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研究成果の概要（和文）：探針走査型高速AFMと電気生理の同時計測系を開発し、チャネルのナノ構造と機能を
観察する計画であったが、作製した探針走査型高速AFMが安定動作しなかった。よって方針を変更し、探針走査
型高速AFMを、動作が安定な試料走査型高速AFMへ作り替えた。脂質膜中の電位依存性Na+チャネルを試料走査型
高速AFMで計測すると、４つの粒子が四角に集合したポアドメイン(PD)の構造が観察された。その周囲にはより
小さな粒子が密着しており、これは電位センサードメイン(VSD)と考えられる。電位依存性を変化させた変異体
ではVSDらしき粒子がPDから解離しており、電位依存性に関連した分子内モチーフの会合・解離を発見した。

研究成果の概要（英文）：The plan was to develop a simultaneous tip-scanning high-speed AFM and 
electrophysiology measurement system to observe the nanostructure and function of channels, but the 
fabricated tip-scanning high-speed AFM did not work stably. Therefore, we changed our plan and 
replaced the tip-scanning high-speed AFM with a sample-scanning high-speed AFM with stable 
operation. When the voltage-gated Na+ channels in lipid membranes were measured with the 
sample-scanning high-speed AFM, a pore domain (PD) structure was observed, in which four particles 
were assembled in a square shape. Surrounding them are smaller particles closely packed, which are 
considered to be voltage sensor domains (VSDs). In mutants with altered voltage dependence, VSD-like
 particles dissociate from the PD, revealing an association and dissociation of intramolecular 
motifs related to voltage dependence.

研究分野：生物物理学

キーワード： イオンチャネル　高速原子間力顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
電位依存性チャネルは生理機能の維持に欠かせない重要な分子群であるが、その電位依存的な開閉の際の構造変
化は不明点が多い。本研究は脂質膜中における電位センサードメインとポアドメインの位置関係を一分子レベル
で直接観察した初の結果であり、電位依存的開閉機構の完全解明に向けて重要な知見となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

様々な生理現象を司る生体内の電気信号は、細胞膜中に存在する膜タンパク質であるイ

オンチャネルにより制御されている。イオンチャネルはイオンを通過させる通り道（ポア）

を有しており、チャネルが刺激に応じてポアを開閉させるチャネルの構造変化により、細胞

の膜電位が制御されている。チャネルの構造および構造変化が機能を生み出していること

は明白だが、膜中でのチャネルの構造変化を捉える方法は限定的である。原子間力顕微鏡

(AFM)は、鋭く尖った微小な探針で試料表面をなぞり、探針－試料間に働く原子間力を検知

して、試料表面の凹凸構造を描画する顕微鏡である。常温・常圧・水溶液中での高分解観察

（水平~1 nm, 垂直~0.1 nm）が可能であり、近年では生体分子の構造観察に適用されている。

申請者らは近年、膜に再構成したカリウムチャネル KcsAを開閉各条件下で AFM観察し、

KcsAチャネルのホモ 4量体構造および中心のポアの可視化に成功した(Sumino, A. et al., Sci. 

Rep. 2013, 3, 1063.)。さらに興味深いことに、KcsAは閉状態で互いに集合し、開状態では離

散するという、チャネル開閉と連動した膜中集合・離散現象を発見した。 (Sumino, A. et al., 

J. Phys. Chem. Lett. 2014, 5, 578–584. ACS Live Slides掲載)。しかし、このようなイオンチャネ

ルの集合・離散状態やそのダイナミクスがチャネル機能との関連は不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、チャネルの開閉と連動した集合離散現象とチャネル機能との関連を分子レ

ベルで明らかにするため、高速原子間力顕微鏡と電気生理の同時計測システムを開発する。

構築したシステムを用いて、膜電位依存性カリウムチャネルの電位依存的開閉ダイナミク

スや協同性を直接観察し、さらにチャネルの集合離散動態とイオン透過機能との動的相関

を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

探針走査型高速 AFMと電気生理の同時計測チェンバーを構築し、電位制御やチャネル電

流の測定を行いながら、高速 AFMでチャネルのナノ構造ダイナミクスを観察することを計

画した。2017-2019 年度は探針走査型高速 AFM を作製し、その試料ステージ上で電気生理

計測系を立ち上げた。ノイズ対策などによって電気生理計測環境は単一チャネル電流が計

測できるレベルに整ったが、作製した探針走査型高速 AFMの光学系が不安定で、安定動作

に至らなかった。そのため当初の方針を変更し、探針走査型高速 AFMを解体して、より動

作が安定な試料走査型高速 AFMへ作り替えた。まずは電位依存性チャネルの構造を鮮明に

可視化することを目標に、試料走査型高速 AFMによって脂質膜に再構成した電位依存性ナ

トリウムチャネルの表面形状を計測した。 

 

４．研究成果 

電位依存性チャネルの NavAbを試料として用いた。NavAbはホモ 4量体を形成し、4つの

ポアドメインが集まった中心にイオンの透過路を有する。電位センサードメインは、ポアド

メインを取り囲むように密着して配置されている様子が構造解析によって明らかになって

いる。しかし、結晶構造解析や電子顕微鏡の単粒子解析では膜タンパク質が十分な量の膜脂

質中に存在しているとはいえず、観測も液体窒素温度で脂質膜の流動性が失われている。そ



のため、より生理的な環境においても電位依存性チャネルのポアドメインと電位センサー

ドメインが密着しているかは不明であった。本研究では、NavAbを試料走査型高速 AFMの

基板上で脂質膜に再構成し、ナノ構造を観察した。すると、４つの粒子が四角に集合した様

子が観察され、隣接する粒子間の距離が約 3.5 nmであったことから、この構造はポアドメ

インに相当する。また、ポアドメインの周囲にはより小さな粒子が密着しており、これは電

位センサードメインの細胞外ループと考えられる。興味深いことに、電位依存性を変化させ

た変異体では電位センサーらしき粒子がポアドメインから解離しており、電位依存性に関

連した分子内モチーフの会合・解離を発見した。当初予定していた分子間の集合・離散とそ

のチャネル機能との関連は解明できなかったが、これまで AFMで可視化されたことのない

微小な電位センサーを高速 AFMで捉えたことと、チャネル機能と関連した分子内モチーフ

の会合・解離を発見したことは重要な進歩である。 
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