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研究成果の概要（和文）：本研究ではイオンチャネルに発生する流動電位を高精度に測定する方

法を開発し，KcsA カリウムチャネルの流動電位を系統的に解析してチャネル内をイオンが透過

する際に伴う水分子数を明らかにした．また透過イオン種やイオン濃度によってチャネル内部

でのイオンと水分子の透過方法が変化することを実験的に証明した．それら結果を踏まえて従

来のイオン透過モデルに対して更なる解析を加え，濃度条件によって状態間遷移ルートが変化

する様子を可視化した直観的な透過モデルを提案した． 
 
研究成果の概要（英文）：In this study we succeeded in developing the improved method to 
measure the streaming potential that generates upon ion-selective permeation through ion 
channels. Extensive analysis of the streaming potential using KcsA potassium channel 
revealed that the number of water molecules accompanying with a permeating ion is 
modulated by ion species and its concentration. Based on the experimentally obtained 
water-ion coupling ratios, we presented here more dynamic and intuitive permeation model 
for the potassium channels than the conventional model. 
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１．研究開始当初の背景 

イオンチャネルタンパク質は細胞膜を介
するイオンの輸送を制御し，情報伝達や恒常
性の維持など重要な生理機能を担っている．
この際，イオンチャネルは細胞膜中の単なる
「穴」ではなく，多種イオンの中から特定の
イオンのみを効率良く透過させる「高効率フ
ィルター」として振舞う． 

イオンチャネルにおけるイオン選択的透

過機構は基礎医学分野における重要な研究
課題であり，様々な手法によってその過程を
捉える試みがなされてきた．例えば，イオン
チャネル１分子内でのイオンの流れを観測
する単一チャネル電流測定，そして結晶構造
解析によってイオンチャネル内部のイオン
分布を観測する方法などがある．しかし，各
手法で観測している現象には時間軸上の大
きな隔たりがあり，静的な結晶内イオン分布
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図１．GUV を用いた流動電位測定 

と動的な単一チャネル電流（＝僅か 10 pA で
も～108個／秒ものイオンの流れに相当）をど
の様に結びつけるのか，包括的な見解が未だ
得られていない． 

一方，現在提唱されているイオン透過機構
には着目すべき点がある．それはイオン透過
に際し，水がイオンに付随して透過する点で
ある．結晶構造解析によると，イオンチャネ
ル内の透過経路の幅はイオンや水分子の直
径程度であり，両者は１列に並んで透過する
と考えられている．この様な特殊な環境では，
透過経路両側の浸透圧差（＝水の駆動力）に
よってイオンチャネル内のイオンを押し流
す力が生じ，流動電位という起電力として観
測されることが予想される． 

流動電位を系統的に解析することでイオ
ンチャネル内を透過するイオンと水の比率
が得られる．これまでイオン透過機構を考え
る上でイオンの流れ（＝電流）のみに大きな
関心が寄せられてきたが，水分子の関与も考
慮することで，より包括的な理解に繋がる可
能性がある． 
 
 
２．研究の目的 

本研究では，高い選択性と透過効率を兼
ね備えるイオンチャネルタンパク質内のイ
オン透過機構の理解に向け，新しい観点に立
った実験的アプローチを試みる．具体的には，
イオンチャネル内透過経路においてイオン
と水分子の流れの共役が予想されている点
に着目し，実際にカリウムイオンチャネルで
共役によって生じる流動電位という起電力
を観測することで，これを実証する．また，
流動電位の系統的解析からイオンと水の透
過比率やその変化を解析し，よりダイナミッ
クで直観的なイオン透過モデルを提案した
い． 
 
 
３．研究の方法 
(1)イオンチャネルタンパク質の巨大一枚膜
リポソーム（GUV）への再構成 

本研究では構造生物学的な研究が最も進
んだイオンチャネル，KcsA カリウムチャネル
を研究対象とした．まず，精製チャネル試料
をアゾレクチンリポソームに再構成したプ
ロテオリポソーム（重量比；タンパク質：脂
質＝1：100）を透析法により調製した．次に，
プロテオリポソームをカバーガラス上に滴
下・乾固させ，室温で一晩かけて再水和させ
ることで直径数十 μm 程度の GUV（図１Ａ）
を得た． 

 
(2)流動電位測定 

KcsA チャネルを再構成した GUV に対して
パッチクランプ法を適用し，流動電位測定を
行った。流動電位は膜の両側に浸透圧差を与
えた際に生じるイオンチャネルの電気的特
性の変化から求めるが，従来法は定常状態で
測定を行うため，副反応による膜の電気特性
変化分を考慮し補正する必要があった．この
場合の副反応とは，浸透圧差に従って膜を横
断して水が流れ，膜の片側表面のイオン濃度
が希釈されることによる局所的なイオンの
濃度勾配の形成である．より正確な流動電位
を得るため，本研究では測定中に浸透圧を瞬
間的に変化させる手法を試みた．この浸透圧
ジャンプによる電気特性の経時変化を解析
し，浸透圧を変化させた直後の時間への内挿
により副反応が生じる前の変化分のみを抽
出した（図２左下）．本法ではピエゾ素子で
駆動する急速溶液置換装置を用い，溶液条件
を数 ms 以内に変化させることができた（図
１Ｂ，Ｃ）． 
 
 
４．研究成果 
(1)GUV を用いた流動電位測定法の開発 

本研究では先ず，巨大一枚膜リポソーム
（GUV）上に埋め込んだイオンチャネルに発
生する流動電位を観測する測定系を開発し
た．本法は細胞系での測定とは異なり精製し
たイオンチャネルを用いるため，内在性イオ
ンチャネル等の影響を考慮する必要が無い．
従って，発生する流動電位に対して一意的な
解釈が可能である．また，膜電位コマンドと
同期する急速溶液置換装置を備え（図１Ｂ，
Ｃ），浸透圧差印加後のイオンチャネル電流
の経時的な性質の変化を観測できるように
した． 
 
(2)カリウムチャネルに発生する流動電位の
観測 
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図３．溶液のイオン条件による水－イオン

透過比（ｎ）の変化 

図４．８状態イオン透過モデルとイオン濃

度による状態間遷移サイクルの変化 

図２．浸透圧ジャンプによる逆転電位のシ

フト，およびその経時変化データからの流

動電位の算出 

実際のイオンチャネルでの流動電位観測
を試みた．実験に用いた KcsA カリウムチャ
ネルは構造解析が最も進んだイオンチャネ
ルで，現在提唱されているイオン透過モデル
はこの構造データに基づいている．流動電位
の発生は，イオンチャネル電流がゼロとなる
電位（＝逆転電位；膜の両側のイオン活量が
同じであれば 0 mV）のシフトとして現れる．
GUV に組み込んだ KcsA チャネルに対し，膜の
両側に浸透圧差を与えたところ，その間逆転
電位が僅かにシフトした（図２）．逆転電位
のシフトは次式①に従って印加した浸透圧
差に比例することから，流動電位の発生を観
測したものと考えられる． 

（ΔΨ，流動電位；ΔΠ，浸透圧差；n，水

－イオン透過比；Vw，水のモル体積；z，価

電数；F，ファラデー定数） 

 
(3)イオン透過様式の変化 

流動電位の解析から水－イオン透過比（式
①のｎ）を求めることができる．この透過比
は，チャネル内をどの様にイオンが透過する
かを推察するに重要な指標である．本研究で
は様々なK+濃度下で発生する流動電位を解析
し，濃度依存的にｎが変化することを明らか
にした（図３）．K+ 200 mM 存在下では１つの
K+に対して H2O が 1.0 分子付随して透過する
（ｎ＝1.0）ことが分かった．この結果は，
K+と H2O が交互に並んでチャネル内を移動す
るという既存の透過モデルを支持するもの
であった．そして K+濃度を 3 mM まで下げる
と H2O が 2.2 分子（ｎ＝2.2）となり，透過イ
オンの濃度によって透過様式が変化するこ
とを明らかにした．また K+を Rb+に置換した
場合，200 mM 存在下でもｎ＝2.0 となった．
Rb+もカリウムチャネルを透過することは知

られていたが，K+とは異なる透過様式である
ことを明らかにした． 
 
(4)直観的なイオン透過モデルの構築 

結晶構造中のイオン分布や単一チャネル
電流データから構築されたイオン透過モデ
ル（８状態透過モデル，図４Ａ）に今回の実
験結果を加味し，実際の透過ではどの状態を
どのように遷移しているのか解析・可視化を
試みた．この際，８状態透過モデル上の任意
の状態から別の状態へ次々に遷移し再び元
の状態に戻るルートをサイクルと呼び，サイ
クルが完結する速度をサイクルフラックス
とした．８状態透過モデルには様々なサイク
ルが存在し，水－イオン透過比や単一チャネ
ル電流は各サイクル固有の透過比やサイク
ルフラックスの加重平均となる．この関係を
利用して各サイクルの寄与率を求め，イオン
濃度条件によって透過に利用する状態遷移
ルートが変化する様子を可視化することが
できた（図４Ｂ）． 
 



(5)まとめ 
以上，本研究では KcsA カリウムチャネル

に発生する流動電位の系統的解析により，チ
ャネル内をイオンが透過する際に伴う水分
子の数（ｎ）を明らかにした．透過イオン濃
度やイオン種によるｎの明らかな変化は，チ
ャネル内部での透過イオンと水分子の配位
の変化，つまり透過機構の変化を示唆する．
この実験結果を踏まえ，既存の透過モデルに
対してサイクルフラックスの概念を導入し
た解析を試みた．イオン濃度条件ごとに使用
する状態間遷移ルートが変化していく様子
が可視化され，イオン透過がより直観的に表
現された透過モデルを提案した． 
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