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研究成果の概要（和文）：電位依存性カリウムイオンチャネル(Kv)は、脱分極時にカリウムイオン(K+)を選択的に透過
することで活動電位を制御する膜タンパク質であり、神経伝達や筋収縮において重要な役割を担う。これまでに、静止
膜電位存在下の構造解析手法が無く、膜電位依存的な構造変化様式が不明であった。
そこで、本研究は、Kvが膜電位を感受する構造メカニズムの解明を目的とした。我々は、従来法では解析が困難であっ
た膜電位存在下の膜タンパク質の構造解析法を確立した。解析結果より、Kvには膜電位の有無に関わらず構造平衡が存
在し、膜電位の大きさに応じてその構造平衡がシフトすることを初めて提唱した。

研究成果の概要（英文）：Voltage-dependent K+ channels (Kv) regulates active potential by selectively 
permeating K+ through cell membrane, playing critical roles in neurotransmission and muscle contraction. 
To date, voltage-dependent confomational changes of Kv remais elusive, due to lack of the method to 
analyze the strucutre under membrane potential.
The aim of this study is to reveal structrural mechanism of Kv that senses membrane potential. We 
established a novel method to analyze structure under membrane potential. Based on the results obtained 
here, we propose that Kv undergoes structural equilibrium that shifts depending upon the membrane 
potential.
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１．研究開始当初の背景 
Kv は、脱分極時にカリウムイオン(K+)を選

択的に透過することで活動電位を制御する

膜タンパク質であり、神経伝達や筋収縮にお

いて重要な役割を担う。Kv は、S1-S6 の 6本

の膜貫通へリックスからなるサブユニット

が、4 量体を形成することで機能している。

各サブユニットは、S1-S4 からなる電位セン

サードメイン(VSD)と S5-S6 からなるポアド

メイン(PD)で構成され、K+透過路は PD 同士が

組んだ 4量体の中央に存在する(Chen, X. et 

al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2010、図 1)。 

 

正電荷を持つ Arg や Lys を多数有する S4

が、静止膜電位存在下では細胞内側に、脱分

極時には細胞外側に移行することで、PD の

K+透過路の開閉をアロステリックに制御す

ると想定されている(Swartz, K. J. Nature 

2008)。 

これまでに明らかとなっている結晶構造

はいずれも膜電位非存在下の状態を反映し

ていると考えられている。従来の構造生物学

的手法では、膜電位存在下の構造を決定する

ことは困難であり、VSD の膜電位感受機構は

不明であった。 

 

２．研究の目的 
本研究では、電位依存性イオンチャネルの

膜電位依存的な動作機構を解明することを目

的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) VSD をリポソームに再構成して、VSD 再

構成膜に膜電位を形成する手法を確立

した。 

(2) VSD の 2 残基に Cys 変異を導入し、Cys
同士が近接した時に S-S 結合を形成す
ること(図2)を利用して、2 残基が近接
するか否かを調べた(SS-locking解析)。 

(3) 膜電位依存的に構造変化することが予

想される S4 と構造変化しないことが予

想される S1 にそれぞれ 1 残基ずつ Cys

変異を導入し、膜電位非形成時あるいは

形成時に近接する残基対を網羅的に探

索した。 

 

４．研究成果 

36種類の変異体を用いた SS-locking解析を

完了した。解析結果より、膜電位の有無に関

わらず、S1の V55に対して S4の C末端側が

近接する up stateとN末端側が近接する down 

stateの間の平衡にあり、中間的な状態はとら

ないことが示唆された(図 3)。また、down state

は up stateと比較して、S4が細胞内側に 14 Å

程度移行していた。膜電位非形成時には V55

と S4の C末端側が、膜電位形成時には V55

と S4の N末端側がより近接したことから、

膜電位非形成時には up state に、膜電位形成

時には down stateに平衡がシフトすることが

示唆された。 

これまでの研究においては、静止膜電位存

在下と脱分極時のそれぞれに単一の構造が

想定されていたのに対し、本研究では、膜電

位の有無に関わらず VSD に平衡が存在し、膜

電位変化に応じて平衡がシフトするモデル

を初めて提唱した。 

図 1：Kvのトポロジー図と立体構造 

図 2：SS-locking解析の模式図 
近接する残基対の探索が可能。 



また、本研究を通じて、VSD の down state

を分子内S-S結合により安定化することに成

功し、膜電位存在下の構造情報を取得する技

術基盤を確立した。 
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