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緒緒  言言  

 
ヘテロ二量体型アミノ酸輸送体（HATs）は、ジスルフィド結合によってつながった軽鎖（SLC7）と重鎖（SLC3）

という 2 つのサブユニットからなる輸送体である。ヒトは 8 種類の HAT サブタイプを持ち、それぞれが異なる

生理機能と基質特異性を持つ。例えば、L 型アミノ酸輸送体として知られる LAT1‐CD98hc はロイシンの輸送

を通じてがん細胞の増殖に関わることから、抗がん剤の新規標的として注目されている。筆者らは、HATs の分

子機構を明らかにするため、LAT1‐CD98hc の構造をクライオ電子顕微鏡により初めて決定した［1］。しかしな

がら、界面活性剤によって可溶化したタンパク質には、解析対象である阻害剤が結合しないことが示唆された。 
そこで本研究では、これまでの研究結果に基づき、LAT1‐CD98hc の立体構造を限りなく生理的環境に近い脂

質条件下で可視化することで、その薬物認識機構を解明することを目指した。そのために、LAT1‐CD98hc を脂

質ナノディスクやリポソームに再構成し、クライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行った。また、この状態で種々

の阻害剤を添加することで、阻害剤結合型の構造を決定し、認識機構を解明することを目指した。また、LAT1 と

パラログである LAT2 に関しても構造解析を進めることで、L 型アミノ酸輸送体を阻害する様々な阻害剤の結合

様式を明らかにし、より特異性の高い薬剤開発にむけた構造基盤を提供することを目指した。 
 

方方  法法  

 
11．．HHAATT のの大大量量発発現現系系のの構構築築とと精精製製  

HATs は、SLC3 と SLC7 に属するサイズの異なるタンパク質のヘテロ複合体であるため、その発現において

は、各サブユニットを適切な強度比で発現誘導する必要があった。そこで、過去の手法［2］にならい、濃縮 BacMam
ウイルスを用いた小スケールでの条件検討によって、最適な量比で両サブユニットを発現させた。この方法に   
よって、LAT1‐CD98hc 複合体および LAT2‐CD98hc 複合体を高収量で発現させることに成功した。GFP    
タグ‐抗 GFP ナノボディを用いたアフィティー精製およびゲルろ過により、1 リットルあたり 3 mg 以上の高収

量にて目的タンパク質を精製した。この試料を、MSP2N2 および POPC／POPG／Cholesterol 混合脂質とイン

キュベートし、界面活性剤を除くことでナノディスク再構成タンパク質を調製した。ここに、CD98hc を認識す

るモノクローナル抗体を結合させることで、観察試料とした。 
 

22．．ククラライイオオ電電子子顕顕微微鏡鏡試試料料のの作作製製、、デデーータタ測測定定、、解解析析、、おおよよびび構構造造決決定定  
初期の検討によって、ナノディスク再構成タンパク質はグリッド作製時にいわゆる「気液界面における変性」

［3］によって構造が壊れることがわかったため、少量の Surfactant を加えることで問題を回避した。各種基質

および阻害剤の結合型の解析においては、精製タンパク質に化合物を加え、氷上あるいは 37℃でインキュベート

することで複合体を調製した。各種試料に対して、最適なグリッドをスクリーニングした後、300 kV 加速電圧の

Titan Krios 電子顕微鏡を用いて、5,000〜15,000 枚程度のクライオ電子顕微鏡像を撮影した。これまで、解析に

は主にオープンソースソフトウェアである RELION を用いてきたが、近年開発の進む cryoSPARC を用いると、
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解析の速度向上によるスループットが 5 倍以上であることがわかったため、初期の解析は cryoSPARC を主に用

い、RELION そのほかのソフトに特有の機能を利用する際は、データ変換の上さらに解析を進めた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．LLAATT11‐‐CCDD9988hhcc とと基基質質・・阻阻害害剤剤複複合合型型のの構構造造解解析析  
LAT1‐CD98hc と基質である Phe、Melphalan との構造を、分解能 3.5 A 前後で決定した（図 1）。初期の低

分解能構造から示唆されたように、ナノディスク下で基質を結合した LAT1 は、基質結合ポケットが外側に開い

た Outward-open 構造を取っていた。Phe の結合様式を見ると、原核生物の SLC7 ホモログである AdiC や ApcT
と同様に、膜貫通ヘリックス 1、6（Transmembrane helices：TM1, 6）のほどけた部位の主鎖原子によって認

識されていた。 
さらに、LAT1 に特異的な阻害剤および非特異的な阻害剤との結合型構造を決定した（図 1）。種々の構造を比

べると、LAT1 のポケットは Outward-open から Occluded 構造にいたる様々な開き具合を示していることが分

かった。特に、クラシカルな非特異的阻害剤である BCH との結合型においては、ポケットが完全に閉塞されて

おり、他の阻害剤の作用様式とは異なることが示唆された。 
過去の研究において解決されていない疑問として、重鎖である CD98hc が LAT1 の構造変化にどれだけの影響

を与えるかが上げられる。LAT1‐CD98hc の解析においては、CD98hc の細胞外ドメインと LAT1 を別々にア

ラインメントすることで分解能向上が見られた。このことは、LAT1 と CD98hc 細胞外ドメインが比較的独立し

て動くことを示している。一方で、既に報告されている Inward-open 構造［1］と今回の Outward-open、Occluded
構造を比べると、CD98hc の細胞外ドメインの位置にも違いが見られた。したがって、細胞外ドメインは LAT1
の構造変化と連動していることが示唆された。 

 
22．．LLAATT22‐‐CCDD9988hhcc のの構構造造解解析析  

LAT2‐CD98hc に関しても、同様の解析を行い、分解能 3.5 A 程度で構造決定を行った。LAT2 は、リガンド

の非存在下では LAT1 と同様に Inward-open 構造を取っていた一方で、阻害剤を加えたものについては、

Outward-occluded 構造および Occluded 構造を取っていた。LAT1 との構造比較を行ったところ、大きな構造の

違いは見られなかったものの、ポケットの内側を向くアミノ酸残基に複数の違いがあることがわかった。これら

の違いによって、LAT1 と LAT2 の基質選択性の違いが生み出されていることが示唆された。 
 

33．．今今後後のの展展望望  
ヒトが持つアミノ酸輸送体は 70 種類以上が知られているが、そのアミノ酸認識機構や阻害機構の詳細が明ら

かにされた例はいまだ少ない。本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析によって、L 型アミノ酸輸

送体に対するリガンド結合機構の詳細を明らかにすることに成功した。2019 年時点での試料調製法では、界面活

性剤による影響を取り除ききれないという問題があったが、本研究にて目指したナノディスクによる試料調製法

の確立は、より生体に近い状態で輸送体の構造を捉えるうえでのブレークスルーであったといえる。今後は、構

造から得られた知見をもとに、阻害剤の構造展開および検証を行う。また、本研究で培った技術知識を用いて、

ヒトが持つ様々な輸送体の構造薬理学研究を推進する。 
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図 1．ナノディスクに再構成した LAT1‐CD98hc のクライオ電子顕微鏡構造 
a） クライオ電子顕微鏡マップ。LAT1 をシアンで、CD98hc を緑で、阻害剤を

マゼンタで、脂質分子を黄色で示している。 
b） BCH 結合型の LAT1 の拡大図。 
c） 各種基質結合型およびアポ型の LAT1 の比較。 
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