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研究成果の概要（和文）：pH依存性カリウムチャネルであるKcsAのゲーティング構造変化を捉えるために回折Ｘ線追跡
法のハードウェアの面からを改良し、毎秒5000フレームの高速記録が可能になった。従来の定常状態でのDXT測定では
観察されるねじれの向きとゲーティングの関係が分からなかった。pHジャンプすることにより、たとえば酸性ジャンプ
であれば開遷移だけが捉えられる。このようなアイデアで実験を行うためのpHジャンプ系を確立し、ゲーティングの過
渡的応答を高解像度で捉えることに成功した。またpH依存性のゲーティング開口過程に際し、膜に埋め込まれた状態の
チャネルが長軸方向の長さを短縮することを原子間力顕微鏡により明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The pH-dependent gating of the KcsA potassium channel was examined by enhancing th
e spacial and temporal resolutions of the diffracted X-ray tracking method.  Unlike previous steady-state 
measurements, the solution pH was jumped by using the caged compound, and transient behavior of the gating
 conformational change was recorded with the high-speed image sampling (5000 frame/sec). We found that the
 clockwise twisting was initiated upon acidic pH change. By using the atomic force microscopy (AFM), we re
vealed the substantial shortening of the longitudinal length of the KcsA channel in the membrane embedded 
condition. These results indicate that channel shows a spring-like motion, involving simultaneous twisting
 and shortening, upon opening of the channel. 
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質構造変化ダイナミクスの分子機構の解
明は蛋白質科学の重要課題である。構造変化ダ
イナミクスを研究する上でチャネル蛋白質を
対象とすることのメリットは１分子レベルで
の構造・機能測定が可能なことである。特に脂
質平面膜法では高精度の実験が可能であり、さ
らに一方では私達が確立した回折Ｘ線追跡法
でリアルタイムの構造変化を1分子レベルで捉
えられる。これらの方法で蛋白質の協同的なダ
イナミック像を得ることを目指す。  
 本研究で対象とするKcsAカリウムチャネル
は生体分子研究の典型蛋白質としての地位を
得るにいたった。このチャネルは放線菌由来の
蛋白質であるが、ヒトを含むあらゆる生物種の
あらゆる細胞に存在するカリウムチャネルと
同様の基本構造を備えている。機能の上でも高
いK+イオン透過性と選択性という基本要件を
備えており、加えて、蛋白質として安定で大量
に発現できるというメリットを持つ。特に可溶
化状態でもゲーティングの機能を保持してい
ることが分光学など様々な実験系に適用でき
るゆえんである。1998年に初めて結晶構造が得
られて以来、イオンチャネル研究を分子レベル
で研究するための絶好のターゲットとして世
界中で研究が進められ、チャネル蛋白質の中で
も最も理解が進んでいるだけでなく、あらゆる
蛋白質の中でもその研究が最先端に至る旗艦
蛋白質と呼んでもよい。  
 イオンチャネルの細胞での機能的役割は特
定のイオンを効率よく透過させ、イオン電流に
より細胞膜の膜電位を変化させ、電気的情報伝
達系を構築することである。この機能を実現す
るためにイオンチャネルはイオン透過路（ポ
ア）を透過・非透過状態にするゲートを備えて
いる。KcsAチャネルの場合、ゲートを制御する
のは細胞質側のpH変化であり、荷電残基が集積
したpHセンサードメインが細胞質ドメイン上
に存在する。細胞質側が酸性pHになるとセンサ
ードメインはどのような構造変化を起こすの
か、またこの構造変化がどのようにして膜貫通
ドメインに伝わるのか。この問題は蛋白質の構
造変化ダイナミクスの本質的課題である。  

 
２．研究の目的 
本研究の目的はKcsAカリウムチャネルが示す
pH依存性ゲーティング（イオン透過路の開閉）
を構造と機能の両面から一分子測定し、pHセ
ンサーからゲートに至る構造変化の分子内経
路（構造変化波の軌跡）を具体的な動画とし
て表現することである。すでに私達はゲート
の開閉はチャネル分子回転対称軸周りのねじ
れ運動であることを明らかにしており
(Shimizu et al. Cell 2008)、pHセンサーの立体構
造も最近報告されている（Uysal et al. PNAS 

2009）。pH感受からゲーティングに至る構造
変化をpHジャンプによって引き起こし、高時
間分解能の回折Ｘ線追跡法により過渡的構造
変化を追跡する。またゲーティングにおける
分子内の協同的経路をアミノ酸変異したチャ
ネルの機能測定から明らかにし、ゲーティン
グのエネルギー地形と力学モデルを時系列に
描画する。  
 
３．研究の方法 
回折Ｘ線追跡法を高時間分解に改善し、ケー
ジド化合物を使ったpH ジャンプ（酸性）によ
ってKcsA チャネルのpH 依存性ゲートの過渡
的応答を1 分子レベルで構造と機能の面から
追跡する。この方法により、中性pH での定常
状態での閉構造からゲートの開閉に至る過程
を時系列で詳細にたどることができる。また
酸性pH での定常的測定では可逆的に開・閉両
過程を観察してきたが、今回の方法ではpH 変
化を受容してからゲートが開口するまでの全
過程を捉えられる。pH ジャンプに関してはケ
ージド化合物を紫外線レーザで励起し、短時
間でpH 変化を引き起こす。これと並行して、
単一チャネル電流のpH ジャンプによる過渡
的応答を測定する。構造・機能の両面からゲ
ーティングのメカニカルな特性と自由エネル
ギー地形に関する情報が得られる。  
 
４．研究成果 
（１）DXT 法の高速・高解像度達成のための
改良 
①白色Ｘ線の集光 
SPring-8のビームラインBL28B2はDXT法
のために不可欠な白色ビームを提供してく
れるが、本来材料系に使用するためのもので
あるためビームの集光が不可能であった。そ
こで集光ミラーを設計し、ビームラインに設
置した。同時にビームのスペクトルを測定し、
DXT 法のために最適な周波数特性を持った
Ｘ線を発生させた。これらの改良の結果、毎
秒 5000 フレームの高速記録が可能になった。 

 
②ケージド化合物による pH ジャンプ 
従来の DXT 測定では溶液 pH を一定にした
定常状態での測定であったため開遷移・閉遷
移が起こり、観察されるねじれの向きとゲー
ティングの関係が分からなかった。pH ジャ

 

図．“白色”Ｘ線の周波数特性 



ンプすることにより、たとえば酸性ジャンプ
であれば開遷移だけが捉えられるはずであ
る。このようなアイデアで実験を行うための
pH ジャンプ系を確立し、ゲーティングの過
渡的応答を捉えることに成功した。  
 
（2）ゲーティング機構 
①KcsA チャネルのリン脂質依存性 
KcsA チャネルはその結晶構造中にリン脂質
（PG）が存在することから、リン脂質のチャ
ネル機能に対する役割が想定されてきた。私
達は脂質平面膜法により非対称組成の膜を
形成し、膜内葉の PG がチャネルを開状態に
保持するために不可欠であることを明らか
にした。PG は実験条件では負電荷を帯びて
おり、また負電荷を帯びるリン脂質ならどれ
でもゲーティングに対して同様の効果を示
すことが明らかになった。 
 
②リン脂質センサーの発見 
膜内葉の負電荷をもつリン脂質が共通して
ゲートを開状態に保つので、チャネル蛋白質
側の正電荷と静電的相互作用を行っている
可能性が高い。KcsA チャネルに存在するす
べての正電荷アミノ酸残基を一個ずつ中性
残基と置換し、ゲーティングに対する効果を
脂質平面膜法で観察した。その結果、Ｎ末端
にある両親媒性ヘリックス（M0 ヘリックス）
上にある正電荷が相互作用部位であること
が明らかになった。この部位を蛍光色素によ
り標識しゲーティングに伴う変化を測定し
たところ、ゲート開閉に従って M0 ヘリック
スが膜界面上で回転することが明らかにな
った。この新しい機構を roll-and-stabilize
モデルと命名した。 
 
②KcsA チャネルの膜内構造 
KcsA の結晶構造は可溶化したものしか得ら
れていない。膜に埋め込まれた状態での構造
を明らかにするために原子間力顕微鏡
（AFM）を適用し、ゲートの開閉構造を捉え
ることに成功した。ゲート開口に伴って膜貫
通領域の長さが短縮することを捉えること
に成功した。 
 
（３）KcsA チャネルの膜内ダイナミクス 
AFM 測定によって KcsA チャネルが膜上で
集合・離散することを発見した。さらに、こ
の集合・離散がチャネルのゲート開閉と連動
するという新しい現象を見出した。  
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