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研究成果の概要（和文）：私達はKcsAカリウムチャネルが他の膜蛋白質と同様に細胞膜上で動き回り、その活性
化状態によって集合・離散することを初めて原子間力顕微鏡で明らかにした。この仕組みを明らかにするための
脂質2重膜での実験において、チャネルの向きをそろえてチャネル蛋白質を膜に組み込む方法を確立した。一
方、チャネル機能に関しては新しく開発した液滴接触2重膜法によって、膜リン脂質の組成を膜内外葉毎に変え
られることを利用し、チャネル活性へのリン脂質の効果を詳細に検討した。

研究成果の概要（英文）：We found that the KcsA potassium channel move randomly on the membrane 
surface, and undergo clustering and dispersion in relation to the activation gating using the atomic
 force microscopy. To elucidate the underlying mechanism, we developed the method such that the 
channel was reconstituted into the membrane with the same orientation. Nearly 100% of the channels 
were oriented with their extracellular side up in the membrane. This orientation was confirmed by a 
scorpion toxin, agitoxin 2, using AFM. The clustering-dispersion status on the membrane was examined
 using the AFM in different lipid compositions, and the distribution was highly related to the phase
 separation of the membrane. On the other hand, the channel activities were measured using a newly 
developed contact bubble bilayer method, which allows varying the lipid composition of the membrane 
in each leaflet. We have screened various types of hydrophobic substances via the positive effects 
to the KcsA channel. 

研究分野：生理学一般
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１．研究開始当初の背景 
従来、イオンチャネルは単一チャネル電

流の測定をその典型として、チャネル分子

単独での機能を明らかにすることで細胞機

能を理解することができると信じられてい

た。ところが私達は細菌由来の KcsAカリ

ウムチャネルが他の膜蛋白質と同様に細胞

膜表面上を動き回るだけでなく、その活性

化状態によって集合・離散することを初め

て原子間力顕微鏡で明らかにした。つまり

膜でのチャネル機能は個々のチャネルの総

和としてだけでなく、協同的な仕組みが重

要であることが初めて明らかになった。も

ちろん従来から細胞膜上にチャネルが高密

度に集積している領域が観察されていたが、

このような領域は細胞の特定の場所に限ら

れており、しかも固定されていた。一方、

私達が発見したのはチャネルが自由に膜を

拡散する中で、集合・離散を繰り返し、し

かもそれがチャネルのゲーティング開閉状

態に依存したのである。私達の発見の後、

細胞膜でもチャネル機能に関連した集合・

離散が見出され、その生理的意義を明らか

にする必要性が高まっている。 
 
２．研究の目的 
チャネルの膜上での集合・離散の仕組み

と機能との関係を明らかにすることが目的

である。そのためには、チャネル蛋白質を

膜に組み込むとき、チャネルの向きをそろ

える必要がある。従来の膜形成法では膜に

チャネルがランダムに配向していることが

否定できなくなっている。さらに膜組成な

ど膜環境の変化でチャネルの機能と集合・

離散状態がどう変わるか、を脂質２重膜の

実験で確かめる必要がある。このようなチ

ャネルの膜上でのダイナミックな仕組みを

明らかにするためにチャネル機能を脂質 2

重膜で測定し、チャネルの構造とその集

合・離散を原子間力顕微鏡で測定すること

が本研究の目的である。 

 
３．研究の方法 
生体膜と比べて膜脂質組成を自由に変化

させることのできる脂質 2重膜法でチャネ

ルとリン脂質、チャネルと膜の関係につい

てその構造・機能の両面から基礎的な実験

結果を蓄積する。チャネル機能に関しては

Contact Bubble Bilayer (CBB)法という新

しい方法を開発した。この方法によって脂

質 2重膜のリン脂質組成を自由に変えられ

るだけでなく、単分子層レベルで組成を変

え、非対称膜を実現させることに成功した。

またこの方法をさらに発展させ、疎水性物

質を膜に投与する方法を開発した。チャネ

ル機能の測定は膜組成によっては室温で行

うことが難しいことがある。そのため温度

コントロール下で単一チャネル電流を測定

する系を確立する。 

チャネルを膜に向きを揃えて組み込むた

めに、新しい方法を開発した。それはチャ

ネルを埋め込んだ膜を基板に展開するので

はなく、可溶化したチャネル蛋白質をまず

基板に結合し、その後、リン脂質を加え、

膜に埋め込む方法である。ここでも重要な

方法上のトリックを工夫することで、基板

表面を膜で埋め尽くすことができた。 
 
４．研究成果 

向きを揃えてチャネルを膜に組み込むこ

とは私達の方法で成功した。原子間力顕微

鏡でチャネルの細胞外表面構造を明らかに

しただけでなく、この面に特異的に結合す

るペプチド毒を作用させ、その結合を捉え

ることでチャネルの向きを証明した。集

合・離散に関しては向きをそろえた場合に

も起こることを確認することができた。こ

の方法を元に、膜組成を変えたときにチャ

ネルの集合・離散がどう変化するか、を系

統的に実験し、リン脂質組成で集合状態が

大きく変わることを明らかにした。原子間

力顕微鏡による実験は高速測定も含めさら



に精度が上がった。 

一方、チャネル機能に関しては新しく開

発した液滴接触 2重膜法によって、膜リン

脂質の組成を膜リーフレット毎に変えられ

ることを利用し、チャネル活性へのリン脂

質の効果を詳細に検討した。KcsA チャネ

ルには膜内葉の酸性リン脂質を捉える脂質

センサーがあることを発見した。さらに膜

組成を急速に変化させる方法により脂質 2

重膜に急速にコレステロールを加えること

ができた。コレステロールは様々なチャネ

ルに影響を与えることが知られているが、

KcsA カリウムチャネルではコレステロー

ルによって直ちにその活性を消失した。し

かしコレステロールの注入を止めると、チ

ャネル機能は短時間で回復した。このよう

な可逆的なチャネル機能制御が明らかにな

ったのは初めてである。 

他のリン脂質組成では脂質 2重膜を形成

できないことがあった。これは当該リン脂

質の相転移温度が室温より高いからである。

このような場合、チェンバーの温度を急速

に上げることで脂質 2 重膜が形成された。

十分高い温度になればどんなリン脂質組成

でも脂質 2 重膜が形成できることになり、

実験の多様性が広がった。 
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