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研究成果の概要（和文）： 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
臓や中枢神経をはじめ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はたしていることが明らかとなってきた。 
HCN チャネルは過分極によりゆっくりと活性化し、cAMP によって活性化を受けるという特
徴的な性質がある。本研究では、この特徴を引き起こす分子レベルでの構造的基盤を明らかに

した。 
 
研究成果の概要（英文）： HCN channels are widely expressed in various tissues, and play 
important roles in pacemaker and cell excitability. HCN channels are slowly activated by 
hyperpolarization and by cAMP. This study elucidated the molecular basis of these 
characteristics in HCN channels. 
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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 年に発見された。その後、中
枢神経系をはじめ生体の様々な場所での発
現が認められ、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すことが明らかとな
ってきた。近年、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。 
 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
域を持ち四量体として機能的なチャネルを
形成する。しかし、以下のような特徴的性質
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を持つ。a）過分極によりゆっくりと活性化
する。b）細胞内の cAMP によって電位依存
性が調節を受ける。これらの特徴は、例えば
βアドレナージック刺激による cAMP を介
した心拍数の上昇などの重要な生理学的役
割を理解する上できわめて重要である。本研
究で、これらの特徴を引き起こす分子レベル
での構造的基盤を解析し、そのメカニズムを
検討した。 
 
２．研究の目的 
(1)電位センサーの構造の解明：HCN チャネ
ルが過分極によりゆっくり活性化する性質
は、電位センサーの可動部位とされる第４膜
貫通領域(S4)に Kv チャネルに比べ疎水性ア
ミノ酸残基が多いことに起因し、S4と他の膜
貫通領域との密接な相互作用を引き起こす
ことによると推測される。本研究は電位セン
サーを構成する膜貫通領域(S1-S4)の相互作
用を明らかにする目的で行った。 
(2) 電位センサーとチャネルゲートとのカッ
プリング機構の解明：通常の Kvチャネルは、
４つの電位センサーが全て開状態にならな
いと、第６膜貫通領域(S6)の C末で形成され
ていると考えられているチャネルゲートが
開かないことが知られている。しかしながら、
活性化速度の電位依存性の研究などから、
HCN チャネルでは開状態の電位センサーの
数が増えるとチャネルゲートの開確率が上
昇すると考えられている。 
①電位センサーの動きの可視化：電位センサ
ーの動きは電流応答から想像されたものに
すぎず、詳細な電位センサーとチャネルゲー
ト機構の関係を調べるためには、電位センサ
ーの動きの可視化は必須である。本研究は、
哺乳類の HCNチャネルにおいて蛍光標識し
電位センサーの動きを可視化する目的で行
った。 
②チャネルゲートの開状態に必要な電位セ
ンサーの数を測定：タンデムにチャネルサブ
ユニットをつないだ四量体を作製し、閉状態
にロックされる変異を導入し、可動な電位セ
ンサーの数を減少させ、電流を測定し、HCN
チャネルの電位センサーとチャネルゲート
のカップリング機構を分子的に解明する目
的で行った。 
③電位センサーとチャネルゲートとの相互
作用の解明：電位センサーとチャネルゲート
との相互作用が一つのサブユニットの中で
起こっているのか、あるいはサブユニット間
の相互作用で起こっているのかを解明する
目的で行った。 
(3)cAMP による電位依存性の調節機構の解
明： cAMP による調節は、心拍数調節等の
生理学的に重要な役割を果たしている。HCN
チャネルの細胞内 C 末領域に cAMP が結合
する部位（CNBD）が同定されており、CNBD

がチャネルゲートに作用することが知られ
ている。しかしながら、電位センサーを構成
する S1 や S2 の変異で cAMP による活性化
速度の変化が抑制されることから、電位セン
サーと CNBD が相互作用をしていることも
示唆されている。cAMPによる調節機構を解
明するために、サブユニット間での調節機構
の差異をもたらす部位を特定する目的で行
った。 
 
３．研究の方法 
(1) 電位センサーの構造の解明：電位センサ
ーの構造を明らかにするために、哺乳類 HCN
チャネルのサブタイプである HCN1 を使い、
第１膜貫通領域(S1)と第４膜貫通領域(S4)
の両者にシステインを導入した電流応答を
測定し、電流応答の変化を測定した。S1 と
S4 との間でジスルフィド結合により架橋す
れば変化が認められるはずである。また、還
元剤であるDTTによってジスルフィド結合に
よる架橋が切断されればさらに電流応答の
変化が期待される。 
(2) 電位センサーとチャネルゲートとのカ
ップリング機構の解明： 
①電位センサーの動きの可視化：電位センサ
ーの動きの可視化を行うためにウニのHCNチ
ャネルでゲート電流と同様の動きをする S4
のアミノ酸残基相同部位を、哺乳類 HCN チャ
ネルにおいて蛍光標識する。具体的には、
HCN2 を用い、細胞外領域に存在するシステイ
ン残基を全て他のアミノ酸残基に置換する。
そのうえで S4 に存在するアルギニン 300 を
システインに置き換え、マレイミド基のつい
た蛍光物質(Alexa488)を加えシステイン残
基に結合させる。電位固定法を適応し、過分
極刺激に対する蛍光強度の変化を測定し、電
位センサーの動きの変化を調べた。 
②チャネルゲートの開状態に必要な電位セ
ンサーの数を測定：チャネルゲートの開状態
に必要な電位センサーの数を測定するため
に、閉状態にロックされた電位センサー
(318Q)と野生型の電位センサーを持ったチ
ャネルサブユニットをタンデムにつなぎ合
わせ四量体を作製し、動くことが可能な野生
型の電位センサーの数を４つから減少させ
たチャネルとして作製した。 
③電位センサーとチャネルゲートとの相互
作用の解明：S4-5 の間と S6 直後のアミノ酸
残基が相互作用をして電位センサーの動き
をチャネルゲートに伝えていると考えられ
ている。その電位センサーとチャネルゲート
の相互作用がサブニット内かサブユニット
間の相互作用かを明らかにするために二つ
のサブユニットをタンデムにつなぎ一方の
電位センサーに動かない変異を導入しそれ
らの相互作用を調べた。 
(3) cAMPによる電位依存性の調節機構の解



 

 

明： cAMP による調節のサブユニット間での
調節機構の差異をもたらす部位を特定する
ために、cAMP であまり活性化されない HCN1
と活性化される HCN2 との間でキメラを作製
し、その差異を生む場所を特定し、さらに変
異を導入してそのアミノ酸残基を特定した。 
 
４．研究成果 
(1) 電位センサーの構造の解明：HCN1 の S1
と S4 にそれぞれランダムにシステイン残基
を導入し、電流応答の変化を測定した。変異
体 L139C+S253C では、過分極で活性化される
HCN チャネル特有の電流応答が認められなか
った。しかし、DTT を投与すると HCN チャネ
ルに特徴的な過分極で活性化される電流応
答が現れた。（図１、２）このことより、139
番目と 253 番目のシステインが物理的に近い
位置にあるためジスルフィド結合をつくり
チャネル機能が失われたがDTT によって還元
されジスルフィド結合が分断されるとチャ
ネル機能が復活したと考えられる。これらの
ことから、S1 の 139 番目の残基と S4 の 253
番目の残基は非常に近い位置にあることが、
想定されることが明らかとなった。この結果
はHCN チャネルの電位センサーの構造を考え
る上で大きな進歩である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．L139C+S253C:過分極で活性化される電
流応答がなかったが、DTT を投与すると過分
極で活性化される電流応答が現れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．L139C+S253C:有意に DTT で電流応答が
増加した。 
 
(2) 電位センサーとチャネルゲートとのカ
ップリング機構の解明：①電位センサーの動
きの可視化：HCN2 の S4 のアルギニン 300 を
システイン残基に置換し蛍光物質をマレイ
ミド基を使って蛍光物質(Alexa488)を結合
させ電位固定法で蛍光強度の変化と電流応
答を同時に記録した。蛍光強度の変化は電流
応答に先立って起こり、電流応答に相当する
動きを示した。（図３）これらのことから、
電位センサーの動きを哺乳類のHCNチャネル
でも可視化することが出来たと考えられる。
電位センサーの動きの可視化は、今後の電位
センサーとゲート機構とカップリング機構
を解明する上で大きな進歩である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．過分極刺激(上段）によって電流応答
（中段）に先立ち蛍光強度（下段）の変化が
起こった。 
 
②チャネルゲートの開状態に必要な電位セ
ンサーの数を測定：野生型の電位センサーの
数を４つから減少させたサブユニットをつ
なぎ合わせたチャネルを作製し、電流応答を
測定した。少なくとも２つのサブユニットが
開状態になることが出来れば、チャネルが開
くことが確認された。（図４）可動なサブユ
ニットが少なくなるとの予想通り電流応答
の速度が速くなることも確認できた。HCN チ
ャネルは、Kv チャネルのホジキンハックスレ
ーモデルではなく、少数の電位センサーの動
きで開確率があがることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

図４．野生型の電位センサーの数と電流応答
の速度の比較 
WT:野生型の電位センサー、Q:閉状態で固定、
W:開状態で固定 
 
③電位センサーとチャネルゲートとの相互
作用の解明：電位センサーとチャネルゲート
の相互作用を調べるために、二つのサブユニ
ットをつなぎ合わせ、変異を二カ所導入し、
その電流応答を測定した。その結果、サブユ
ニット間の相互作用が示唆される結果が得
られた。（図５）つまり、電位センサーの動
きが別のサブユニットのゲート機構と相互
作用を行っていることが示唆された。このよ
うな、研究は今まで行われておらず、きわめ
て独創的で新たな知見をもたらすことが期
待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．D443N をレスキューできる変異（R339D)
は、別のサブユニットに導入したときに効果
があった。 
 
(3) cAMP による電位依存性の調節機構の解
明：cAMP による活性化のサブタイプ間の違い
を引き起こしている部位を特定するため
HCN1 と HCN2 とのキメラを作製し電流応答を
測定したところ、予想通り CNBD の領域が重
要であることが明らかとなった。（図６） 
また、その領域のどのアミノ酸が重要かを調
べるため点変異を導入し cAMP による活性化
を調べたところ HCN1 において 475 と 496 番
目に相当するアミノ酸残基がサブユニット
間の感受性の違いに寄与していることが明
らかとなった。（図７） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．CNBD の前半部が cAMP の活性化に重要
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．HCN1 の S478T と Y497I で cAMP の感受
性に有意な差があった。 



 

 

 以上の本研究の結果はHCNチャネルの構造
と機能の関係を明らかにしたのみならず、同
様の構造をもつ電位依存性カリウムチャネ
ル等の構造と機能の関係にも大きなヒント
を与えるものと期待される。 
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