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 本研究では脂質膜中ではたらくイオン輸送体を対象とし，クライオ電子顕微鏡による単粒子構造解

析を行うことで、原子モデルの構築可能な 3-5Å の高分解能で明らかにし，その構造をもとにイオン輸

送の分子機構を解明することを目的とする．真核生物由来のカチオンチャネルを対象として、GFP を

用いた FSEC 法による遺伝子スクリーニングなどの結果、界面活性剤で可溶化した状態での安定性が

高いチャネル分子を特定し、昆虫細胞による発現系を用いて発現したタンパク質を Ni-NTA による金

属アフィニティクロマトグラフィー，ゲルろ過などによって精製し，構造解析を行うために十分な精

製度のタンパク質を得ることに成功した．この精製したチャネルタンパク質を用いて負染色法による

電子顕微鏡観察から 4 量体形成を保ったまま精製できていることを確認できたため，直接検出器を備

えた低温電子顕微鏡による観察を行った．初めは可溶化する際に用いた界面活性剤に入ったミセルの

状態の試料を観察に用いたが，凍結観察試料の氷の厚みが高いために，CTF 補正において高分解能の

情報が失われてしまうという問題などのため，単粒子解析を行うことは難しかった．そこで，amphipol
と呼ばれる両親媒性の分子や，nanodisc と呼ばれる脂質二重膜状の環境に精製タンパク質を再構成す

ることで，余計な界面活性剤を取り除くことで薄い氷の観察試料を作製するための条件検討を行った．

さらに濾紙によるブロッティングの強度，時間の検討を行うと同時にグリッドの種類の検討を行うこ

とで，チャネル分子が均一に分散した観察試料を作製することに成功した．300kV 加速電圧のクライ

オ電子顕微鏡 TitanKrios と直接検出器 FalconIII を用いたデータ収集を行い，単粒子解析ソフト

Relion によって解析を行ったところ，βシートなど二次構造思われる特徴が確認できる程度の二次元

平均化像を得ることに成功した．しかしながら特定の向きの粒子が多かったために三次元再構成を行

うことはできなかった．今後はこれらの問題を解決しつつ，データ収集を行うことで高分解能の三次

元構造を得ることを目指す． 
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