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研究成果の概要（和文）：高い温度依存性は電位依存性プロトン（H+）チャネルの特性である。

ホールセル H+電流の温度依存性は、低温度（＜30℃）領域での high Q10相と高温度領域での

low Q10相に分けられる。私達は low Q10相がチャネルポアの H+透過過程とポアへのアクセス

抵抗によること, high Q10相は、これに active channel のリクルートメント過程が加わった現

象であることを証明した。H+チャネルの温度感受性リクルートメント機構にアクチン骨格構造、

膜ラフト構造が寄与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Voltage-gated proton channels (H+ channels) are highly sensitive to 
temperature. The temperature-sensitivity of whole-cell H+ currents consisted of two phases, 
a high Q10 phase over the lower temperature ranges (< ~30 ºC) and a low Q10 phase at 
higher temperatures. We revealed the low Q10 phase represented the process of H+ 
permeation through the channel pore and the access resistance to the pore, and the high 
Q10 phase, recruitment of active channels in addition to the permeation process. Actin 
cytoskeletal network and lipid raft structure are suggested to underlie the 
temperature-sensitive recruitment of H+ channels.  
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１．研究開始当初の背景 

膜電位依存性プロトンチャネル（H+チャネ
ル）は、脱分極で開口し、プロトン（H+）を
細胞内から細胞外へと選択的に排出するチ
ャネルである。H+の膜輸送速度が他の H+輸
送体（ポンプやトランスポ－タ）の数十倍も
大きいことから、一旦開口すると短時間に大

量のH+を細胞膜を介して移動させ近傍のpH
環境を大きく変えるポテンシャルを持って
いる。H+チャネルは食細胞、ニューロン、筋、
上皮細胞、卵母細胞、マスト細胞、破骨細胞
など多様な細胞で発現しているが、どのよう
な条件で活性化され、どのような機能を果た
しているのかについて、実は余りよくわかっ
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ていない。私達は、マスト細胞、マイクログ
リア、破骨細胞など異なる機能を持つ細胞で、
H+チャネルの性質や活性調節機構を調べて
きたが、同一細胞、同一実験条件下でも記録
中に電流振幅が大きく可逆的に変動するこ
とをしばしば経験した。単一チャネル電流が
測定できないほど小さい（fA レベル）ことを
考慮すると相当数のチャネルが短時間に
active-silent 変換を行っていることになる。
中でも比較的シンプルな物理的刺激である
温度に対する H+チャネルの応答は示唆に富
むものであった。電流振幅は、heating / 
cooling 刺激によって一般のイオンチャネル
では例を見ないほど大きく可逆的に変動す
る。温度が 10 度上昇した時の変化率（Q10
値）の大きさに基づき私達が”high Q10応答”
と呼んできたこの現象は、H+透過の活性化エ
ネルギーが大きいことを反映していると考
えられてきたが、Q10 の値は一定せず、同一
細胞でもしばしば変化し、単一の物理化学的
現象を表しているとは考え難かった。私達は
原則に立ち返り、温度測定法からもう一度検
証し直した。チャネルは、機能的に２つのス
テージ、開口刺激（H+チャネルの場合は脱分
極）があれば H+透過が起こる状態にあるチ
ャネル(active channel）と開口刺激に応答し
ない状態にあるチャネル（silent channel）
に分けられる。H+チャネルの温度依存性の謎
を解くためには、実測される H+電流のデー
タから、H+透過過程と active チャネル数の
変化を分離することが第一歩である。さらに
予備実験を進める中で、H+チャネルの”high 
Q10応答”が、active channel の動員（リクル
ートメント）によって起こることが推測され
た。 

細胞膜に存在するチャネルのリクルート
メントの実態として、細胞膜マイクロドメイ
ンや細胞骨格との干渉、細胞内小胞融合
（exocytosis / endocytosis）、チャネル分子の
クラスター形成、活性調節分子の会合・解離
などいくつかの可能性が浮上してくる。ある
いは柔軟でダイナミックにactive channel数
をコントロールする H+チャネル特有の仕組
みが存在するのかもしれない。本研究の過程
で得られるさまざまな情報は、私達の長期目
標である“プロトンシグナリング”の研究進
展に大いに役立つと期待している。 
 
２．研究の目的 
２つの Q10 phase を分離し、”high Q10 応答”
を手がかりにして、電位依存性 H+チャネル
のactive-silent変換を保証する温度感受性リ
クルートメント機構を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 

Native に膜電位依存性 H+チャネルを発現
している細胞（マイクログリア、破骨細胞、

RAW264 細胞）を用い、さまざまな条件下で、
パッチクランプ法によるリアルタイムの機
能解析を行った。急速な温度変化と正確な温
度測定のために温度ジャンプ法、アクセス抵
抗の推定に浸透圧ジャンプ法、H+透過過程の
抽出に ∆I/∆T 法を考案した。サイトーシスや
pH 測定には、膜容量や H+チャネル逆転電位
など電気生理学的手法に加えて、蛍光プロー
ブ・分子生物学的ツールを利用した組織学的
検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）H+イオン透過過程（チャネルおよびア
クセス抵抗）の温度依存性。 

数ミリ秒以内に数～10 度の温度変化（∆T）
を与えられる方法（温度ジャンプ法）を開発
し、ホールセル電流の変化成分（∆I）より open 
channel conductance の Q10値の直接測定に
成功した（∆I/∆T 法）。更に高浸透圧（1-3 
osmol）に短時間（0.25 ~ 1 s）暴露させる
浸透圧ジャンプ法を確立し、アクセス抵抗を
見積もる方法を考案した。こうして初めて、
H+イオンの流れをチャネル自身（RCh）とア
クセス抵抗（Rac）を通る過程に区別すること
ができるようになった。Q10 値を用いて表し
たそれぞれの過程の温度依存性は大きく異
なり、H+がチャネル自身を通るときのエネル
ギー障壁（活性化エネルギー64 kJ/mol に相
当）は一般的なチャネルに比べ遥かに高いこ
とが明らかになった。アクセス抵抗自体の温
度依存性は低いが、H+透過過程への寄与は予
想以上に大きく、室温で RCh : Rac = 2 : 1 であ
った。高温度領域では、チャネル電流が急速
に増加することによって（RCh < Rac）、アク
セス抵抗が H+透過の律速段階となり、その
結果として Q10値が減少することがわかった。
これまで観察されてきた low Q10相は、アク
セス抵抗がチャネル抵抗を凌駕した結果だ
ったのである（Morihata et al., 2008, Eur. J. 
Physiol.; Kuno et al., 2009, JGP: 久野、
2010、日本生理学雑誌サイエンストピック
ス） 
プロトンチャネルには一般のチャネルで

共通して見られるポアに相当する構造物が
ないことが報告されている。私達の研究で明
らかになった透過過程の高い温度依存性と
H+透過に影響を与える大きなアクセス抵抗
の存在は、プロトンチャネルのユニークなイ
オン透過メカニズムを解き明かす上で重要
な手がかりである。また、通常観察している
ホールセル電流が大きなアクセス抵抗の影
響下で記録されているという事実に気づか
された意義は大きい。アクセス抵抗は”H+ 
flux“という機能を左右する不可避の要素で
ある。 
（２）high Q10 phase についての検討。 

温度ジャンプ法で得られた Q10 値を温



度（T）に対してプロットした透過過程
の Q10-T 曲線は細胞条件に寄らず一定
であった。そこで、「実測される定常 H+

電流量の Q10-T 曲線が透過過程の曲線
と一致すれば、active channel 数の温度
による変化は無い」と仮定した。定常
H+電流量の Q10-T 曲線は細胞によって
異なり、high Q10 相に対応する 30℃以
下ではイオン透過過程の曲線から大き
く 乖 離 す る 場 合 も 多 く 、 温 度 に よ る
active channel 数の変化があると推測さ
れた。 

アクチン細胞骨格の影響：  H+チャネ
ルのリクルートメントの要因のひとつ
であるアクチン細胞骨格再構成を阻害
する phalloidin や cytochalsin D で細胞
を処理したり、細胞を膨化させ active
チャネルを十分増加させた上で温度変
化を与えると、high Q10 相が見られなく
なった。以上の結果から、単一チャネル
電流の測定が困難な H+チャネルにおい
て Q10-T 法はリクルートメントの評
価法として有用であることがわかった。 
ラフト動態の影響：コレステロール添加

/除去によるラフト動態がリクルートメ
ントに関与するかどうかを検討した。マ
イクログリアの細胞膜コレステロール量は
methyl β-cycro dextran（MβCD）添加後（1 
hr, 室温）約 1/4 と減少し、水溶性コレステ
ロール添加後約 4 倍に増加した。コレステロ
ール添加後、H+チャネルの定常電流値は徐々
に減少したが、MβCD では増加と減少の両方
の変化が見られ、ラフトとチャネル活性の関
係は一元的ではなかった。MβCD 存在下で
Q10値は high Q10と low Q10の中間に分布し、
ラフト動態が温度依存性リクルートメント
になんらかの影響を及ぼしていることが推
測された。しかし、単一の機構ではなく複合
要因が働いていると考えられ,メカニズムの
解明には更なる条件の絞込みが必要な段階
である。 

サイトーシスの影響：様々なチャネルで膜
動態（サイトーシス）の関わるリクルートメ
ント機構が知られている。私達は、細胞外
Ca 濃度の上昇によって、H+分泌細胞である
破骨細胞膜のエンドサイトーシスが起こり、
その際に細胞膜に存在するプロトンポンプ、
空胞型 Vacuolar-ATPase (V-ATPase)の
内包化が起こることを明らかにした（Sakai 
et al., 2010, Am. J. Physiol）。この高 Ca 刺
激によるエンドサイトーシスには、ダイナミ
ンが必要で、phospholipase C など細胞内代
謝過程が関与していた。V-ATPase は H+を
選択的に輸送する起電性 H+ポンプであ
り、破骨細胞の細胞膜には H+チャネル
が共存する。高 Ca 刺激によって H+チャネ
ル電流量は減少したが、ダイナミン阻害剤

（dynasore, dynamin inhibitory peptide）に
よって抑制されず、エンドサイトーシスとの
直接の関連は検出できなかった。Ca 刺激以
外のサイトーシスとの関連を調べるために、
破骨細胞分化前の RAW264 で zymosan 
bioparticle の貪食過程を調べた。Zymosan
を投与すると数分～数時間にかけてファゴ
ゾーム様小胞が形成され、小胞内が徐々に酸
性化された。V-ATPase の特異的ブロッカー
（バフィロマイシン）で酸性化は抑制され小
胞膜にV-ATPaseが存在することがわかった。
クランプ下の細胞では bioparticle の取り込
みが起こらなかったので、zymosan を多数取
り込んだ後でホールセルクランプを行うと、
H+チャネル活性が少ない傾向にあった。但し、
これが H+チャネルの内包化によるものかど
うかは検討中である。 
以上の結果の一部は, 日本生理学会（2009 

-2011 年）、国際生理学会（IUPS, 2009 年）、
米国生物物理学会（2009 – 2011）、米国骨
代謝学会（2008-10）、生理研研究会（2008-10）
などで発表した。 
（３）今後の課題として見えてきたもの：
（１）（２）で示された未解決な問題を解明
していくことは直接の課題であるが、この研
究を通じて、本質的に重要なポイントが浮か
びあがってきた。第１に、H+チャネルの機能
研究を行う上では、チャネルの H+透過過程
と active チャネル数を分離することが欠か
せない。単一チャネル電流を安定して実測で
きない現状において、この問題の解決は容易
ではない。溶液交換に数秒以上要する Bath
潅流法では二つのパラメータの効果を区別
できず、電流変化からリクルートメントによ
る変化を抽出できない。両者を区別するのに
は温度ジャンプ法のような急速溶液交換シ
ステムが有用と考え、U-tube 法を構築中であ
る。現在、平均 50-100 ms 以内に細胞周囲の
溶液交換ができるようになった。第 2 にアク
セス抵抗が無視できないほど大きいことで
ある。毎回の電流記録でアクセス抵抗を抽出
することができないことを考えると、シミュ
レーション法の確立が望まれる。共同研究を
通じて試みたい。第 3 は細胞における H+チ
ャネルの局在である。H+チャネルが細胞内小
胞（特にファゴゾーム膜）に発現しているこ
とが報告されているが、従来のホールセルク
ランプ法では細胞膜における現象しか捉え
られない。小胞膜での働きを定量的に同定で
きる新しい手法を開発したい。 
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