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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞機能を光刺激で操作する系を確立するため、K+チャネル(KcsA)を改変し、
光駆動型のK+チャネルやCa2+チャネルを創製することを目的とした。1)KcsAチャネルの活性制御に重要な細胞内領域を
光感受性LOVドメインに置換した変異体では、リンカーの長さに応じて活性が変化し、35アミノ酸残基のリンカーを持
つ変異体は青色光照射下と比べて暗所で高い活性を示した。2)KcsAチャネルの細胞内領域による活性制御では、E146の
荷電状態が最も活性に影響を与えていることがわかった。3) KcsAチャネルのフィルター部位への変異導入により、Ca2
+透過性へ改変することができた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to engineer a photo-sensitive K+ channel and Ca2+ channel by modifying a 
KcsA channel to regulate cell functions by light. 1) Chimera mutants which had photo-sensitive LOV 
domains at a cytoplasmic domain of the KcsA showed various activities depending on length of linkers, and 
the mutant which had a linker consisting of 35 amino acids had higher activity in dark than under blue 
light. 2) Electrostatic state of E146 at the cytoplasmic domain in the KcsA affected activities. 3) Some 
mutations in a selectivity filter site in KcsA changed it to be Ca2+ permeable.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
近年、非侵襲な光刺激によって活性が制御

される蛋白質を用いて、生命現象を制御する
方法が発展し、生命現象の解明が大きく進展
している。その中でもチャネルロドプシン2
は光刺激により陽イオンを透過させる能力を
持つため、神経細胞を興奮させるツールとし
て脳・神経分野で広く使用されている。しか
しながら、光刺激により興奮を抑制させるツ
ールについてはまだ開発途上である。また、
すべての細胞の機能制御に重要な役割を果た
しているCa2+を光刺激によって調節する蛋白
質も最適なものは作られていない。 
我々はこれまでに、K+チャネルの一つであ

るKcsAチャネルの活性制御に重要な部位が細
胞内領域であることを明らかにした (Hirano 
M et al., Biophys. J., 101(9), 2157-2162 
(2011)、Hirano M et al., J.Biol.Chem., 
285(6), 3777-3783 (2010))。そのため、KcsA
チャネルの細胞内領域を他のK+チャネルの膜
貫通領域に付加したキメラ変異体は、KcsAチ
ャネルと同様の特性を示した。また、他のグ
ループは、KcsAチャネルの膜貫通領域にcAMP
依存性チャネルの細胞内領域を付加すると、
cAMP依存的に開閉することを報告した
(Ohndorf UM and MacKinnon R, J.Mol.Biol., 
350, 857-865 (2005))。よって、K+チャネル
では、細胞内領域の性質がチャネル開閉制御
に関わっており、細胞内領域を変えれば新た
な刺激感受性をもつK+チャネル、例えば光刺
激によって活性化するK+チャネル、を創製で
きる可能性がある。 
本研究では、我々の以前のKcsAチャネルの

研究から明らかになった活性制御に重要な部
位を、光刺激感受性を持つ蛋白質に置換する
ことで、光駆動型のK+チャネルを創製するこ
とを目標とする。このチャネルは、チャネル
ロドプシン2と一緒に用いることで、自在に神
経細胞の活動をオン・オフすることができ、
より明確に神経細胞の機能を解明することが
できると期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) KcsAチャネルと光感受性蛋白質またはド
メインを用いて、光刺激によって開閉制御が
可能な K+チャネルや Ca2+チャネルを創製する
ことを目的とする。 
 
(2) (1)の目的のため、KcsA チャネルの活性
制御機構を解明する。 
 
(3) (1)の目的のため、K+選択性を持つ KcsA
チャネルを Ca2+透過性へ改変する。 
 
３．研究の方法 
(1) KcsA チャネル変異体の作製 
Hisタグ付きのKcsAチャネルと光感受性蛋

白質（光活性化アデニル酸シクラーゼ（PAC））
またはドメイン（LOV ドメイン）を融合した
キメラ変異体を大腸菌に発現させ、膜画分を

界面活性剤 n-decyl-β-D-maltoside で可溶
化した後、TALON affinity column により変
異体を単離・精製した。 
 

(2) 脂質平面膜法によるチャネル活性評価 
精製した変異体をリポソームに再構成後、

電気生理学的手法（脂質平面膜法）により透
過するイオンを電流として測定し、活性を評
価した。 
 

(3) K+輸送欠損大腸菌を用いた活性の評価 
K+輸送欠損大腸菌TK405mに変異体を発現さ

せ、低濃度の KClを含むプレート上で37℃一
晩培養し、大腸菌の増殖能でK+の透過能を評
価した。 
 

(4) 蛍光色素を用いた KcsA 変異体の Ca2+透
過能の測定 
KcsA変異体を膜中に再構成したリポソーム

内にCa2+ 感受性色素fura2-dextranを組み込
み、リポソーム溶液にCaCl2を最終free Ca2+

濃度23、57、204、423 nMになるように加えた
ときの励起波長340 nmと380 nmでの510 nmの
蛍光強度を測定した。得られた2つの蛍光強度
の比を取り、細胞外Ca2+濃度変化に依存した
Ca2+透過の変化を求めた。 
 
４．研究成果 
(1) KcsA チャネルと光感受性蛋白質（PAC）
またはドメイン（LOV）を融合したキメラチ
ャネル変異体の創製 
KcsAチャネルの活性制御に重要な部位を、

光刺激感受性蛋白質PACまたは光感受性LOVド
メインに置換し、それらの光刺激による構造
変化を利用してKcsAチャネルの活性（開閉）
を制御することを検討した。リンカーの長さ
を変えた数十個の変異体を作製し、電気生理
学的手法によりそれらの変異体のチャネル特
性（活性）を調べた。その結果、LOVドメイン
を付加した変異体ではリンカーの長さに応じ
た活性（開確率）の変化が観察されたが、PAC
を付加したものの活性はリンカーの長さに関
わらず活性状態は変化せず、常に開確率が高
い状態であった（下図）。 

次に、リンカーの長さが違うKcsAチャネル
とLOVドメインのキメラ変異体をさらに数個
作製し、K+輸送欠損大腸菌を用いて活性を評
価したところ、9アミノ酸残基以上のリンカー
を持つ変異体は高い活性を有すること、また、
35アミノ酸残基のリンカーを持つ変異体は青
色光照射下と比べて暗所で高い活性を示すと



いう光感受能を持つことが明らかになった。
今後は、これらの情報を基にさらにKcsAチャ
ネルを改変し、青色光照射時に高い活性を示
すキメラ変異体を作製する予定である。 
 
(2) KcsA チャネルの活性制御機構の解明-1 
KcsAチャネルの細胞内領域による活性制御

に最も重要なアミノ酸を同定した。以前の研
究により、細胞内領域の中性で負の電荷を持
つアミノ酸が刺激であるプロトン（pH）の感
受とそれによる活性制御に重要な役割を担っ
ていることを明らかにした。今回、細胞内領
域の負に荷電したアミノ酸のうち、E146の荷
電状態を中性化した変異体E146QではpHに関
わらず常に高い活性を示したことから、E146
の荷電状態がKcsAチャネルの活性に最も大き
な影響を与えていることを明らかにした（下
図）。今後は、光感受性蛋白質やドメインの構
造変化でE146の荷電状態を操作する仕掛けを
作り、KcsAチャネルに光感受能を付与する予
定である。 

 
(3) KcsA チャネルの活性制御機構の解明-2 
KcsAチャネルのプロトン感受に重要な細胞

内領域の荷電状態が、不活性化へ移行する速
さだけでなく、イオン選択性へも影響を与え
ることを明らかにした。KcsAチャネルの細胞
内領域の8つの負電荷のアミノ酸をすべて中
性化した変異体CPD-nと2つのアミノ酸を中性
化したE146QD149Nは不活性化が起こらない上、
K+選択性も低下した。一方、E146Qの特性は野
生型と変わらなかった。これらのことから、
D149の荷電状態が不活性化とイオン選択性に
大きな影響を与えていることがわかった。今
後は、光駆動性KcsAチャネルの作製では、D149
の荷電状態には影響を与えないように設計す
る予定である。 
 
(4) KcsA チャネルのイオン選択性の改変 
KcsAチャネルのイオン選択性フィルター部

位に3つの変異（ΔY78ΔG79 D80E）を導入し、
Ca2+ 感受性色素fura2 と脂質平面膜法を用い
てCa2+透過能を調べた。これらの変異は、以前
報告された他のK+チャネルのイオン選択性を
Ca2+透過性へ改変した変異と相同のものであ
る。Ca2+透過能測定の結果、変異体では、Ca2+

濃度依存的なCa2+ 感受性色素の蛍光特性の変
化と（下図）、Ca2+透過に依る電流が捉えらえ
た。これらのことから、3つの変異導入により、
KcsAチャネルをK+からCa2+透過性へ改変する
ことに成功した。今後は、作製された光駆動
性のKcsAチャネルに、これらの変異を導入し、
光駆動性Ca2+チャネルを創製する予定である。 
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