことが考えられる。特に親水性ゲートには平行に並ぶ二つ

のプラグヘリックスが配置しており、親水性ゲートを塞いでいる (図表 1.3 B)。

それゆえ、Mg2+の透過には少なくともプラグヘリックスが外側へ動くことによ

り、Mg2+の透過に十分な空間が確保される必要がある 27。MgtEのイオン透過孔

は疎水性ゲート・親水性ゲート・Mg2+選択フィルターで構成される (図表 1.3 B)。
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イオン透過孔の中央に存在する Mg2+選択フィルターは二つの Asp432 で構成さ

れており、Mg2+と相互作用する 27 (図表 1.3 C)。Asp432は厳密に保存されており、

変異体 D432A 及び D432A は Mg2+に対する透過性を失うことから、Asp432 は

Mg2+の透過に重要であると考えられる 29。MgtEのイオン透過性は非常に高く、

Mg2+を 100 pS (~3×107個/sec)、そして Co2+を 55 pS (~1.8×107個/sec) で透過する

29。対照的に、Na+や K+などの一価金属イオン、Mn2+や Ni2+などの二価金属イオ

ンに対しては透過性を示さない。そのため、MgtE は Mg2+に高い選択性を示す

Mg2+チャネルであると言える 29。 

	 真核生物では、mgtEの相同遺伝子として slc41が同定されている 18 (図表 1.2)。

SLC41 ファミリーはヒトのほとんどの臓器に発現しており、近年、電気生理学

的解析により SLC41 ファミリーに属する SLC41-A1・SLC41-A2・SLC41-A3 の

イオン選択性が明らかとなっている 30–33。SLC41もまたMgtEにおいて厳密に保

存された Asp を保持しているが、イオン選択メカニズムについては未だ不明で

ある。SLC41 の特徴は、slc41 が遺伝子重複を起こしており、MgtE における細

胞質ドメインが欠失していることである 34。それゆえ真核生物では、細胞内Mg2+

濃度の感知や Mg2+の取り込みの制御を担うシステムは、原核生物とは異なると

考えられる。 

	 これまでMgtEの X線結晶構造が決定されたことをきっかけに、MgtEの細胞

質ドメインにおける新たな Mg2+結合部位の同定 29、二価金属イオンに対するイ

オン選択性 29、分子シミュレーションによる細胞質ドメインのダイナミクスな

どが報告されている 28。しかし、MgtE の Mg2+の認識メカニズムや Mg2+を輸送

する瞬間をとらえた開構造の決定など、未だ不明な点が多いのが現状である。 
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CorA 

 

	 CorAはその変異体が細胞の Co2+耐性に寄与することから名付けられ、Maguire

らによって Salmonella typhimurium及び E.coliから初めてその遺伝子が単離され

た 35 (図表 1.2)。CorAは原核生物の約半分に保存されており、MgtE同様にMg2+

を細胞内へ取り込む 36。corA は三つのサブグループに分かれており、そのうち

の一つが zntBを含む corA-like 遺伝子群である 37。Thermotoga maritime由来 CorA 

(TmCorA) は MgtE と同様に Mg2+及び Co2+の取り込みを担う 37。これとは対照

的に、ZntBは Zn2+を細胞外に排出するため、Mg2+輸送システムには寄与しない

と考えられる 38。 

	 真核生物では、CorA-like タンパク質として Mrs2・Alr1・Mnr2 が同定されて

いる (図表 1.2)。Mrs2はミトコンドリアにおけるMg2+濃度の恒常性と呼吸鎖複

合体の機能及び安定化に重要である 39。Alr2及びMnr2は酵母が固有に有するタ

ンパク質である 40。Alr1は原形質膜、そしてMnr2は小胞体に発現し、それぞれ

Mg2+の取り込みを行う。特に Mnr2 は小胞体内における Mg2+の貯蔵に重要であ

る 40。 

	 TmCorA の閉状態の結晶構造は、2006 年に異なる二つのグループから報告さ

れた 41,42。CorA は十回膜貫通型の五量体タンパク質であり、ポアドメイン及び

細胞質ドメインで構成される 41,42 (図表 1.4 A)。五つの非常に長い TM1がイオン

透過孔を形成し、細胞外側には CorA-like タンパク質に厳密に保存される GMN

モチーフが存在する (図表 1.4 A, B)。TM1は~55 Åに渡る非常に長いヘリックス
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で、その中央には塩基性残基に富む basic ringモチーフ (KKKK) が存在する (図

表 1.4 A 左)。細胞質側に突き出た TM1は細胞質ドメインを構成する。細胞質ド

メインには合計 10個の Mg2+が単量体と単量体の境界に結合し、CorAの全体構

造を安定化している (図表 1.4 A)。さらに、Mg2+非結合型 (Cs+結合型) TmCorA

の結晶構造が明らかとなり、ポアドメインの構造は変化してはいなかったが、

細胞質ドメインがわずかにねじれた構造となっていた 43。CorAの開状態構造は、

分子動力学シミュレーションを用いた研究により明らかとなっている 44。Mg2+

非存在下では、細胞質ドメインと basic ringが大きく外側に開き、この構造変化

に伴ってポアドメインのイオン透過孔が 5~ Åにまで大きく開いていた。この構

造変化は CorAが MgtEと同様に Mg2+リガンド依存性 Mg2+チャネルであること

を強く示唆するものである。 

 

 

第 2章の概要	 ~ Mg2+チャネル MgtEの Mg2+認識メカニズムの解明~ 

 

	 本章では、Thermus thermophilus 由来 MgtE の Mg2+選択フィルターAsp432 の

Mg2+認識メカニズムの解明に向け、MgtE の高分解能構造の決定を目的とする。

これまで最高分解能 2.9 ÅのMgtEの結晶構造が報告されている 29。この構造で

は、イオン透過孔の中央に存在する Asp432 が Mg2+を認識していた。しかし、

両者の距離は 4.5 Å以上離れており、Asp432が直接Mg2+と結合するのか、Mg2+

に配位する水和水と結合するのかは不明であった。そのため、二価金属イオン

に配位する水和水の位置を特定することができる、分解能 2.5 Å以上の高分解能
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構造が必要である。本章では、Mg2+チャネルMgtEを標的とした高分解能構造を

決定し、MgtEのMg2+認識メカニズムの解明を目指す。まず、ポアドメインのみ

のMgtE (以下、MgtE-TMD) を精製し、Mg2+存在下で lipidc cubic phase 法 (以下、

LCP 法) により結晶化を行った 45–48。その結果、分解能 2.3 Å の Mg2+結合型

MgtE-TMD の結晶構造を決定することに成功し、MgtE が完全水和状態にある

Mg2+を認識することが明らかとなった。さらに、Mg2+選択フィルターAsp432変

異体の liposomeを用いたMg2+取り込み実験によって詳細なMg2+認識メカニズム

を解明するに至った。 

 

 

第 3章の概要 ~ Mg2+チャネル MgtEの金属イオン選択メカニズムの解明〜 

 

	 本章では、MgtE のイオン選択性におけるさらなる考察のために、Mn2+及び

Ca2+結合型 MgtE-TMD の構造を決定すると共に、機能解析により MgtE の詳細

なイオン選択性について議論する。MgtEのイオン選択性は電気生理学的実験に

より解析されており、Mg2+及び Co2+には透過性を示すが、その他の二価金属イ

オン (Ca2+・Mn2+・Ni2+) には示さないことが明らかとなっている 29。しかし、

MgtEがどのようにイオンを選択するのかについては未だ不明である。本章では、

Mn2+結合型MgtE-TMDの高分解能構造の決定に成功し、Mn2+はMg2+と同様の様

式で Asp432に認識されることが明らかにした。Ca2+結合型MgtE-TMDは分解能

が 3.2 Å であったため、詳細な Ca2+認識メカニズムの解明には至らなかった。

Mn2+及び Ca2+結合型 MgtE-TMD では、Mg2+選択フィルターAsp432 とは異なる
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箇所に二価金属イオン結合部位が見出された。二価金属イオン結合部位が与え

るイオン選択性への影響を調べるために、イオン結合部位を変異させた変異体

MgtEを調製し、liposomeを用いた機能解析を行った。その結果、これらの結合

部位がMgtEのイオン選択性に寄与することが明らかとなった。 
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K+ channl KirBac1.1

Peptide transporter POT

Ca2+ pump SERCA

Pore domain

Regulation domain

図表 1.1

K+ channel KcsA (PBD ID : 1P7B), peptide transporter POT (PDB ID : 4IKV), Ca2+ pum 

SERCA (PDB ID : 4BEW) の結晶構造
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第 3章	 Mg2+チャネルMgtEの金属イオン選択機構の解明 
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第 4章	 総括 
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