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研究成果の概要（和文）：本研究では、イオンチャネルの作動メカニズムの理解に向けて、膜電位固定下蛍光測
光法、および遷移金属イオンFRET法を用いた、イオンチャネル電流の電気生理学的記録と、動的構造変化の光生
理学的記録との同時取得等による解析を行った。ATP受容体チャネルP2X2の非典型的膜電位依存性活性化の分子
基盤、Two Pore Na+ チャネルTPC3のPIP2と膜電位によって複合的に決定される活性化の分子メカニズム、G タ
ンパク質活性化型内向き整流性K+チャネルGIRK2の病態変異体におけるイオン選択性の異常の病態メカニズム等
に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Towards the elucidation of functioning mechanisms of ion channels, we 
performed simultaneous acquisition of electrophysiological recording of ion channel current and 
opto-physiological recording of dynamic structural rearrangements, by voltage clamp fluorometry 
method or by transient metal ion FRET method. We clarified the molecular determinant of the 
non-canonical voltage-dependent gating of ATP receptor channel P2X2, the molecular mechanism of the 
complex gating of Two Pore Na+ channel TPC3 by membrane potential and the binding of PIP2, and the 
pathophysiological mechanism of abnormal ion selectivity in hereditary disease associated mutant of 
G protein coupled inward rectifier K+ channel GIRK2. 

研究分野：分子生理学

キーワード： イオンチャネル　構造機能連関　動的構造変化　膜電位固定下蛍光測光　tmFRET
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イオンチャネルの作動メカニズムの理解には、Cryo電顕等が与える静的構造情報と共に、動的構造変化を光学的
手法により得ることが重要である。本研究では、膜電位固定下蛍光測光法等を用いて、電気生理学的記録と光生
理学的記録を同時に行い、両者を突き合わせて詳細な解析を行うこと等により、イオンチャネルの複雑な膜電位
依存的活性化の分子メカニズム等を明らかにした。今後、同様の解析は、他の膜タンパク質の研究にも適用でき
ると期待される。また、イオンチャネルの作動メカニズムの解明は、イオンチャネル病の病態メカニズムの理解
や新しい治療法の開発につながる可能性を有している。

※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 
近年、Cryo電顕画像を用いた単粒子構造解析の空間解像度の劇的な向上により、結晶作成を
行うことなしに多くの膜タンパク質の構造が解かれている。しかしながら、Cryo 電顕解析法は
中間状態の構造を一挙に解くポテンシャルを有してはいるものの、その像はあくまで静止画像
に過ぎず、機能時の姿とは一線を画す。機能時の姿の理解に向け、これまで、Förster Resonance 
Energy Transfer (FRET) 法、構造変化を蛍光の環境変化による蛍光強度の変化として捉える 
Voltage Clamp Fluorometry (VCF) 法等の様々な手法が開発・適用されてきた。 
我々は、本研究開始時点において、ツメガエル卵母細胞を発現系とし、蛍光小分子ラベル、も
しくは蛍光非天然アミノ酸 (fUAA) の導入による VCF 法によるイオンチャネルの動的構造解
析の方法論を確立し、成果を挙げつつあった。そのため、この研究の完成および確立した VCF
法の他のイオンチャネルへの適用が望まれる状況であった。 
また、開始当初、遷移金属イオン FRET (tmFRET) 法をイオンチャネル研究に適用した例が
報告された。FRETの Donor として fUAA である Anap を用い、Acceptor として特異的に導
入した Co2+もしくは Cu2+を用いる手法である (Dai et al (2019) Nature Struct & Molec Biol)。
tmFRET 法は、多くの優位性を有しているが、イオンチャネルへの適用例は極めて限定的で、
また、ツメガエル卵母細胞を発現系として 2 電極膜電位固定下で行った例 (TEV-tmFRET) は
無いため、まずは方法論の確立を試みる必要がある状況であった。 
 
２．研究の目的 
我々は、イオンチャネルの作動時の姿、すなわち動的構造変化を知ることにより、様々な作動
メカニズムを明らかにすることを目指している。それに向けて、これまでに確立してきたツメガ
エル卵母細胞を発現系とした電気生理学手法とVCF法等を駆使してイオンチャネルの構造機能
連関研究を推進することと、新たにツメガエル卵母細胞を発現系とした TEV-tmFRET法の方法
論の確立を試みることを目的とした。具体的には、ATP受容体チャネル (P2X2)の非典型的膜電
位依存的ゲーティングのメカニズム、Two Pore Na+チャネル (TPC3) の PIP2と膜電位による
複合的なゲーティングのメカニズム、Gタンパク質結合型内向き整流性 K+チャネル (GIRK) 変
異体におけるイオン透過の異常のメカニズム等を解析の主対象とした。 
 
３．研究の方法 

VCF法、tm-FRET法とも、ツメガ
エル卵母細胞を発現系として用い、蛍
光ラベルしたイオンチャネルを発現さ
せ、2 電極膜電位固定法による電流と
蛍光強度変化の同時記録を行う。 
いずれの方法においても、fUAA で
ある Anap の導入が鍵となる。Anap
は、Anap UAG用 tRNAと AnapRS
を発現させるためのプラスミド DNA
の注入と、Anap を取り込ませたい位
置に UAG 変異を導入したイオンチャ
ネルの cRNAおよびAnapの注入によ
り行う (図 1)。 

VCF 法においては、fUAA によるラベル法と並行し
て、蛍光を導入したい位置に Cys 残基を導入した変異
体を発現させ、蛍光小分子 Alexa-Maleimide を Cys残
基に結合させることによる蛍光ラベル法も用いる。 
 tmFRET法においては、Anapを FRET donor とし、
遷移金属イオンである、Co2+ もしくは Cu2+ を FRET 
acceptor として蛍光測光により FRET解析を行う。遷
移金属イオンの結合は、変異により導入した近接する 2
個の His残基と Co2+ (Co2+-HH)、もしくは、変異によ
り導入した Cys 残基に結合させた TETAC と Cu2+ 
(Cu2+-TETAC)を用いる (図 2)。Negative controlとし
て、Co2+や Cu2+の投与前、および、His残基や Cys残
基が導入されていないコンストラクトの Anap 蛍光の
記録も行って tmFRET を評価する。 
 これらの解析を、イオンチャネル分子内の様々な位置
に蛍光ラベルを導入し、かつ、膜電位固定下での電流と
同時記録することにより、動的構造変化と作動メカニズ
ムにアプローチする。 
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４．研究成果 
 
(1) VCF等を用いたイオンチャネルの作動メカニズムに関する研究 
 
① ATP受容体チャネル P2X2 
基盤研究(B) (一般) (課題番号：17H04021)により開始した膜電位センサーを持たない ATP受
容体チャネル P2X2の動的構造変化と非典型的膜電位依存的ゲーティングの分子基盤に関する、
fUAAを用いた VCF法による研究を継続した。最終的に、第 2膜貫通部位の Ala337の位置に
強い電場の集約があること、ATP結合による活性化時に、第 1膜貫通部位の Phe44が Ala337
の近傍に動き入ること、強い電場内での Ala337 と Phe44 の相互作用が膜電位依存的活性化の
オリジンであることを結論した。その成果を eLife誌 (2021) に発表した。 
 
② Two Pore Na+ チャネル (TPC)  

Two pore channel 
(TPC) の PIP2 と膜電
位による複合的なゲー
ティングのメカニズム
に焦点をあて、以下の
研究を行った。 

TPC3 チャネルの第
2 リピートの膜電位セ
ンサー上の Q507 の位
置に蛍光をラベルしたコンスト
ラクトを用いた VCF 解析によ
り、蛍光変化-膜電位関係のプロ
ットにおいて 2 つの成分が存在
すること、その第 2相が第 1リ
ピートへの PIP2 の結合により
左側にシフトすること、すなわ
ち膜電位依存的活性化を促進す
ること等を明らかにした（図 3）。
その成果をとりまとめ、J Biol 
Chem誌 (2021) に発表した。 

TPC は、2 種類の異なる刺激
（膜電位と化学物質 PIP2）によ
りゲートを開閉する。TPC3チャ
ネルの場合は主として膜電位に
よって、TPC2チャネルの場合は
主として PIP2 によって活性化
が調節されるがその差異を生み
出すメカニズムは未解明であっ
た。そこで、VCF法を駆使し、この問題に焦点をあてた研究を行った。その結果、TPC3チャネ
ルにおいて、TPC2チャネルのように PIP2結合によって開閉を決定できる、膜電位センサーが
中間状態にあるモードが存在することを新たに見出し、TPC のタイプ間の違いを生み出す機構
を明らかにした (図 4)。その成果を Proc Natl Acad Sci USA誌 (2023) に発表した。 
 
③ Gタンパク質結合型内向き整流性 K+チャネル (GIRK)  
ヒトの GIRK2(Kir3.2)
チャネルの遺伝子の点変
異によりイオン選択性の
異常を示す遺伝性疾患が
知られている。イオン選
択性フィルターの近傍に
多々変異がみられること
から、異常は、イオン選択
性フィルターで構成され
るイオン透過路がゆがむ
ことによると、考えられ
てきた。しかし、明確な実
験的根拠は乏しいため、
我々は、この病態メカニ
ズムを明らかにするため
に変異体のイオン透過に



関する解析を行った。その結果、Gly156Ser等の病態変異体において、チャネル中央のイオン透
過路と別に、Ba2+や TPN-Qによりブロックされず、Na+や Li+をよく透過する第 2のイオン透
過路が形成されていることを明らかにした (図 5)。その成果を J Physiol誌 (2022) に発表した。 
 
④ 膜電位依存性 Na+チャネル 
マギル大学（カナダ）の Derek Bowie 教授研究グループと、心筋型膜電位依存性 Na+チャネ
ル Nav1.4 に関する国際共同研究を実施し、VCF 法による動的構造変化の解析を担当した。そ
の結果、Nav1.4の特徴的なふるまいが、他の Na+チャネルよりも閉状態直結の不活性化状態に
入りやすいことによることを明らかにした。その成果を J Gen Physiol 誌 (2022) に発表した。 
 
(2) ツメガエル卵母細胞での tmFRET法の方法論の確立の試み 

(1) ① で記した、ATP受容体 P2X2が示す非典型的膜電位依存的ゲーティングの分子基盤に
関する研究において、fUAA である Anap を用いた VCF法により、第 2 膜貫通部位の Ala337
と、ATP結合時にその近傍に動き入る第 1膜貫通部位の Phe44との相互作用が、膜電位の関知
を担っていることを明らかにした。Phe44 およびその近傍の膜電位依存的構造変化のさらなる
詳細を捉えるために VC-tmFRET法の確立を目指して研究を行った。Anapを Ala337に導入し
た上で、TETAC-Cu2+結合のための Cys残基の導入位置の最適化を試みた。Phe44の近傍に位
置する Gln37 に Cys 残基を導入した変異体 Q37C は正常なチャネル機能を示した。CuSO4と
TETAC を前もって反応させて TETAC-Cu2+を作成し、それを変異体に投与して Cys 残基に結
合させることを試みた。各変異体に対し、TETAC-Cu2+ 濃度 10 uM, 1 mM等を用い、1分, 10
分等の時間、反応させた。しかし、いずれの条件においても、acceptor である Cu2+の導入によ
り tmFRET が起きていることを示す Anap の蛍光強度の明確な減少は観察されなかった。
TETAC-Cu2+のラベリングが成功していない可能性が想定されるため、今後、さらに条件検討を
行う。 
さらに、(1) ② で記した、TPC3 チャネルの第 2 リピートの膜電位センサーの動きの 2 つの
相の詳細等を明らかにするために、TEV-tmFRET法の適用に取り組んだ。まず、donor となる
Anap を第 2 リピートの膜電位センサーの細胞外側寄りの各アミノ酸残基に一か所ずつ導入し、
最適位置として Ser506もしくは Gln508を選択した。次に acceptorとなる TETAC-Cu2+を結
合させるために Cys 残基を導入する位置の候補を、構造のホモロジーモデル上で上記 Anap の
近傍にあることを条件に検討し、第 1リピートの第 5 膜貫通部位の細胞外側寄り、第 2リピー
トの第 3 膜貫通部位の細胞外側寄りとすることとした。作成したコンストラクトを用いて解析
を行ったが明確な tmFRET は確認されなかった。今後、他の位置に acceptor を結合するため
のコンストラクトをさらに作成し探索を行う。 
これまでに、P2X2 チャネルにおいても、TPC3 チャネルにおいても、明確な tmFRET が観
察できなかったため、明確な膜電位依存的構造変化が起きることが知られているプロトンチャ
ネル Hv1 を対象として更なる解析を行った。さらに、アンバーコドン UAGに Anap を取り込
ませるコンストラクトのタンパク質発現を高めることを目的として、UAGが本来のストップコ
ドンと認識されて翻訳が止まることを抑える eRF1 の E55D 変異体を共発現する実験を行い、
効果があることを観察した。今後、eRF1 の E55D 変異体を共発現した状態での、tmFRET の
検出を目指し、さらに条件検討を行う。 
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