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研究成果の概要（和文）：アンキリンGは自身がパルミトイル化され神経細胞や心筋細胞において種々のイオンチャネ
ルを特定の場所に局在化させ膜の電気的興奮基盤を構築している。本研究では、アンキリンG自身のパルミトイル化を
受ける領域の結晶構造を酸化・還元の二状態で解析し、膜接着の分子動力学計算を行った。その結果、パルミトイル化
は膜への接着を安定化することを明らかにした。パルミトイル化されていない状態や酸化状態のアンキリンGも膜近傍
に漂うが、安定な接着面を形成しての膜結合は観察されなかった。これらの結果は膜近傍でアンキリンGは準備してお
り、パルミトイル化されると、固い構造基盤に基づいた膜の電気的興奮基盤を形成することを意味する。

研究成果の概要（英文）：Ankyrin-G (AnkG) configures the membrane-excitation platform by clustering 
various ion channels in neurons and cardiomyocytes. AnkG itself localizes to the specific areas on the 
plasma membrane via the s-palmitoylation of Cys. However, the structural mechanism how AnkG anchors to 
the membrane is not understood. In this study, we solved the crystal structures of the s-palmitoylation 
domain of AnkG in reduced and oxidized forms of the Cys, and performed the long-term molecular dynamics 
simulation of the membrane association. Here we report that the s-palmitoylation facilitated the membrane 
anchoring of AnkG, defining a stable binding interface to the plasma membrane. AnkG without 
s-palmitoylation was apparently in contact with the membrane but did not have a unique binding interface. 
These suggest that AnkG is ready to accept the Cys modification in the juxtamembrane region, and, once it 
happens, constitutes the rigid structural base of the membrane-excitation platform.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 代表的な興奮性細胞である神経細胞にお
いては、発生した活動電位が軸索上を伝播す
ることにより情報が電気的に伝達される。活
動電位を制御する電位依存性チャネルやポ
ンプは軸索上にランダム広汎に配置するの
ではなく、軸索起始部やランビエ絞輪といっ
た特定の部位に限局･集積し、活動電位発生･
跳躍伝導といった興奮の伝達に有利に配置
が制御されていることが知られている。同様
に心筋細胞においても、細胞膜上で電位依存
性チャネルはギャップ結合分子などと共に
介在版、T 細管といった特定の部位に集積し、
電気的膜興奮と心筋収縮の連関に有利に配
置している事が知られている。また、網膜視
細胞では捍体細胞の外節に環状ヌクレオチ
ド活性化型チャネルが集積し光受容に伴う
活動電位発生のトリガー機能を担っている
ことが報告されている。 
しかしながら、これまで細胞の電気的興奮

の舞台に登場する分子を対象に、その分子構
造基盤に基づいて解析した報告は無く、イオ
ンチャネルの修飾機構の詳細は明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 

イオンチャネル分子が細胞膜上の特定の
部位に限局･集積するためには，裏打ち蛋白
であるアンキリン G との相互作用が重要で
あることがこれまでに明らかにされている。
アンキリン分子は、自身が脂質修飾（パルミ
トイル化）を受けることにより細胞膜上の目
的の領域にとどまる事が報告されているが、
その原子レベルでの機構は明らかでない。本
研究は、チャネルとアンキリン G との相互作
用機構、アンキリン G のパルミトイル化に
よる細胞膜接着機構に対して分子構造の観
点から明らかにすることを目的に行われた。 

 
３．研究の方法 
（１）アンキリンの結晶構造解析 

アンキリン G 蛋白質、全長、パルミトイル
化領域、チャネル結合領域の発現と精製を行
う。精製したアンキリン G 蛋白質の結晶化を
行う。出来た結晶は随時 Spring-8 ビームライ
ンにて回折実験を行い、構造を決定する。結
晶構造と水溶液中での構造の整合性を動的
光散乱、CD スペクトラム、ゲル濾過解析を
用いて解析する。 
（２）細胞膜接着の分子動力学的解析 
細胞膜とアンキリン G との相互作用を解

析するため分子動力学シミュレーションを
行い、膜接着における分子の挙動、動的構造

変化を観測する。 
（３）細胞機能との関係 
細胞に発現させたアンキリンおよび電位

依存性チャネルの局在と機能を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）アンキリン G 蛋白質、全長、パルミト
イル化領域、チャネル結合領域の発現･精製
に成功した。パルミトイル化領域、チャネル
結合領域の結晶化に成功した。（図はパルミ
トイル化領域の結晶と 1.62Å の回折像）。 

 
パルミトイル化領域の酸化還元 2状態での

結晶構造の決定に成功した。還元状態の構造
は 33 残基の繰り返し配列からなるアンキリ
ンリピートが 5 個連なった状態を呈してい
た。パルミトイル化修飾を受けるシステイン
残基は蛋白質表面に位置し、その側鎖は二つ
のコンフォーメーションを取り自由度が高
いことが示唆された。パルミトイル化修飾構
造基部の裏側には Ca2+が結合しており、生理
機能との関連が示唆される。 

 
酸化状態の構造は 2 つのアンキリンＧが

ジスルフィド結合により結合した状態を呈
していた。パルミトイル化修飾を受けるシス
テイン残基が結合に使われ、酸化状態ではパ
ルミトイル化が生じない事が示された。最初
のアンキリンリピートの構造はほどけてい
た。 



この酸化還元 2 
状態の遷移は水溶
液中でも生じる反
応であることを、
ゲル濾過分子量ア
ッセイにて確認し
た。水溶液中の CD
スペクトラムは高
い α ヘリックス含

有量を呈し、解かれた構造と相違ない構造で
あることを確認した。 

 
（２）アンキリン G (palmitoylated)、アンキ
リン G (non-palmitoylated)、アンキリン G 
(dimer, oxidized)の結晶構造を用いて分子動
力学計算を行った。本研究では、1μs のシミ
ュレーションを 100 本以上実行する。コンピ
ュータの計算負担を軽減するため粗視化シ
ミュレーションを用いて計算を行った。 

 
アンキリン G (palmitoylated)は接着離脱を

繰り返しながら最終的には 100 本中 72 本
のシミュレーションでパルミトイル化によ
り膜に安定接着した（図Ａ）。アンキリン G 
(non-palmitoylated)は接着離脱を繰り返すの
みで、安定接着は生じなかった（図Ｂ）。ア
ンキリン G (dimer, oxidized)も同様に接着離

脱を繰り返すのみで、安定接着は生じなかっ
た（図Ｃ）。 

 
 膜と相互作用する残基に突いて解析を行
なった。パルミトイル化による膜との安定接
着により、アンキリン G (palmitoylated)では、
膜と相互作用する残基のピークが観測され
た。アンキリン G (non-palmitoylated)とアン
キリン G (dimer, oxidized)は相互作用する残
基のピークが観測されずランダムに膜と接
着離脱を繰り返すことが明らかになった。 

（３）相互作用残基に変異を導入させたアン
キリン G を海馬の初代培養に発現させ局在
を観察した。また、電位依存性 Na チャネル
をステーブルに発現させた培養細胞にアン
キリン G を発現させ、機能修飾を解析した。 
 
本研究により、アンキリン G が細胞膜に

安定接着するためにはパルミトイル化が重
要な役割を担うことが明らかになった。アン
キリン G はパルミトイル化修飾を受けてな
い状態でも細胞膜直下に滞在し、いつでもパ
ルミトイル化を受け膜へ接着できる準備状
態にあることが示唆された。構造解析から明
らかになった Ca2+や酸化還元状態に依存し
た 



修飾機構が、実際の細胞におけるイオンチャ
ネルの局在にどのような影響をもたらすか
を検討することが今後の課題となるであろ
う。 
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