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研究成果の概要（和文）：電位依存性K+チャネルKv7.3（KCNQ3）とGABA(A)受容体について、PI(4,5)P2感受性の
解析を行い、Kv7.3についてチャネル活性と同時に側方拡散におけるPI(4,5)P2結合の役割を解析することに成功
し、チャネル活性と側方拡散への影響に相関があることを見出した。この発見は、従来PI(4,5)P2結合の役割と
してゲーティング調節のみが知られてきたところ、初めてPI(4,5)P2結合によるイオンチャネルの膜内拡散の調
節を見出した成果である。また分子ツールの汎用性を向上させるべくVSPの改変を行い、電位センサーと酵素活
性のカップリングを増強した変異体を作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：PI(4,5)P2 sensitivity of Kv7.3 and GABA(A)R was studied. We found binding of
 PI(4,5)P2 to Kv7.3 plays important role in lateral diffusion as shown by the analysis by TIRF 
single molecule imaging of various mutants of Kv7.3 expressed in HEK293T cells. We also improved the
 coupling efficiency of VSP by introduction of single amino acid mutations either at the fourth 
transmembrane segment, S4, or in the active enzyme center. Now these mutants will serve as better 
molecular tools to study phosphoinositide-sensitivity of ion channels than previous versions of 
VSPs.(525 characters)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来イオンチャネルのイノシトールリン脂質（PIPs）による制御は、ゲーティング調節のみが知られてきた。今
回一分子計測実験から明らかになったPIPsによるKv7.3の側方拡散の調節は、チャネルゲーティング調節以外の
役割を初めて示したものである。またイオンチャネルのイノシトールリン脂質調節研究のスタンダードツールで
あるVSPを改良し、さらに強力なツールへ発展できたことは、今後親和性が極めて高い分子への適用が可能にな
り、脂質による調節が異常になることで生じる、遺伝性てんかんや不整脈などの病態の本質的な解明につながる
と期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体膜は細胞内環境を保つ境界であるとともに、信号伝達の重要な場である。生体膜を構成する
タンパク質と脂質の連携が生体膜での信号伝達に必須である。とりわけ、生体膜の膜脂質の数％
を構成するホスファチジルイノシトール 4,5 ビスリン酸(以下 PI(4,5)P2)は、G タンパク質共益
型受容体からセカンドメッセンジャーの IP3 やジアシルグリセロール（DAG）の前駆体である
ことに加え、それ自体が膜タンパク質と直接結合し機能を修飾することで膜を介する物質輸送
や電気信号などを調節する。PI(4,5)P2以外にも６種類のホスファチジルイノシトールリン酸（以
下 PIPs）が存在し、それぞれの分子種が異なる膜コンパートメントに（ゴルジ膜には PI(４)P、
リソソーム膜に PI(3,5)P2など）分布して各膜コンパートメントの機能を調節している。現在ま
でに多くのイオンチャネルについてホスファチジルイノシトールリン酸（以下 PIPs）による調
節が明らかになっている。特に、Gq カップル型 GPCR による PI(4,5)P2の減少に伴うチャネル
活性の減少の発見など含めてイオンチャネルのPIPs感受性がリガンドによる膜興奮性調節の観
点から明らかにされてきた。その一方で、構造生物学の進展や解析分子ツールの進展によりイオ
ンチャネルの PIPs 感受性の実体が明らかになり、PIPs による制御がこれまでの予想を超えて
多様であることが明らかになった。これらの多様性は従来のリガンド依存的な膜興奮性の制御
の観点のみでは説明が難しい。我々は、このような多様性が、機能する膜コンパートメントと関
連する点に着目した。すなわち、形質膜のみで機能するイオンチャネルのほとんどが形質膜に豊
富な PI(4,5)P2に高い感受性を持つのに対し、細胞内膜で機能するイオンチャネルはその活性が
PI(4,5)P2に依存しないか他の PIPs で活性化される。しかし、重要なイオンチャネルの多く（電
位依存性 Na チャネルなど）で PIPs 感受性が全く調べられておらず、また形質膜以外でのイオ
ンチャネル機能には十分な情報がなく、現時点では統一的な解釈が難しい。本研究ではこれらの
PIPs 感受性の多様性に着目し、発現系細胞において電位依存性イオンチャネルの PIPs 依存性
を横断的に解析し、PIPs 感受性の生理的意義を膜コンパートメント特異性という切り口から捉
え直した。 
 
２．研究の目的 
これまで構築してきた研究基盤を元に、申請者らが発見した VSP を分子ツールとしてさらに発
展させ、PIPs による電位依存性チャネルの制御を網羅的に解析し、PIPs によるイオンチャネル
の制御機構とその生理的意義を包括的に理解することを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では多様なイオンチャネルを対象として、その PI(4,5)P2による制御機構を検証した。本
研究の多くは発現系実験により行われ、主にアフリカツメガエル卵母細胞、HEK 細胞を実験に
使用した。我々は既に電位依存的に PI(4,5)P2 を減少させる電位依存性ホスファターゼ VSP を
見出しており、これを各種チャネルと共に発現させることで解析に用いた。卵母細胞ではホヤ
VSP(Ci-VSP)を用いた二本差し膜電位固定法、HEK ではゼブラフィッシュ VSP(Dr-VSP)を使
用したホールセルパッチクランプ記録をそれぞれ行った。 VSP を各種チャネルと共発現させ、
短期の脱分極刺激により VSP を活性化させ、これによりチャネル活性に変化が生じるかを観察
した。本研究で用いた多くのチャネルは電位によって開口するものであるが、ligand-gated な
GABA(A)受容体の解析ではリガンドを投与する必要があるため、脱感作の生じない低濃度
GABA を投与して GABA 電流自体が電位パルスによって変化を生じるかを検証した。また、蛍
光標識用タグ（Halo タグ）融合チャネル（KCNQ3, GABAARα）を HEK293T 細胞に発現させ、
ごく低濃度の Halo タグ特異的蛍光リガンド（TMR）で標識し、全反射照明蛍光顕微鏡（TIRFM）
を用いてイオンチャネルの１分子イメージングを実施した。 
 
４．研究成果 
1） Nav1.4 の PIP2 感受性 
電位依存性ナトリウムチャネル Nav1.4 が PIP2 による感受性を受けているかを検証した。上述
した通り、電位依存性ホスファターゼ VSP による検証を行おうと考えた、Nav1.4 は速い不活
性化を示す性質をもつため VSP の共発現系では解析が困難であるという問題があった。そこで
速い不活性化を示さない WCW 変異体を用いて、パルスプロトコールの検討を行った。興味深
いことに、時間の経過とともに WCW 変異体では Na+電流量が増加するという予期せぬ現象が
観察された。本現象は野生型では確認されず、その背景に WCW 変異での遅い不活性化ゲート
への影響による変化などがあると考えられた。 
 
2） GABA(A)R の PIP2 依存性について 



GABA(A)受容体の PIP2 依存性を検証した。これま
での構造解析のデータから PI(4,5)P2 が結合すると
される領域が同定されているものの[1]、そのチャネ
ル活性への影響は不明である。ツメガエル卵母細胞
に GABA(A)受容体を発現させ、膜電位固定法を用い
て VSP との共発現により PI(4,5)P2 感受性を検討し
た。解析にあたり多くのトラブルがあったが、それ
を克服し、VSP による影響を正確に見積もれるプロ
トコルを見出した。野生型のサブユニットでは、
PIP2 依存性がほぼ見ることができず M3 下部のア
ミノ酸変異導入を行った変異体で PIP2 依存性が検
出された(図 1)。以上の結果から、野生型では PIP2
の親和性が極めて高く通常の VSP による効果ではその変化が観察されないと考えられた。また、
その親和性の形成に重要なアミノ酸部位を絞り込むことにも成功した。 
 
3） 酵素活性を向上させた VSP の開発 
VSP は電位センサーと酵素ドメイン(PTEN 様ドメイ
ン)からなり、電位依存的なホスファターゼ活性を示
す。そのメカニズムを理解することは VSP の活性効率
を上げることにもつながり、更なる有用なツールの開
発に繋がるはずである。VSP において、PTEN の対応
する部位のリジンは酵素活性に重要であることが知ら
れていたため、この部位に変異を入れる実験を行った。
特に、K364M 変異体は、野生型と比較して、ホスファ
ターゼ活性が上昇していた(図 2)。実際にゼブラフィ
ッシュ VSP の同変異体は、電位依存的な PI(4,5)P2 の
脱リン酸化を促進し、VSP を更なる有用なツールへと
進化させる一助となることが示された[2]。 
 
4） Kv7.3T についての PIP2 感受性 
本研究ではイオンチャネルの PIP2 結合サイトがそのチャネル活性だけでなく、空間動態制御に
も関わる可能性も検証した。そのために、PIP2 結合サイトを構成する塩基性アミノ酸(H,K,R)
を中性電荷アミノ酸（A,N）に置換し、PIP2 結合能を損なわせた変異型 KCNQ3 と変異型
GABAARα を作成し、その細胞内動態を計測した。イオンチャネルの空間動態は全反射照明蛍
光顕微鏡(TIRFM)により１分子イメージング解析した。その結果、非神経細胞である HEK293T
細胞において、変異型 KCNQ3 の膜内拡散動態が異常をきたし、その拡散性がチャネル活性に
依存して変化することが明らかとなった。一方で、変異型 GABAARα の拡散動態には変化は見
られなかった。 
 
5）今後の課題 
本研究期間中に、電位依存性 Ca2+チャネル Cav2.2 の分子構造が解かれ、PI(4,5)P2 がゲーティ
ングに関わる構造基盤が明らかにされた。また Kv7.4 の分子構造が明らかにされ、PI(4,5)P2の
結合部位が明らかになった。しかし、PI(4,5)P2 がどのようにチャネルのゲーティングを制御す
るかについて、電位依存性チャネル全体に共通する機構は明らかではなく、今後構造情報と機能
解析を併せた総合的アプローチが必要と考えられる。 
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図 2 新たな VSP 変異体 
低電位側(0,+25mV)では本変異体
(L223F/K303M)で活性の上昇が
見られる。 

 
図 1 GABAA 変異体の VSP 感受性 
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