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研究成果の概要： 

巨大化酵母の液胞膜を用いた機能解析を行い、たばこKチャネルは特徴的なpH依存性を明ら

かにした。また、酵母の液胞膜内在性イオン電流を示すイオンチャネルは、Caの有無によって

輸送活性が調節を受けることを見いだした。さらにKチャネルに存在する膜電位センサーの形

成機構の新規膜組込みとなる、２つの膜貫通領域が相互作用をする様式が一部膜貫通領域の挿

入に寄与する様式を明らかにした。 
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２．研究の目的 １．研究開始当初の背景 

イオン輸送系の機能解明の重要性は明ら

かであるが、機能未知のイオン輸送系の解析

手段の限界が機能解明の限界となっている。

本申請では、私たちの過去の成果と最近の予

備実験の結果を踏まえて、細胞のサイズが小

さいためパッチクランプ法が適用できなか

った大腸菌と酵母にパッチクランプ法を適

用してイオン輸送系計測方法の構築と新規

輸送機能の同定を行なう。酵母液胞膜に発現

するイオンチャネルの同定と機能特性が明

原核生物および真核生物のイオン輸送系

の機能解明の重要性は明らかであるが、機能

未知のイオン輸送系の解析手段の限界が機

能解明の限界となっている。私たちの過去の

成果と最近の予備実験の結果を踏まえて、細

胞のサイズが小さいためパッチクランプ法

が適用できなかった大腸菌と酵母にパッチ

クランプ法を適用してイオン輸送系計測方

法の構築と新規輸送機能の同定を行なう。 

 



らかでは無い植物由来のＫチャネルの測定

をすすめる。KAT1チャネルは宿主細胞に毒性

を示すため大量のタンパク質の獲得は非常

に困難とされてきた。昆虫細胞発現系を用い

た高発現を試みる。また、酵母液胞膜に発

現するYVC1チャネルの巨大化酵母を用い

た機能解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 本研究室で構築と改良を進めてきたパッ

チクランプ装置を用いて酵母液胞膜パッチ

クランプ測定をすすめる。タバコから膜電位

センサーを持たないタイプの Kチャネル遺伝

子をクローン化する。イオン選択性、ポリア

ミンや Ca の添加による活性化を検討する。

膜電位センサーの組み込みの検討は試験管

内転写、翻訳、膜組み込み系を用いる。また

シロイヌナズナ K チャネル KAT1 を昆虫細胞

に発現させて大量発現を試みる。 

 

４．研究成果 

巨大化酵母の液胞膜輸送系のパッチクラ

ンプによる機能解析を行うために、酵母液胞

膜に内在するバックグランド電流YVC1遺伝

子変異株を作成後、それを用いてたばこから

遺伝子を単離したKチャネル遺伝子の機能を

測定した。K選択性の高いチャネルであるこ

とが分かった。細胞質内を酸性化すると

(pH5.5)、中性の状態と比較して顕著に活性

化されることが分かった。またこのチャネル

のC末端領域にはCa結合領域が存在しており、

pH6.5において電流はCaによって2倍程度活

性化することが分かった。ポリアミン感受性

についても検討した。スペルミジンとスペル

ミンでKチャネル電流抑制を受けることが分

かった。たばこのポリアミン含量を調べたと

ころ、スペルミジンの濃度がスペルミンやプ

トレッシンよりも高いことが分かり、何らか

の制御を受けている可能性があると考えら

れた。液胞膜を用いたチャネル測定系の有効

性が示された。 

原核生物には膜電位センサーが存在して

いるが、その作動は動物や植物のチャネルと

は異なることが報告されている。一方、それ

に反する報告もある。そこで、微生物のKチ

ャネルと並行して動物のKチャネルの膜電位

センサーの形成機構を明らかにした。膜電位

センサーは電荷のあるアミノ酸で構成され

ていることから、通常の膜組み込みとは異な

り、２つの膜貫通領域が相互作用をして組み

込まれることが明らかになった。これは疎水

性が低い植物由来のKチャネルのそれと同じ

傾向を示している。今回の動物のチャネルの

結果は、微生物のチャネルと疎水度の点で同

様の傾向にあることから、同じ方式の組み込

み様式を示す可能性が高いことが示唆され

た。 

巨大化したK輸送体遺伝子変異酵母の巨大

化の調製を試みる際に、酵母の液胞膜内在性

イオン電流が観察された。これらは植物のK

チャネルと同様のイオン輸送系が観察され

た。その本体は原核生物や真核生物に存在す

る陽イオン輸送体であり植物のイオンチャ

ネル測定系として利用するにあたり、重要な

知見であることからそのイオン特性につい

て検証を行った。Caで活性化されることが明

らかとなり、たばこKチャネルと類似の性質

をもつことが明らかとなった。液胞膜輸送変

異系酵母においてイオン選択性が低く陽イ

オンの種類に関係なくイオンを輸送するイ

オンチャネル活性のCaによる影響をパッチ

クランプ法によって検討したところ、Caの有

無によって輸送活性が依存することが観測

された。このCaはイオンチャネル電流に影響

を与えている可能性と、その作用に加えてCa

がイオンチャネルを透過している可能性の

２つが考えられる。今後植物の液胞膜に存在

するイオン輸送系の機能解析には、本遺伝子

変異株を用いた解析がバックグランド電流

を抑制する上で有効であることが示された。 

シロイヌナズナの孔辺細胞に発現してい

る K チャネル KAT1 の構造と機能を明らかに

するために、精製系について検討した。昆虫

細胞系を用いて全長の蛋白質を生産させた

ところ、これまでには得られない量の蛋白質

を精製することが可能となった。以前に、ペ

プチドにおいて昆虫細胞系で精製を行われ

た報告はしているが、今回のように全長の蛋

白質が得られたことは、今後の KAT1 の機能

と構造解析に有効である。 
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