
香川大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６２０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

電位依存性H+チャネルが膜電位とpHを感じる仕組みの解明

Elucidation of the voltage and pH sensor mechanism of the voltage-gated H+ 
channel

２０５３２９８０研究者番号：

藤原　祐一郎（Fujiwara, Yuichiro）

研究期間：

１９Ｈ０３４０３

年 月 日現在  ５   ６   ９

円    13,300,000

研究成果の概要（和文）：電位依存性H+チャネル（Hvチャネル）は貪食細胞に存在し、外部環境のpHや膜電位に
応じて活性を制御します。Hvチャネルのセンサー機構の仕組みを詳しく知るために実験を行いました。細胞内外
のpHをコントロールした電気生理学的機能解析や電位センサーの電荷の移動を電気生理学的に測定する解析によ
り、Hvチャネルは細胞内外のpH勾配と膜電位勾配を感知する能力を持っており、その機構は、絶対的pH感知機能
が膜電位センサー機能（電位センサーの動き）に影響を与えることで、pH勾配を感知する機能が発揮されること
を明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：Voltage-gated H+ channels (Hv channels) are present in phagocytic cells and 
regulate their activity in response to the pH and membrane potential of the external environment. 
Experiments were conducted to learn more about the mechanism of the Hv channel sensor mechanism. 
Electrophysiological functional analysis of controlled intracellular and extracellular pH and 
electrophysiological measurement of charge transfer in the potential sensor revealed that Hv 
channels have the ability to sense intracellular and extracellular pH gradients and membrane 
potential gradients. The mechanism revealed that the absolute pH sensing function influences the 
membrane potential sensor function (movement of the potential sensor), thereby exerting its ability 
to sense pH gradients.

研究分野： 生理学、生物物理学

キーワード： イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でHvチャネルは、細胞内外の絶対的pHが電位センサーの動きを制御することによって、チャネル活性を制
御することが分かった。Hvチャネルは細胞内外の環境変化を感知し、貪食細胞の機能制御に重要な役割を果たし
ている。今後の研究では、Hvチャネルの活性制御メカニズムや関与するシグナル伝達経路の詳細な解明、Hvチャ
ネルの他のセンサー機能との関連を解明、他の生物学的プロセスや疾患における役割の特定が期待される。この
研究は貪食細胞の機能解明や関連疾患の治療法の開発に貢献する可能性がある。

※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 

 好中球やマクロファージなどの貪食細胞に発現する電位依存性 H+チャネル（Hv チャネル）は、
病原菌を退治する際の活性酸素の産生を担うイオンチャネルとして知られている。活性酸素は
時としてアレルギーや自己免疫疾患など様々な疾病を誘発する“毒”ともなりうる分子であり、
厳密な制御が必要となる。Hv チャネルは、細胞環境を感知してその活性が制御される貪食細胞
のセンサー分子の一つである。膜電位や温度（体温）はチャネルの駆動力を上げ、炎症性脂質メ
ディエーターのアラキドン酸や細胞膜の伸展による制御機構も報告されている。H+を透す Hv

チャネルは細胞内外の相対的 pH 勾配（ΔpH）を感知し、微小環境での pH 変化を鋭敏に捉え
自身の活性を制御する、活性酸素産生におけるフィードバック制御ならびに細胞の pH ホメオス
タシスの役割を果たす。本稿では、未解明の重要なセンサー機能の一つである pH 感知機構につ
いて取り組んだ本研究の結果を記す。 

現在では種々のイオンチャネルの立体構造が解かれ、生命現象をミクロな視点から理解し、創
薬・治療法確立に発展させるためにも、構造情報を基にした分子機能の詳細に迫る研究の重要性

がますます増してきている。本研究の Hv チャネルは、Na+

やCa2+などの金属イオンではなくH+が透過する独特の分
子構造と機能を有することから、発見当初から世界中の研
究者が注目し、生物物理学的観点や医学生理学的観点から
の研究が盛んに行われている。K+チャネル研究をはじめと
した金属イオンの透過機構などは研究が進んでいるが、チ
ャネル蛋白質内部の H+移動、環境を感知するセンサー機
構や分子の大きな構造変化に伴うチャネルの開閉機構など
は理解が不十分で、膜環境を含めた蛋白質の物性やダイナ
ミックな構造変化を観測・検討する必要性が求められてい
る。膜内外の pH 勾配をセンシングする仕組みに迫り、チ
ャネルが膜電位と pH を感知して生じる構造変化の関係性
について包括的に説明する必要がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

好中球やマクロファージなどの貪食細胞に発現する電位依存性 H+チャネル（Hv チャネル）は、
病原菌を退治する際の活性酸素の産生を担うイオンチャネルとして知られている。H+を透す Hv

チャネルは細胞内外の相対的 pH 勾配（ΔpH）を感知し、微小環境での pH 変化を鋭敏に捉え
自身の活性を制御する、活性酸素産生におけるフィードバック制御ならびに細胞の pH ホメオス
タシスの役割を果たす。本研究は、従来の概念では説明できない、Hv チャネルが膜電位や pH

を感知するメカニズムを明らかにすることを目的として行う。立体構造が明らかとなっている
今、次なるステップとして動的構造基盤の解明、駆動機構の理解を目的とする。 

・ゲート電流を発生する変異体 Hv チャネルを利用して、膜電位を感知してから、H+が透過す
るまでの一連の機構をステップごとに分離して検討する。 

・pH 変化に応答しない変異体を利用して、pH センサーの同定を含めた pH 感知機構の理解、
膜電位感知機構との関連を解析する。 

 

 

３．研究の方法 

 

・pH勾配のセンシング機構の解明に向けた電気生理学的解析 
電位依存性 H+チャネル（Hv チャネル）は細胞内外の pH 勾配をセンシングして開き閉じする。そ
の分子構造基盤を明らかにするため、変異体を作成し電気生理学的解析を行った。変異体は、S4
電位センサーヘリックスに正電荷を持った Arg を導入した（変異を導入したサイトについては
図 7参照）。電気生理学的解析では、HEK293T 細胞に発現させた野生型および変異体 Hvチャネル
を、ホールセルパッチクランプ法にて測定した。測定に用いた溶液は、75mM NMDG、180mM pH 
buffer（HEPES または MESまたは Tris）、1mM EGTA、3mM MgCl2、Methanesulfonate を用いて pH 
= 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 に調節した。浸透圧は 300 ±9 mOsm、Liquid junction potential 
< 5mVは測定後に補正した。保持電位から+10mV ステップで段階的に脱分極させ発生する H+電流
の閾値を解析した。 
 
・膜電位のセンシング機構の解明に向けた電気生理学的解析 
電位依存性 H+チャネル（Hv チャネル）は膜電位（細胞内外の電位勾配）をセンシングして開き
閉じする。S4 ヘリックスに存在する正電荷を持った Arg が膜電位を感知する電位センサーとし



 

 

て機能することが知られる。一般的な電位依存性チャネルは膜電位をセンシングする際に S4 正
電荷の膜を横切る移動による一過性の電流（ゲート電流と呼ばれる）を発生する。Hv チャネル
は不思議なことにはっきりとしたゲート電流を生じない、しかし、変異を導入することでゲート
電流を観測することが出来、膜電位に応答した構造変化をモニターできた。電気生理学的解析で
は、アフリカツメガエル卵母細胞に発現させた野生型および変異体 Hv チャネルを、二本刺し膜
電位固定法にて測定した。測定に用いた溶液は、90mM NaCl、20mM pH buffer（HEPES または MES
または Tris）、2mM MgCl2、HCl を用いて pH = 6.0, 7.0, 8.0 に調節した。保持電位から+10mV
ステップで段階的に脱分極させ発生する H+電流を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
1．野生型 Hvチャネルの pH 勾配のセンシング 
野生型 Hv チャネルを種々の pH 溶液を用いてホールセルパッチクランプ法にて解析した。閾値
の値を正確に見積もるため、パルスの長さを膜電位ごとに変え、閾値付近の膜電位刺激において
十分長時間の電圧パルスを与える手法を用いた。これまで報告されているように、細胞内外の pH
の差（ΔpH）が 1変化すると約 40mVの閾値のシフトを観察した。今回、細胞外 pH および細胞内
pH に依存して変化する閾値を解析するため、それぞれを X 軸、閾値を Y 軸としてプロットした
グラフを作成し、傾きを求めたところ、それぞれが±40mV 前後の値となった。これは、Hv チャ
ネルの pH センシングは、細胞外または細胞内 pH の絶対値ではなく、細胞内外の相対的 pH（pH
勾配と表現することもある）をセンシングしていると解釈できる結果となった。 

 

2．変異体 Hvチャネルの pH 勾配のセンシング 

変異体 Hv チャネルを種々の pH 溶液を用いてホールセルパッチクランプ法にて解析した。測定

は野生型 Hv チャネルと同様に行い、細胞内/外 pHに対する電圧閾値をプロットした。 

A206R 変異体では、電流トレースの縦方向に見られるように、細胞内の pH が 7の時は細胞外 pH

に依存して閾値の十分な（40mV-50mV）シフトが見られる。しかしながら大変興味深いことに、

電流トレースの横方向に見られるように、細胞外の pH が 7 の時は細胞内 pH に依存する閾値の

変化がわずか（約 10mV）しか観察されなかった。閾値のプロットに見られるように、細胞外 pH

に依存した閾値の変化は-45mV と野生型と変わらないまたはやや急勾配になったが、細胞内 pH

に依存した閾値の勾配が劇的に緩やか（-17mV）になった。全ての pH領域で観察された。これは、

この A206R 変異体では、閾値はΔpH に依存しないということになり、特に、細胞外 pH への依存

性が劇的に減弱した。I198R 変異体では、電流トレースに見られるように、ΔpHの変化によって

閾値に与える影響はわずか（約 10mV）しか観察されなかった。細胞外 pHに依存した閾値の勾配

（-15mV）、細胞内 pHに依存した閾値の勾配（+25mV）とも緩やかになった。この減弱した pH依

存的な閾値のシフトは、全ての pH領域で観察された。 

    
 

次に、細胞内外に同じ pH 溶液を用いて測定した閾値をプロットした。野生型では、非常に緩や

かな（-9mV）勾配を呈した。この緩やかな勾配が故に、Hv チャネルが細胞内外の pH勾配（ΔpH）

に依存して閾値がシフトする現象を呈する。また、わずかであるが細胞外 pH に強く依存してる

ことが観察された。A206R 変異体では、強い勾配を呈する（-26.5mV）。このことから Hv チャネ

ルは変異により、もはやΔpH に依存して閾値がシフトする現象を呈しなくなった。むしろ、細

胞外 pH に優位に強く依存してることが観察された。I198R 変異体では、逆の勾配となり、わず

かに細胞内 pHに強く依存して閾値が変化することが観察された。 

 



 

 

 
 

3．ゲート電流（膜電位センシング）の測定 

点変異を導入した野生型 Hv チャネルを卵母細胞に発現させ、二本刺し膜電位固定法にてゲート

電流の解析を行った。細胞内の pH は不変（約 pH7.2）、細胞外の pH を変えて測定を行った。pH

を変化させると H+電流の発生閾値は変化した。pH の変化はゲート電流の発生閾値を変化させた。

このことは、溶液の pHの変化は Hvチャネルの開口ステップに影響を与えるのではなく、膜電位

センシングステップに影響を与えることで、閾値を変化させることを示唆する。 

 

 
 

 

実験結果から考察すると、Hv チャネルが細胞内外の相対的 pH勾配（ΔpH）に依存して閾値がシ

フトするというこれまでの定説には誤謬がある。変異体実験より、Arg 導入により pH センシン

グ機能をかく乱すると、細胞内または細胞外独立に pH 依存性が変化した。これは、pH センシン

グは細胞内外の pH の絶対値に依存していることを意味する。Hv チャネルは細胞内外に同程度の

能力の pH センサーを有していることが考えられ、細胞内外環境の pH 変化を鋭敏に感知する機

構が備わっていることが示唆された。  
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