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研究成果の概要（和文）： 
電位依存性イオンチャネルは、膜電位を感受する電位センサードメイン（VSD）とイオン
透過路を有するポアドメイン（PD）からなる。本研究では、VSD 中の 2 残基をシステイ
ン（Cys）に置換した変異体を用いて、どの部位の Cys 同士間にジスルフィド(SS)結合が
形成されるかを調べ、膜電位依存的な VSD の構造変化様式を明らかにした。また、VSD
と、阻害毒素との結合様式を NMR により明らかにし、毒素が VSD に作用し PD におけ
る電流を阻害する機構を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Voltage-dependent ion channels consist of a voltage-sensor domain (VSD) and a pore 
domain possessing the ion permeation pathway. This study demonstrated how VSD 
changes its conformation in a voltage-dependent manner, by a disulfide-locking 
method using a series of double cysteine mutants. In addition, the binding mode 
between VSD and its inhibiting toxin, analyzed by NMR, revealed the inhibition 
mechanism of the toxin. 
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１．研究開始当初の背景 
電位依存性イオンチャネルは、膜にかかる

電位勾配に応じてイオン透過路を開閉させ、
膜内外のイオン濃度差に従って受動的にイ
オンを透過させる蛋白質である。活動電位、
ホルモンや神経伝達物質の分泌、心臓の拍動、
卵細胞への複数の精子の受精阻害など、その

生理機能は多岐にわたり、生命の維持に重要
な役割を果たしている。 
電位依存性カリウムチャネル(Kv)は、電気

生理学的機能解析に加え、Mackinnon らによ
る KvAP、Kv1.2 などの結晶構造解析（Jiang 
et al. N ature 2003; Long et al. Science 
2005, etc）や、Perozo らの電子スピン共鳴
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(ESR) 研究(Perozo et al. Science 1999)など、
最も構造・機能研究が進んでいるイオンチャ
ネルである。Kv は四量体として機能ユニッ
トを構成しており、各サブユニットは電位セ
ンサードメイン(VSD)と、イオン透過路を形
成するポアドメイン(PD)からなる。いずれも
静止膜電位において閉状態にあり、脱分極刺
激によりVSDが構造変化を起こしそれがPD
に伝わり開口する。したがって、チャネル開
閉制御機構を解明することは、電位変化によ
る VSD の構造変化から PD の開口への構造
メカニズムを明らかにすることに他ならず、
生物学的に非常に重要である。 

VSD については、これまでに、部位特異的
変異体を用いた電気生理学的研究などによ
り、VSD 中の 4 本の膜貫通ヘリックス
（S1-S4）のうち、S4 が電位センサーである
ことが明らかにされている。しかし、チャネ
ルの gating に必要な S4 あるいは VSD 全体
の構造変化については、いくつかのモデルが
提唱されているものの解明には至っていな
い。特に、電位がかかった状態(閉状態)にお 
ける Kv の構造は未解明である。 
一方、VSD に結合し Kv を阻害する gating 

modifier toxin を用いることにより、VSD な
らびに Kv を不活性化状態に移行させること
ができる。Gating modifier toxin は一旦生体
膜に分配してから VSD と結合することが知
られており、このような相互作用系には、試
料調製法としての BPL、分子間相互作用の 
解析法としての TCS、ASCS など、我々独自
の手法によってはじめて解析可能となる。さ
らに、最新の NMR 手法として、メチル
TROSY 法による巨大蛋白質の NMR シグナ
ルの直接観測、および NMR 緩和解析にもと
づくマイクロ秒～ミリ秒オーダーの運動性
解析法(Korzhnev et al. J. Am .Chem .Soc., 
2004)が報告され、これら最新の手法を、前
述の我々独自の手法に取り入れることで、こ
れまで単一の状態の snapshot としての結晶
構造に、分子各部位の運動性・構造変化の情
報を加えることができ、Kv 開閉の動的な構
造メカニズムを解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、電位依存性カリウムイオンチ
ャネルを解析対象として、gating に伴う
VSD および PD の構造変化・ダイナミクス
を NMR により明らかにし、イオンチャネ
ル開閉機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、電位依存性カリウムチャネル

およびそれを阻害する毒素を、NMR で観
測可能な安定同位体で標識し、各種 NMR
手法により、VSD と毒素との相互作用様式
を明らかにした。 

VSD の膜電位依存的な構造変化を解析
するために、S1 および S4 に 1 残基ずつの
Cysを導入した double Cys mutantを作製
し、これらの残基間で S-S 結合が形成され
たかどうかを、SDS-PAGE におけるバンド
の移動度、および、遊離の SH 基の修飾に
より調べた。 
 
４．研究成果 
 VSD と、VSD に結合しチャネルを阻害
する毒素との分子認識様式を解明した。ま
ず、結合親和性を、等温滴定型熱量計を用
いて明らかにした。また、各種三重共鳴実
験により毒素の主鎖 NMR シグナルの連鎖
帰属を行った。均一 2H,15N 標識を施した
毒素に対する、界面活性剤および VSD 添
加時の NMR スペクトル変化、および、交
差飽和法の解析を行った。その結果、毒素
のどの残基が、界面活性剤中のアシル基お
よび VSD と相互作用しているかを同定す
ることに成功した。また、毒素が結合した
際の VSD の構造変化部位は、毒素結合部
位近傍に限られていることから、毒素が電
位のかかっていない脱分極時の VSD と選
択的に結合することが示唆された。さらに、
アミノ酸選択的交差飽和法により、VSD と
毒素の相互作用残基対を同定し、両者の複
合体モデルの構築に成功した。VSD に結合
する毒素の結合部位は、これまでに変異体
を用いた解析により同定されたにすぎなか
ったが、今回、これらの分子認識の構造基
盤が得られた。また、今回用いた界面活性
剤のアシル基は、脂質二重膜中のものと類
似している。交差飽和法によって、脂質と
の相互作用と、VSD との相互作用が観測さ
れたことは、毒素が脂質二重膜中に分配し
た状態で VSD と結合するといった脂質二
重膜中のタンパク質-タンパク質相互作用
を反映していると想定できる。 
また、DM ミセル中で、還元剤あるいは

酸化剤を添加した試料を SDS-PAGE 解析
したところ、酸化後では還元後よりも移動
度の小さなバンドが観測され、質量分析に
より、これらの Cys は修飾を受けない、す
なわち分子内 S-S 結合を形成した分子種で
あることが判明した。 
各変異体について、膜電位の有無による

分子内 S-S 結合形成能の違いを評価した。
その結果、形成電位 0 mV のときに S-S 結
合が形成された変異体、形成電位 188 mV
のときにのみ S-S 結合が形成された変異体、
形成電位によらず S-S 結合が形成されない
変異体の同定に成功した。これらの結果か
ら、静止膜電位が形成されている際には脱
分極時に比べ、VSD 中の 4 番目のヘリック
スが 180 度軸回転し、15Å 細胞内側にシフ
トしていることが明らかとなった。このこ



 

 

とは、静止膜電位存在下での近接残基対を
蛋白質レベルで直接示した初めての例であ
る。       
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