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研究成果の概要（和文）：　本研究により神経や心ペースメーカー細胞において自発発火特性の制御を担う過分
極誘発陽イオンチャネル（HCNチャネル）であるHCN1，HCN2，HCN4が実際にパルミトイル化を受けていることが
明らかになった。HCN1，HCN2ついてはパルミトイル化する責任酵素（Zdhhcタンパク質）の同定も行った。特に
HCN2についてはZdhhc3，Zdhhc7が細胞膜への移行には関与せず、既に細胞膜上に存在するチャネルの活性を調節
している可能性を示唆する結果を得た。また、KCNHチャネルファミリーのKv10.1，Kv11.1，Kv12.2の３種のイオ
ンチャネルがパルミトイル化を受けていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that among hyperpolarization-activated cyclic 
nucleotide-modulated channel family (HCN1-4), HCN1, HCN2 and HCN4, but not HCN3, are the targets of 
S-palmitoylation. Further, we identified palmitoylating enzymes that regulate the palmitoylation of 
HCN2 channel. Multiple Zdhhc-family of palmitoylating enzymes significantly increased the 
palmitoylation of HCN1 and HCN2 proteins. Especially, 5 Zdhhc proteins (Zdhhc2, Zdhhc3, Zdhhc7, 
Zdhhc15, and Zdhhc20) augmented the palmitoylation of HCN2 protein approximately over 10-fold of 
control level. When Zdhhc3 and Zdhhc7 were co-expressed with HCN2 in Xenopus oocytes, these enzymes 
reduced the current amplitude of HCN2 without affecting transport of HCN2 to plasma membrane. In 
addition, we found that among KCNH voltage gated K+ channel family, Kv10.1, Kv11.1 and Kv12.2 are 
novel targets of S-palmitoylation.

研究分野： 分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
パルミトイル化（S-パルミトイル化）はタ

ンパク質のシステイン残基に炭素鎖 16 の飽
和脂肪酸（パルミチン酸）が結合する翻訳後
脂質修飾の一つで、生化学的な手法により古
くから知られてきた（Fukata M and Fukata Y，
Nat Rev Neurosci 11: 161, 2010）。このパ
ルミトイル化は、修飾に必要な明確なモチー
フを持たず、その修飾が可逆的で細胞外シグ
ナル等により調節を受けるという特徴的な
性質を持つ。三量体 Gタンパク質のサブユ
ニットや低分子量Gタンパク質等の膜貫通部
位を持たない膜表在性のタンパク質におい
て、パルミトイル化は標的タンパク質の細胞
膜への親和性を調節し、細胞膜－細胞内コン
パートメントや細胞膜－細胞膜ドメイン（ラ
フトやカベオラ等）のシャトリングに関わり、
標的タンパク質の機能制御に重要な役割を
果たす。 
更に近年、このパルミトイル化はイオンチ

ャネルのような膜タンパク質においても新
たな制御機構の一つとして注目され始めて
いる（Shipston，JBC 286: 8709, 2011）。電
位依存性 K+チャネルの Kv1.1，Kv1.5，BK チ
ャネル、リガンド作動性イオンチャネルの
AMPA 受容体，NMDA 受容体，ニコチン型アセ
チルコリン受容体等、イオンチャネルのパル
ミトイル化による制御が既に数多く報告さ
れている。すなわちパルミトイル化はイオン
チャネルのような膜貫通タンパク質におい
ても細胞膜への移行に積極的に関与し、これ
に加え膜貫通部位ではない細胞内領域を細
胞膜にアンカーさせチャネル機能を制御し
ていることも明らかとなってきた。 
 
 
２．研究の目的 
そこで本研究で我々は神経や心筋のペー

スメーカー細胞等の自発発火特性を有する
細胞において重要な働きを担うHCNチャネル
（HCN1-HCN4）にまずは注目し、パルミトイ
ル化がこれらのチャネルの制御に関与して
いる可能性について検証することを目的と
した。以上の目的のため主に以下の 3点に焦
点を絞り実験を行った。 
 
（1）HCN チャネルはパルミトイル化されるの

か？ 
（2）HCN チャネルのどこがパルミトイル化サ

イトなのか？ 
（3）HCN チャネルのパルミトイル化酵素また

は脱パルミトイル化酵素の同定 
 
また、翻訳後修飾によるイオンチャネルの

機能制御の更なる研究の進展のため以下の
二点についても併せて実験を行った。 
 
（4）HCN チャネルの新たな翻訳後修飾の探索 
（5）パルミトイル化される新たなイオンチ

ャネルの探索 

３．研究の方法 
（1）ABE 法による HCN チャネルのパルミトイ

ル化の検出 
ABE（Acyl-biotinyl exchage）法（Drisdel 

RC and Green WN，Biotechniques 36: 276, 
2004）はパルミトイル化タンパク質のシステ
インとパルミチン酸の結合（チオエステル結
合）がヒドロキシルアミンにより化学的に切
断される性質を利用している。ヒドロキシル
アミン処理により遊離したシステイン残基
をシステイン反応性のビオチン化試薬によ
りラベルし、ストレプトアビジンを用いたウ
エスタンブロット法によりパルミトイル化
タンパク質を検出する。 
HEK293 細胞にトランスフェクション法に

より FLAG タグを付加した HCN チャネルを発
現させ、細胞から全抽出液を調整し、抗 FLAG
抗体で免疫沈降法により粗精製した後、ABE
法によりパルミトイル化タンパク質を検出
する。 
 
（2）ABE 法による HCN チャネルのパルミトイ

ル化サイトの同定 
in vitro mutagenesis により HCN チャネル

の細胞内システインをアラニンに置換した
変異体を作製する。（1）の実験と同様に、ABE
法によりパルミトイル化が消失する変異体
を探索し、パルミトイル化サイトを生化学的
に同定する。 
 
（3）クリックケミストリー法による HCN チ

ャネルのパルミトイル化酵素，脱パル
ミトイル化酵素の同定 

2009 年に Tsutsumi らは、クローニングさ
れ た 全 23 種 の パ ル ミ ト イ ル 化 酵 素
（Palmitoyl acyltransferase；以下 PAT）の
cDNA を用いて三量体 G タンパク質サブユ
ニットのパルミトイル化酵素を網羅的にス
クリーニングし、同定した（Tsutsumi ら，MCB 
29: 435, 2009）。一方、脱パルミトイル化酵
素（Palmitoyl protein thioesterase；以下
PPT）は現在までに APT1，APT2，LYPLA1，PPT1 
の 4 種類のみが同定されている。本研究でも
同様のストラテジーを利用しHCNチャネルの
パルミトイル化サイクルに関わる酵素の同
定を目指す。すなわち HEK293 細胞に HCN チ
ャネルと、PAT 全 23 種または PPT4 種を共発
現させ、クリックケミストリー法（Martin BR 
and Cravatt BF，Nat Methods 6: 135, 2009）
により HCN1 及び HCN2 のパルミトイル化を増
強または抑制する酵素を探索する。 
 

（4）免疫沈降法による HCN チャネルの SUMO
化の検出 

HEK293 細胞にトランスフェクション法に
より FLAG タグを付加した HCN チャネルを発
現させ、細胞から全抽出液を調整し、抗 FLAG
抗体で免疫沈降法により粗精製した後、抗
SUMO 抗体を用いたウエスタンブロット法に
より SUMO 化タンパク質を検出する。 



（5）ABE 法による K+チャネルのパルミトイル
化の検出 

HEK293 細胞にトランスフェクション法に
より FLAG タグを付加した K+チャネルを発現
させ、細胞から全抽出液を調整し、抗 FLAG
抗体で免疫沈降法により粗精製した後、ABE
法によりパルミトイル化タンパク質を検出
する。 
 
 
４．研究成果 
（1）HCN チャネルはパルミトイル化されるの

か？ 
哺乳類の HCN チャネル HCN1-4 の 4 種の分

子種についてABE法によりパルミトイル化を
受けるかどうか実験を行った。結果、HCN3 以
外の 3 種の分子種 HCN1，HCN2，HCN4 が実際
にパルミトイル化を受けていることが明ら
かになった（伊藤ら，JPS 2016）。 
 
（2）HCN チャネルのどこがパルミトイル化サ

イトなのか？ 
パルミトイル化されるHCNチャネルのうち

HCN2 に着目しパルミトイル化サイトの同定
を試みた。結果、HCN2 の N末端細胞内領域に
存在する5個のシステイン残基すべてがパル
ミトイル化されうることがわかった（伊藤ら，
JPS 2016）。 
 
（3）HCN チャネルのパルミトイル化酵素また

は脱パルミトイル化酵素の同定 
クリックケミストリー法により HCN2 のパ

ルミトイル化を促進する分子種を探索し、パ
ルミトイル化酵素 Zdhhc タンパク質の全 24
種中 13種の分子種が HCN2 のパルミトイル化
を促進することが明らかになった。HCN1 につ
いてもほぼ同様の分子種によってパルミト
イル化されることがわかった。更に定量的な
実験を行ったところ、Zdhhc2，Zdhhc3，Zdhhc7，
Zdhhc15，Zdhhc20 が HCN2 のパルミトイル化
を 10 倍以上促進することが分かった。この
中でも特に活性の高い Zdhhc3 と Zdhhc7 につ
いて詳細に実験を進め、表面ビオチン化法に
よる実験を行うと、これら 2種の Zdhhc タン
パクは HCN2 の細胞膜への移行に影響を与え
なかった。しかし、Zdhhc3 および Zdhhc7 は
アフリカツメガエル卵母細胞に発現させた
HCN2 チャネル電流を有意に抑制した。以上の
結果から、Zdhhc3，Zdhhc7 による HCN2 のパ
ルミトイル化はチャネルタンパク質の細胞
膜への移行には関与せず、既に細胞膜上に存
在するチャネルタンパク質の活性を調節し
ている可能性が示唆された。 
一方、脱パルミトイル化酵素については現

在既知の 4 種の分子いずれも HCN2 のパルミ
トイル化を抑制できず、酵素の同定には至ら
なかった。 
 
（4）HCN チャネルの新たな翻訳後修飾の探索 
種々の翻訳後修飾のうちSUMO化に着目し、

HCNチャネルがSUMO化される可能性について
検証を行った。免疫沈降法により HCN チャネ
ルがSUMO化されるかどうか実験を行ったが、
現時点で HCN チャネルの SUMO 化を示唆する
実験結果を得ることは出来なかった。 
 
（5）パルミトイル化される新たなイオンチ

ャネルの探索 
HCN チャネル以外のイオンチャネル（主に

電位依存性 K+チャネル）についてパルミトイ
ル化の標的となる分子について探索を行っ
たところ、HCN チャネルと比較的構造の類似
した KCNH チャネルファミリーの Kv10.1，
Kv11.1，Kv12.2 の３種のイオンチャネルが新
たにパルミトイル化を受けていることが明
らかになった。一方、内向き整流性 K+チャネ
ル Kir2.1 や電位依存性 K+チャネル Kv4.2 お
よび Kv7.1はパルミトイル化を受けないこと
がわかった。 
 
今後、HCN チャネルおよび KCNH ファミリー

チャネルについてパルミトイル化のみなら
ず、他の翻訳後修飾についてもその可能性に
ついて検証を行い、翻訳後修飾によるイオン
チャネルの機能制御についての網羅的な解
明につなげたい。 
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