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研究成果の概要（和文）：イオンチャネルタンパクの活性発現に伴う構造変化を解明するために、単一チャネルの電気
・光学的同時計測システムを開発した。これを用いて、阻害剤のチャネルタンパクへの結合解離と機能変化を1分子レ
ベルで電気的・光学的に同時計測した。装置開発の過程に於いて、新しいチャネル電流測定法の開発に成功し、センサ
ーデバイスの開発に応用した。さらに、巨視的的手法を用いて、カリウムチャネルの構造変化と機能変化の関係を解明
した。

研究成果の概要（英文）：In order for elucidating the structure-function relationship of ion-channel 
proteins, we have developed an apparatus for simultaneous optical and electrical measurement of single 
ion-channel proteins. Using this apparatus, we successfully measured single ligand bindings to single 
ion-channel proteins. We developed a novel method for measuring ion-channel current in the course of 
apparatus development process, which is applicable to ion-channel sensor devices. We revealed a 
relationship between the structure and the function of potassium channel, KcsA, using macroscopic 
methods.

研究分野：生物物理学

キーワード： １分子計測(SMD)　生物物理学　イオンチャネル

  ２版



１．研究開始当初の背景 
チャネルタンパクの重要な機能である

「ゲーティング」の分子メカニズムは未だ

解明されていない。チャネルタンパクの機

能（透過する電流の揺らぎ）は、単一チャ

ネル電流記録法を用いて、１分子レベルで

詳細に解析されている。これらの解析から、

膨大な種類のチャネルタンパクに対して状

態遷移モデルが提出され、非常に詳細に検

討されている。導き出された「状態」、ある

いはそれらの間の遷移を構造解析によって

得られた「スナップショット」と対応させ

てダイナミックスを説明することになるが、

それらは推論に依っており、構造情報が少

ないこととも併せて、チャネル機能の分子

実体を十分に説明しているとは言えない。

機能しているチャネルの構造情報の実時間

１分子計測を実現することが、チャネルタ

ンパクのダイナミックスの理解には必要不

可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
上記の目的のために、単一チャネルの電

気・光学的同時計測システムを作製し、構造

変化と機能変化を電気的・光学的に同時計測

することを目指した。単一チャネルの構造揺

らぎと機能揺らぎを同時に計測することに

よって、構造機能相関が直視可能となり、従

来の巨視的測定や単一チャネル電流記録単

独では見えなかったダイナミックスの解析

が可能となる。申請時までに開発した装置を

より効率的なものに改良すること、開発した

装置を用いて、チャネルタンパクとリガンド

との結合解離、ゲーティングに伴うチャネル

タンパクの構造変化を１分子レベルで計測

することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)K チャネルの構造機能相関研究 

①構造情報が得られると予想されるタンパ

ク上の部位を蛍光標識する。 

②卵母細胞等巨視的実験系を用いて蛍光変

化をチェックする。 

③１分子同時計測の実施。 

④構造変化を予測し、遷移モデルを作成する。 

(2)装置開発（あるいは改良） 

①申請時までに開発した同時計測装置（全反

射蛍光顕微鏡と単一チャネル計測法の組み合

わせ；下図）を改良し、測定効率を上げる。 

 
②申請時までに、親水性ゲルの表面に固定

したチャネルタンパクを予め形成した人工

膜に組み込み、その単一チャネル電流を計

測することに成功した。この方法と、上記

と同様の１分子イメージング法を組み合わ

せることによって、新たな同時計測実験系

を開発する。 
 
４．研究成果 

(1)チャネルタンパクの構造機能相関 

特にカリウムチャネルの一つであるKcsAチ

ャネルについて、このチャネルのpHセンサー

部位を特定するために、細胞内領域の酸性ア

ミノ酸を中性に替える変異を行った。その結

果、特定の酸性アミノ酸がpHセンシングに大

きくかかわっていることが明らかとなった。

これは我々が従来より主張するモデル-細胞

内領域の変形が、チャネル活性発現の引き金

となっている（図２）-を裏付けるものと考え

られる。さらにこれらのうち機能制御に重要

であるアミノ酸をさらに絞り込むために点変

異体を多数作製し、上記装置を用いて機能解

析を行った結果、タンパクのC末端に近い位置



にある酸性アミノ酸が機能制御の鍵となるこ

とが分かった。 

また、KcsA

を微細なSi針

表面に固定し

、これを人工

脂質二重層膜

に組み込む技

術を開発した

。これを用い

て、単一チャ

ネル電流を計測しながらチャネルに力を加え

、機能を制御することに成功した。KcsAの細

胞内領域部分に膜と垂直方向に力を加えるこ

とによって、チャネル電流をコントロールで

きた。この結果も上記モデルを支持している

。 

 さらに、このpHセンシング部位の構造変化

がタンパクの機能に及ぼす影響を１分子計測

によって明らかにすることを試みた。既に、

多分子系でKcsAチャネルの開閉を疎水度によ

って蛍光強度が変化する蛍光色素(テトラメ

チルローダミン、TMR）を用いて捉えることに

成功していたが、この方法を1分子イメージン

グに応用した。その結果、固体支持膜に再構

成したTMR標識KcsAの開閉を蛍光のオン・オフ

として明確に捉えることができた。KcsAチャ

ネルが活性化される低pHでは輝点が持続して

観測され、不活性化状態の高pHでは明滅を繰

り返す様子が観測された。これらのことによ

り、KcsAは、活性化条件下では安定した構造

状態をとっている一方、不活性化条件下では

頻繁に構造状態が変化していることが示唆さ

れた。 

さらに、KcsAチャネルのイオン種選択性を

担っていると考えられる部位から遠く離れた

領域の構造変化が、選択性制御に深く関与し

ていることが分かった。逆に、フィルター周

辺のアミノ酸を置換しても細胞内領域の構造

に大きな違いは見られなかった。これらの結

果から、光刺激で開閉するチャネルの作製な

ど、新たな研究課題も創出された。 

(2)装置開発（あるいは改良） 

前項でゲル上に固定したチャネルの人工膜

への組込について記したが、この技術を応用

して、構造変化と機能変化を1分子レベルで同

時に捉える装置（光学的・電気的同時計測装

置）の改良を行った。直径100nm以下に尖らせ

たガラス棒の先にHisタグを介してKcsAチャ

ネルを固定し、チャネルを直接脂質二重層膜

に組み込むことに成功した。この方法では、

ほぼ100%の確率でチャネルを膜に再構成する

ことができる上、ガラス棒を膜に接触させて

数分以内でチャネル電流を測定することがで

きた。この方法を従来の同時計測装置に組み

込み、全反射顕微鏡で蛍光1分子が観察できる

エバネッセント場の範囲でイオンチャネルを

脂質二重層膜に再構成し、電流を測定するこ

とができた。この方法により、チャネルの膜

への組み込み効率が上がり、異分子同時計測

の障害となっていたチャネルの拡散の問題が

解消された。 

上記装置の開発の一環として、これまでにA

FM探針を用いたチャネルタンパクの人工膜へ

の組み込み法を開発した。測定をさらに簡便

かつ高効率に行うために、チャネルタンパク

を表面に固定したガラス微小針、あるいは金

属電極を用いて人工膜を瞬時に作製し、同時

にチャネルタンパクをその膜に組み込む方法

を開発した。前者では、先端を鋭利に加工し

たガラスファイバーにチャネルタンパクをHi

s-tag、あるいはAvi-tagを介して固定し、力

学的に人工膜に組み込む。ファイバーを通し

て照明することにより、先端の蛍光を観測可

能である。後者では、電解研磨した金電極に

同様に固定したチャネルを用いて計測を行っ



た。金電極を用いた方法は、副次的産物とし

てチャネルを用いたハイスループットセンサ

ーの作製に応用可能である。何れの方法も、

事前に人工脂質二重層膜の形成が不要である

ことから、従来法と比較して、一層の高効率

化に成功しており、100%の確率でチャネルを

膜に再構成することができる上、人工膜を形

成するのと同時にチャネル電流を測定するこ

とができた。 
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