
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

６３９０３

挑戦的萌芽研究

2013～2012

哺乳動物イオンチャネルの機能的発現と分子機構解析

Functional expression of mammalian ion channels and analysis of the molecular mechan
isms

８０４３２２８５研究者番号：

古谷　祐詞（FURUTANI, Yuji）

分子科学研究所・生命・錯体分子科学研究領域・准教授

研究期間：

２４６５０２０３

平成 年 月 日現在２６   ６ １９

円     3,000,000 、（間接経費） 円       900,000

研究成果の概要（和文）：イオンチャネル蛋白質は、様々な刺激に応じてイオンを選択的に透過することで生体電気信
号の発生を制御する。このように重要な生理現象を担うイオンチャネルの機能発現の分子機構の解明には原子レベルで
の構造情報が必要である。本研究では、医学・薬学分野で重要な哺乳動物由来のイオンチャネルに対して、分子の構造
に詳細な情報を与える全反射赤外差分光解析を適用した。様々なカリウムチャネルの中から細胞の静止膜電位に関係す
るKCNK1チャネルが赤外分光解析に有望であることを明らかにし、イオン選択フィルタの構造情報を得ることに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Ion channel proteins work for selective permeation of ions in response to various 
stimuli and regulate electrical signals in living organisms. To understand the molecular mechanisms of the
se channels, the precise structural information with atomic resolution is required.  In this study, mammal
ian ion channel proteins, which are important targets in medical and pharmaceutical sciences, have been st
udied by attenuated total reflection (ATR) FT-IR spectroscopy which gives us precise molecular information
.  After screening of several ion channel proteins, we have succeeded to resolve amide I bands of selectiv
ity filter of KCNK1 channel, which is involved in regulation of resting membrane potential of cell, by usi
ng ATR FT-IR spectroscopy.
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１．研究開始当初の背景 

イオンチャネル蛋白質は、様々な刺激に応
じてイオンを選択的に透過することで生体
電気信号の発生を制御する。このように重要
な生理現象を担うイオンチャネルの機能発
現の分子機構の解明には、電気生理学的手法
による機能解析だけでなく、原子レベルでの
構造情報が必要である。 

パッチクランプ法の開発により、イオンチ
ャネルの機能解析は１分子のチャネル電流
を計測するまで極限化されている。また、目
的の細胞をパッチすることにより、任意の細
胞の電気生理応答を生きたまま計測するこ
とも可能である。一方、構造情報については
数少ない例外を除くと、細菌などのホモログ
のチャネル蛋白質のX線結晶構造が解かれて
いるのが現状である。これらはモデル構造と
しては非常に有益な情報を与えるが、一方で
医学・薬学分野で研究されているヒト由来ま
たは哺乳動物由来イオンチャネルの機能発
現の分子機構に直接的に構造情報を与える
ものでない。現状では、様々な化学刺激や部
位特異的変異による電気生理応答からブラ
ックボックスとなっているイオンチャネル
の分子機構を推測している。哺乳動物由来の
イオンチャネルを機能的に発現させること
が困難であることと、少量のタンパク質試料
から構造情報を得る有効な手段が開発され
ていないことが要因である。 

研究代表者は、分子の構造と環境を鋭敏に
捉えることが可能な全反射赤外差分光計測
をナトリウムイオン輸送タンパク質である
V-ATPase に適用し、イオン結合部位の構造
情報を得ることに成功している(Y. Furutani 

et al. J. Am. Chem. Soc. 2011)。また、KcsA

についても実験を完了し、イオン選択フィル
ターの構造情報の取得に成功しつつある状
況である。 

 

２．研究の目的 

イオンチャネル蛋白質は、様々な刺激に応
じてイオンを選択的に透過することで生体
電気信号の発生を制御する。このように重要
な生理現象を担うイオンチャネルの機能発
現の分子機構の解明には原子レベルでの構
造情報が必要である。カリウムイオンチャネ
ル KcsA に代表されるように、いくつかの X

線結晶構造が報告されているが、医学・薬学
分野で重要なヒト由来のイオンチャネルの
構造解析は、タンパク質の機能的発現方法を
含めて、極めて困難な課題である。 

本研究では、代表者らが中心となって開発
を進めている全反射赤外分光法を哺乳動物
由来イオンチャネルに適用し、イオンや分子
との相互作用やゲートの開閉に関する分子
振動の変化から原子レベルでの構造情報の
取得を研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は主に以下の２つの研究項目から

なる。 

（１）哺乳動物イオンチャネルの蛋白質発現
系構築 

（２）全反射赤外差分光計測によるイオン結
合誘起赤外差スペクトル計測 

 

研究項目（１）では、発現コンストラクト
の設計を進めた。具体的に対象とするイオン
チャネルとして、研究分担者の中條博士（生
理研）が専門とする電位依存性カリウムチャ
ネル KCNQ や、他のカリウムイオンチャネル
を対象とした。タンパク質発現量だけでなく、
必要に応じて電気生理実験を行い、発現量を
上昇させるために導入した変異がチャネル
機能に影響しないかを確認する。また、KCNQ

の発現が困難な場合には、他のカリウムイオ
ンチャネル（内向き整流性 K チャネル Kir2.1

や KCNK チャネルなど）のコンストラクトも
設計し、発現量を確認する。 

チャネルタンパク質の大量調製に最良な
コンストラクトの選別をするために、緑色蛍
光タンパク質 EGFP との融合タンパク質を発
現させ、蛍光ゲル濾過カラムクロマトグラフ
ィーを利用することで発現したイオンチャ
ネルが正常なコンフォメーションであるこ
とを確認する(FSEC 解析)。ピーク強度が最も
大きく、かつ目的の分子量（４量体のもので
は単量体ではなく４量体の分子量）に相当す
るピークであるものが最良と判断する。最良
なコンストラクトについては His タグを結合
したコンストラクトを設計し、哺乳培養細胞
にて大量発現を行い、Ni-NTA カラムにて精
製を行う。赤外分光計測にはフォスファチジ
ルコリン(PC）等に再構成したものを使う。 

 

図 1 研究方法の概略図 



研究項目（２）では、大量調整した哺乳動物
由来のカリウムイオンチャネルを脂質膜リ
ポソームへと再構成した試料について、全反
射赤外差分光解析を行った。 

全反射赤外分光装置の ATR セル上にタン
パク質試料を乗せ、乾燥後、緩衝液を灌流さ
せて吸着及び洗浄を行う。その後、任意のイ
オン組成の緩衝液２液を用意し、両条件間の
赤外差スペクトルを計測する。たとえば、カ
リウムイオンチャネルを透過するカリウム
イオン（K

+）と透過しないナトリウムイオン
(Na

+
)間の差を計測することで、イオン透過経

路での K
+イオン脱着に伴う構造変化に関す

る情報を得る。これまで KcsA では既に同様
の手法により、イオン選択フィルター部位の
カルボニル基に由来する変化を計測するこ
とに成功している（研究成果：雑誌論文①）
ので、本質的には同様の結果が得られるもの
と期待した。 

４．研究成果 

(1) KCNQ チャネル 

KCNQ1は心臓や内耳ではKCNE1と複合体
を構成し、非常にゆっくりとした開閉速度を
持つ電位依存性カリウムチャネルを構成す
る。腸では KCNE3 と複合体を構成し、電位
によらず開きっぱなしのカリウムチャネル
を構成する。このように KCNQ1 の活性は相
互作用するタンパク質によって制御されて
おり、その分子機構は興味深い。本研究では、
哺乳培養細胞でのタンパク質発現に向けた
条件検討を行った。 

哺乳培養細胞での大量発現系を構築する
ため、中條博士から提供された KCNQ1, 

KCNE1 遺伝子を元に、1. human KCNQ1-GFP 

のみ、2. human KCNQ1-GFP +KCNE1 の発現
コンストラクトを作成した。この 2 種類につ
いて、実際に哺乳培養細胞で発現を試みた結
果、図 3 に示すような結果が得られた。 

矢印で示したピークが目的とするタンパ
ク質に由来すると考えられるが、イオンチャ
ネル KCNQ1 の発現は顕著には認められなか
った。その他にも KCNE3 との共発現も試し
たが、発現量の向上は確認できなかった。 

(2) KCNK-1(TWIK-1)チャネル 

KCNK1(TWIK-1 とも呼ばれる)チャネルは、
2 量体で機能するいわゆる two-pore 型カリウ
ムイオンチャネル(K チャネル)の一種であり、
刺激を受けていない細胞が示す静止膜電位
を生み出す「漏洩」電流に寄与していると考
えられている。KCNK1 はイオン選択性が他
のカリウムチャネルよりも甘く、周辺の環境
変化に応じてナトリウムイオンも透過する
ことが知られている。変異体を用いた電気生
理解析から、この甘いイオン選択性が、イオ
ン選択性を生み出す選択フィルタと呼ばれ
る領域にある Thr-118 残基（他の K チャネル
では、この位置は Ile か Val で高度に保存され
ている）によって生じることが報告されてい
る(Ma et al., Sci. Signal., 2011)。ところが、2012

年に報告された野生型の KCNK1 の結晶構造
(Miller and Long, Science, 2012)では、選択フィ
ルタの立体構造が、カリウム選択性の高い他
の K チャネルの構造と極めて似ており、
KCNK1 の甘いイオン選択性を生み出すメカ
ニズムは今なおよく分かっていない。 

私たちは中條博士と共同して、KCNK1 な
ど様々な KCNK（two-pore 型)チャネルのコン
ストラクトを作製し、マウスの KCNK1 がタ
ンパク質の大量調製に適切な試料であるこ
とを確認した（図 4）。 

さらに、培養細胞を用いて大量発現し、ニ
ッケルカラムとゲルろ過カラムを用いて精
製することに成功した。そして、精製した
KCNK1 の野生型を脂質膜に再構成し、全反
射赤外分光(ATR-FTIR)法を用いて、カリウム
−ナトリウムイオン交換に伴う赤外吸収スペ
クトル変化を測定することに成功した（図 5） 

図 2 全反射赤外差分光解析 
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図 3 KCNQ1 の FSEC 解析の結果 



バクテリアのカリウムチャネル KcsA の赤
外分光解析（研究成果：雑誌論文①）から、
選択フィルタ由来のシグナルと同定された
amide-I 領域のスペクトル変化は、KCNK1 の
野生型と KcsA との間で類似していた（図 5）。
このことは、KCNK1 を含めてカリウムチャ
ネルのカリウムイオン結合状態の結晶構造
において、選択フィルタの構造が極めて類似
していることと一致している。さらに、現在
KCNK1 の各種変異体についてもイオン交換
に伴うプレリミナリーなスペクトル変化情
報を得ることにも成功している。 

 

 上述したように、本研究では研究期間内に、
タンパク質の大量調製に適した哺乳動物由
来のカリウムチャネルの発現コンストラク
トの選別から、実際の試料調製、調整したタ
ンパク質に対する全反射赤外分光解析まで
を行うことに成功している。実際に解析を行
った KCNK1 チャネルにおいては、緩いカリ
ウムイオン選択性について、イオン選択フィ
ルタの構造から説明することにつながる赤
外差スペクトルの計測にも成功した。今後、
KCNK1 の変異タンパク質などの解析を進め
ることで、論文にまとめて発表する予定であ
る。 
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