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研究成果の概要（和文）：細胞膜で働くイオンチャネルタンパク質が細胞膜脂質の影響をどの様に受けているの
か、代表的イオンチャネル（KcsAカリウムチャネル）を使って調べた。膜脂質を厳密に制御するために独自の人
工細胞膜実験技術を応用し、膜脂質組成の瞬時変更がイオンチャネル活性に及ぼす影響を解析できる実験方法を
開発した。これを利用し、コレステロールがKcsAチャネル開閉に影響を及ぼす現象を発見した。また、それが直
接の作用ではなく膜張力の変化を介する作用であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effects of membrane lipids on the function of
 a prototypical ion channel, the KcsA potassium channel. We developed a methodology for the 
instantaneous exchange of the lipid composition of the lipid bilayer (membrane perfusion) based on 
our original lipid bilayer technique, the CBB method. Using the membrane perfusion, we found for the
 first time that cholesterol affected the open-close behavior of the KcsA channel. We revealed that 
the cholesterol effect originated from indirect action of cholesterol, i.e., reduction of the 
membrane tension.

研究分野：生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜は細胞内外を区切る隔壁としてだけではなく、細胞膜に組み込まれたタンパク質の働きを調節する役割も
併せ持つことが明らかになってきている。それがどの様なメカニズムによるものなのか、未だ全体像が捉えられ
ていない。本研究では膜コレステロールによる調節メカニズムの一端を、代表的な膜タンパク質・イオンチャネ
ルを使って明らかにすることができた。膜タンパク質は医薬品の作用標的、あるいは、生体センサー素子として
注目されているが、本研究成果はその調節メカニズムと関連するものであり、学術的な観点だけではなく創薬や
産業への応用も期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）イオンチャネル機能と細胞膜脂質 

 イオンチャネルの基本的機能は、イオンが受動拡散できるポア（孔）を細胞膜に形成するとい
う単純なものであるが、神経細胞での活動電位発生や神経伝達物質放出、筋収縮、ホルモン分泌
など、数々の重要な生理現象の引き金となっている。これは、チャネルがポアを必要に応じて開
閉（ゲーティング）する仕組みを備えているためで、ゲーティング制御こそがチャネル機能の本
質的要素と言える。実際、電位・リガンド・機械刺激依存性チャネル等、開閉制御因子の違いで
多種多様なチャネルが存在する。また、これら絶対的な制御因子に加え、膜を構成する脂質類が
チャネルの活性を調節する補助因子として働くことがわかってきた（膜脂質効果）。膜脂質組成
は細胞種や内・外葉で異なるほか、ラフト仮説のように膜局所においても過渡的に変化するなど、
時・空間的に不均一であると考えられている。よってイオンチャネル活性も、脂質種の偏在・変
動により緻密に調節されている可能性が考えられる。それでは、脂質がチャネル分子にどの様に
作用し活性を調節し得るのだろうか？チャネル‐脂質相互作用から脂質効果発現に至る過程は
生物物理学的観点からの興味が尽きない。一方、現在明らかになっているのは各チャネルに影響
を及ぼす脂質種、といった定性的な側面ばかりで、脂質効果の背景に存在する分子機序の理解に
は至っていない。これは、細胞膜脂質組成を厳密に制御した環境で各種実験を行うことの難しさ
故の現状である。 

 

（２）研究着想までの経緯 

  KcsA カリウムチャネルの活性
に陰イオン性リン脂質依存性があ
ることは定性的に知られていた。研
究代表者は、脂質組成を完全に制御
した人工脂質二重膜で単一 KcsA

チャネル電流解析を行い、脂質結合
部位や結合による構造変化への影
響など、分子機序解明に繋がる重要
な手掛かりを得ていた。また、更な
る研究推進のためには膜脂質組成
の時間軸上での制御も必要と考え、
それが原理的に可能な独自の人工
膜実験技術（CBB法、図 1）を確立
させた（H25～27基盤 C）。よって、
膜脂質効果を定量的・速度論的に捉
えるための準備は整い、本研究の着
想に至った。 

 

 

２．研究の目的 

 イオンチャネルの開閉は一般に膜電位やリガンド等によって制御されるが、細胞膜脂質も開
閉制御を調節することがわかってきた。しかし、細胞膜脂質組成の厳密な制御下での実験の難し
さから、膜脂質効果の定量的側面や背景に存在する分子基盤の理解には至っていない。本研究で
は、膜脂質組成の定常的および時間依存的制御が可能な独自の人工膜実験技術を駆使し、代表的
イオンチャネル（KcsAカリウムチャネル）の開閉に対する膜脂質効果を１分子レベルで解析す
る。チャネル分子内の脂質作用点のみならず、効果発現に至る分子機序や速度論的パラメータを
明らかにすることで、膜脂質効果の体系的理解を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 先行研究成果の CBB法（図 1）を基盤実験技術とし、以下の研究を計画した。 

 

（１）脂質二重膜組成の瞬時変更実験の最適な条件・手順の確立： 既に予備実験は行っている
が、実際にどの程度の膜組成変更を行えるのか、手法の具体的な適用範囲などを検討する。 

 

（２）様々な膜脂質組成条件下での KcsAチャネルの単一チャネル電流解析および膜脂質効果の
評価： 上述の手法を応用し、KcsAチャネルのゲート開閉挙動などを変化させ得る膜脂質条件
を見つける。 

 

（３）膜脂質効果の作用メカニズム検討： 明らかになった KcsAチャネルに対する脂質の作用
が直接的な作用なのか、あるいは膜物性変化による間接的な作用なのかを検討する。直接作用の
場合はチャネルへの作用部位、間接作用の場合は具体的な膜物性変化を明らかにし、膜脂質効果
の分子メカニズム解明を目指す。 

 

 

図 1．本研究の基盤実験技術 Contact Bubble Bilayer 

（CBB）法の概要 



 

４．研究成果 

（１）CBB法を応用した膜脂質組成の瞬時変更法
の確立 

 CBB法で形成される脂質二重膜は、内部の疎水
性領域が膜の末端で開放されている特徴がある。
この点に着目し、脂質などの疎水性物質を開放部
から膜内部に直接灌流する方法を試みた（図 2）。
実際に開放部に向けてコレステロールを灌流した
ところ、それが瞬時に脂質二重膜に組み込まれる
ことが確認できた。また脂質のみならず、細胞膜
に作用する疎水性の高い抗生物質も同様の投与法
で膜に組み込むことができた。今回開発した「膜
灌流」による膜実験法は、膜脂質組成の動的側面
とその生理的意義の解明、さらには、細胞膜に作
用する様々な内・外因性化合物の作用メカニズム
へのアプローチといった研究への応用が期待できる。 

 

（２）KcsAチャネル開閉に対するコレステロールの影響解明 

 開発した膜灌流実験により、KcsAチャネルを含む脂質二重膜にコレステロールを瞬時投与す
るとチャネルが閉塞する現象を発見し（図 3）、そのメカニズム解明に向けて研究を発展させた。
その結果、コレステロールに限らず様々な膜ステロール類が濃度依存的に同様の効果を示すこ
と、いずれの膜ステロール類も濃度依存的に膜張力を減少させる効果があることが明らかにな
ったことから、ステロールによるチャネルの閉塞は、膜張力の変化を介した間接的な効果である
可能性が浮上した。これを証明するため、KcsAチャネルを酸性 pHで活性化させ、CBB法で膜
張力を直接操作してチャネル開確率への影響を調べた。その結果、膜張力の減少によって開確率
が低下することがわかった（図 4）。また、KcsAチャネルが活性化しない中性 pH下では、膜張
力を増大させてもチャネルの活性化は観測されなかった。以上の結果から、KcsAチャネルの開
確率（活性）は第 1 に酸性 pH（水素イオン）、第 2 に細胞膜
張力で制御されていることが明らかになった（図 5）。 

 

（３）KcsAチャネルの膜張力感知メカニズム解明に向けた取り組み 

 膜張力感知メカニズム解明に向け、チャネル分子内の膜張力感知部位特定を試みた。脂質二重

膜の各リーフレットごとに張力変化を与え単一チャネル電流測定を行った。脂質二重膜の非対

称張力操作は CBB 法の特徴である。現時点での予備実験結果からは、KcsA チャネルのゲート

開閉挙動は細胞質側リーフレットの

張力に依存することが示唆された。今

後データ数を増やして再現性を確認

するとともに、膜張力感知部位をアミ

ノ酸レベルで特定する必要がある。部

位特定には、脂質との接点として予想

されるトリプトファン残基をターゲ

ットとした変異体チャネルを作製し、

膜張力に対する感受性を解析する。

KcsA チャネルは典型的カリウムチャ

ネルであることから、膜張力感受性は

カリウムチャネルに本来備わる性質

である可能性が高い。その仕組みを応

用し、チャネル活性制御の新様式を確

立したい。 

 

図 2．CBB法での「膜灌流」実験 

 

図 3．KcsAの単一チャネル電流に対するコレステロール

灌流の効果 

 

図4．膜張力とチャネル活性

の関係 

 

図 5．KcsAチャネル開閉に対する膜脂質効果 
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