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研究成果の概要： 
 通常の電位依存性イオンチャネルは脱分極で活性化するのに対し、過分極で活性化するとい

う特異な性質をもつ HCN チャネルの活性化速度を決定する部位の検索と電位を感じる部位の
構造解析を行った。その結果、活性化速度には第一膜貫通領域が重要で、電位を感じる部位を

構成する第一膜貫通領域と第四膜貫通領域の相対位置が明らかとなった。これらの結果は、

HCN チャネルの開閉メカニズムを理解する上で重要で、生理学的役割を理解する上で重要な

知見を与える。 
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１．研究開始当初の背景 
 過分極で活性化される陽イオンチャネル
（HCNチャネル）は、心臓のペースメーカー
細胞で 1980 年に初めて記述された。中枢神
経系をはじめ生体の様々な場所に発現し、ペ
ースメーカーチャネルとしての役割や細胞
の興奮性の調節など生理学的に重要な役割
を果たしていることが明らかとなってきた。
近年になって、HCN チャネルの cDNA のク
ローン化がなされ、哺乳類においては４つの
サブタイプが同定された(HCN1-4)。研究代表

者は世界に先駆けHCN4のクローン化に成功
し、サブタイプ間の活性化速度の違いの責任
部位を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 HCNチャネルは、電位依存性カリウムチャ
ネル(Kv チャネル)と共通の６回膜貫通領域
をもつが、特徴的な性質がある。a）過分極に
より活性化する。b）Kvチャネルに比べ活性
化速度が極めて遅い。c）ナトリウムイオンを
よく通す。これらの特徴は、HCNチャネルの
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生理学的役割を理解する上できわめて重要
である。本研究では、これらの特徴を引き起
こす電位センサーとゲート機構とイオン透
過性部位の分子レベルでの構造的基盤を解
析し、そのメカニズムを解明することを目的
とする。 
 具体的には、(1)サブタイプの活性化速度の
違いを引き起こす第一膜貫通領域の構造の
解析、(2)サブタイプの脱活性化速度の違いを
引き起こす部位の特定、(3)電位センサーの可
動部分である第四膜貫通領域と第一膜貫通
領域との相互作用の解析、(4)イオン透過性部
位の構造解析を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 主にキメラあるいは変異体を作成し、アフ
リカツメガエル卵母細胞発現系あるいは
COS7 哺乳類細胞発現系を使用し、電位固定
法を用いて電流応答を測定した。 
(1)サブタイプの活性化速度の違いを引き
起こす第一膜貫通領域の構造の解析  
 HCN1 において、第一膜貫通領域のそれぞ
れのアミノ酸残基を大きな疎水性の側鎖を
持つトリプトファン残基に置換した変異体
を 19 種類作成し、それぞれの変異体の過分
極よる電流応答を記録し、その電気生理学的
特性を解析し、野生型との違いを調べた。 
(2)サブタイプの脱活性化速度の違いを引
き起こす部位の特定  
 第一膜貫通領域が活性化速度の違いを引
き起こす主要な部位であったが、脱活性化速
度の違いをほとんど説明出来なかった。その
ため、HCN1と HCN4との間でキメラタンパ
クを作成し、脱活性化速度の違いを詳細に検
討した。 
(3)電位センサーの可動部分である第四膜
貫通領域と第一膜貫通領域との相互作用
の解析 
 第四膜貫通領域と第一膜貫通領域との両
方のアミノ酸残基にシステイン残基を一つ
ずつ導入し、組合せによる電流応答の変化を
解析した。 
(4)イオン透過性部位の構造解析  
 イオン透過性部位に変異を導入し、イオン
透過性の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)サブタイプの活性化速度の違いを引き
起こす第一膜貫通領域の構造の解析  
 第一膜貫通領域のそれぞれのアミノ酸残
基をトリプトファン残基に置換した変異体
１９種類の活性化速度や電位依存性のパラ
メーターを測定したところ、電位依存性カリ
ウムチャネルの場合に見られたような周期
性は認められなかった。しかしながら、電流
応答が認められなかった変異体が四種類存

在した（図１）。それらは、３つおきあるい
は４つおきに存在したので、これらの結果は
第一膜貫通領域がアルファヘリックス構造
をとっている事を示唆していると考えられ
た。 

図１．マルで囲んだアミノ酸残基をトリプト
ファン残基に置換すると電流応答が消失し
た。 
 
 第一膜貫通領域の唯一のマイナス電荷を
持つアミノ酸残基である D135を電荷を無く
したり（D135N)、プラス電荷に置換すると
（D135H、D135R）活性化速度が遅くなった
（図２）。このことから、速い活性化速度に
D135が必要である事が分かった。 

図２．D135を他のアミノ酸残基に置換する
と活性化速度が遅くなった。 
 
 L139と V143をトリプトファン残基で置換
すると、いくら脱分極させてもチャネルが閉
じなくなった（図３）。このことより、L139
と V143が電位センサーの可動部分である第
四膜貫通領域と相互作用している事が示唆
された。 

図３．L139Wと V143Wでは、どの電位でも
チャネルが開きっぱなしである。 
 
 これらの結果より、第一膜貫通領域はアル
ファヘリックス構造をとっており、大まかに
三つの部分に分けられ（図４）、一つは膜脂



 

 

質に向いている部分（図４の I）、別の一つは
別の膜貫通領域と相互作用する部分（図４の
II）、最後の一つは第四幕価通領域と相互作用
する部分（図４の III）であることが示唆され
た。 

図４．第一膜貫通領域がアルファヘリックス
構造をとると仮定し、展開した図(A)と細胞外
から見下ろした図(B)。 
 
(2)サブタイプの脱活性化速度の違いを引
き起こす部位の特定  
 
 第一膜貫通領域をHCN1とHCN4との間で
置換すると活性化速度には大きな影響を与
えたが、脱活性化速度にはそれほど影響を与
えなかったため（図５）、脱活性化速度に影
響を与える部分を調べるために研究を行っ
た。 

図５．第一膜貫通領域の影響は脱活性化速度
に関しては限定的であった。 
 
 HCN1と HCN4との間で様々なキメラタン
パクを作成し、脱活性化速度の解析を行い、
脱活性化速度に関係する部位を特定した（図
６）。 
 
N末と C末の脱活性化速度に対する影響をさ
らに詳細に検討した（図７）。 
 
 さらに、N末と C末の影響を検討するため
に、第３膜貫通領域から第６膜貫通領域まで
のチャネルのコア部分にはショウジョウバ
エの HCNチャネルを使い、N末と C末に

HCN1と HCN4を使って解析を行った（図８）。 
 
 これらの結果より、N末と C末領域が HCN
チャネルの脱活性化速度のサブタイプによ
る違いを引き起こすことが明らかとなった。 
 

 
図６．N末と C末が脱活性化速度に大きな影
響を及ぼす事が明らかとなった。 
 

 
図７．N末と C末全体が脱活性化速度に影響
を及ぼす。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

図８．哺乳類の HCNチャネルの N末と C末
でもショウジョウバエの HCNチャネルの活
性化速度に同様に影響を及ぼす事を明らか
にした。 
 
(3)電位センサーの可動部分である第四膜
貫通領域と第一膜貫通領域との相互作用
の解析 
 第一膜貫通領域の L139をシステインに置
換し、さらに第四膜貫通領域にシステイン変
異を導入した変異体を作成し、第一膜貫通領
域と第四膜貫通領域とのあいだでシステイ
ン残基同士がジスルフィド結合を作り、チャ
ネル機能に影響を及ぼすか否かを解析した。 
 L139CとS253Cの二つのシステイン変異を
導入すると、過分極による内向き電流は見ら
れなかったが、還元剤である DTTを投与しジ
スルフィド結合を切断すると過分極による
電流応答が見られるようになった（図９）。 

図９．還元剤の投与の後、過分極による電流
応答が観察されるようになった。 
 
 これらの結果により、第一膜貫通領域に存
在する L139と第四膜貫通領域に存在する
S253が物理的に近い位置をとっていること
が示唆された。 
 
(4)イオン透過性部位の構造解析  
 イオン透過性部位は、電位依存性カリウム
チャネルの配列が TVGYG であるのに対し、
HCNチャネルでは CIGYGである。このこと
が、特徴的なナトリウムイオンをよく通すと
いう HCNチャネルの性質を作り出している
可能性が示唆されていた。そこで HCNチャ
ネルにおいて TVGYGに変異させたチャネル
を作成し、そのイオン透過性を測定した。し
かしながら、TVGYGを持つ変異体も HCNチ
ャネルと同様のナトリウムの透過性を示し、
他の部位がナトリウム透過性を決めている
事が明らかとなった。 
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