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研究成果の概要（和文）：２量体として機能する電位依存性 H+チャネルの会合領域の結晶構造

を高解像度で決定することに成功した。電気生理学的機能解析を行うことにより、２量体間の

機能的連携や温度感受性を担う機能が会合領域にある事を明らかにした。会合領域に変異を導

入することで上記機能を自在に操る事に成功した。これらの知見は人工チャネルを設計する際

に応用が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：We analyzed the high-resolution crystal structure of the assembly 

domain of the voltage-gated H+ channel dimer.  Electrophysiological analysis revealed 

that the temperature-sensitivity of the channel and the functional cooperativity within 

the dimer are regulated by the assembly domain.  We also succeeded in modulating the 

channel function by mutating the assembly characteristic.  Our results shed light on the 

artificial ion channel design.   
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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、生体および

細胞内秩序を適切にかつダイナミックに調

節する重要な分子である。電位依存性プロト

ンチャネルは、好中球・マクロファージなど

に発現し細胞内プロトン濃度を調節し、免疫

システムに関わる重要な分子である。電位依

存性プロトンチャネルの研究はこれまで血

球細胞を用いた電気生理学的研究を中心に

行われてきたが、近年我々の研究室で cDNA

が単離されたことで分子レベルの研究が急

速に進展することが期待される。電位依存性

プロトンチャネル(VSOP)は、電位依存性イオ

ンチャネルの電位センサードメインに相同

性が高い膜 4 回貫通分子で、2 量体として機

能することが知られている。2 量体化を主に

担っているのは C 端細胞内領域のわずか 50

アミノ酸であった。2 次構造予測からその領

域は α-ヘリックス構造をとると予測され、

さらに繰り返し 7残基ユニット中に 3回 4回

おきに疎水性アミノ酸残基が出現するコイ

ルドコイル構造をとることが予測される。ま

た、その C 端細胞内領域の delation 変異は

ゲーティングのキネティクスが著しく変化

することが報告されており、コイルドコイル

と予測される領域はチャネル会合、ゲーティ

ング両方に対して重要な役割を果たすと考

えられる。 

本申請研究課題は、4 回膜貫通領域直後に

存在する 2 量体化に寄与する構造を決定し、

その構造情報をベースにした機能解析を行

いチャネルの会合とそれにリンクしたゲー

ティングのメカニズムを探る。また逆の視点

から2量体会合領域をタンパクレベルで人為

的に操作し、それに伴いチャネル活性の変化

する人工チャネルの作成を目指す。 

 

２．研究の目的 

(1)VSOP チャネル会合ドメインの X 線結晶構

造解析。 

(2)構造情報を基にして作成した変異体 VSOP

を使い電気生理学的機能解析、タンパク生化

学的解析を行う。タンパクの性質とチャネル

活性の相関を解析する。 

(3)VSOP の C端細胞内会合領域を熱、イオン

強度、pH、redox で性質の変化するコイルド

コイルに置換し、これら刺激で開くチャネル

をデザインすることを試みる。 

これまで行われてきた、イオンチャネルの

機能的側面を対象とした研究は、分子生物学

的手法と電気生理学的手法を組み合わせた

解析の範囲にとどまっている。原子レベルで

3 次元座標を明らかとする本研究課題は革新

的な展開である。本研究課題では、静止画に

すぎない結晶構造情報に、その 3次元座標を

基にした電気生理学的機能解析とタンパク

質生化学的解析を加え統合的に解析するこ

とで、「動的に機能する分子の姿に迫る！」。 

例えば、TRP チャネルのような熱や酸化還元

により開閉するイオンチャネルを人工的に

作ろうと考えたときに、完全にde novo でデ

ザインすることは難しい、未だ誰も為し得て

いない。本研究課題は実現可能な第一段階と

して既存の分子を利用した“ヘミ”人工イオ

ンチャンネル作成を試みる。 “電位依存性

チャネルの最小単位 ”(VSOP)と“タンパク

フォールディングにおける最小会合単位”

（コイルドコイル）を使って人工チャネルを



デザインする。最小のチャネルタンパクを用

いて行う今回の試みから得られる知見を応

用すれば、生体内のより複雑で大きなイオン

チャネルの開閉機構の普遍的な理解に迫る

ことが出来ると考えている。 

 

３．研究の方法 

本申請研究は VSOP チャネル会合ドメイン

のタンパクを発現、精製、結晶化し 3次元構

造を X線結晶構造解析で決定する。構造情報

を基にした変異を導入した会合ドメインタ

ンパク、および変異 VSOP チャネルの、生化

学的性質の解析・電気生理学的機能解析を行

い、両者の相関を解析する。また、VSOP の C

端細胞内領域を外的にコントロールできる

因子、温度、酸化還元(redox)、イオン強度、

pHで性質の変化するコイルドコイルに置換

したチャネルをデザインし、チャネル活性を

人工的にコントロールすることを試みる。 

 

４．研究成果 

H２１年度はマウスVSOP細胞内会合領域の

X 結晶構造を高解像度(1.45Å)で決定するこ

とに成功した。細胞内会合領域は 2量体並行

コイルドコイル構造を呈していた。細胞内領

域は2量体会合に寄与することを明らかとし

た。 

構造を基にした変異体を作成し電気生理

学的解析を行った。ゲーティング速度を調節

する機能を有することを明らかとした。タン

パク質生化学実験からコイルドコイル蛋白

の熱安定性は弱く体温付近で融解し、またそ

の融解温度は酸化還元による変化が観察さ

れた。H２２年度は、細胞内領域を温度閾値

の上昇したコイルドコイルに置換したチャ

ネルを作成し、温度閾値の上昇を電気生理学

的に観察し、人工的に活性をコントロール出

来るチャネルの作成に成功した。また、マウ

ス VSOP 細胞内会合領域を酸化及び還元状態

にて結晶を作成し構造決定することに成功

した。併せて生化学的性質の解析を行い、細

胞内会合領域は酸化還元に応答して会合安

定性が変化することを示した。また膜貫通領

域と細胞内領域をつなぐリンカー領域の二

次構造解析を行い、ヘリックス構造を呈する

ことを示した。電気生理学的機能解析から 2

量体に会合することでチャネルが協調して

ゲーティングしていることを示し、さらに変

異体チャネルを解析することでリンカー領

域の剛・柔軟性に対応してゲーティングの協

調度合いが変化することを示した。以上の解

析から、VSOP チャネルは膜貫通領域から細胞

内コイルドコイル領域までひとつながりの

ヘリックスとなっており、それ故、コイルド

コイルの会合安定性情報がゲートに伝達さ

れ、熱や酸化還元によるゲーティングの修飾

が起こることを明らかとした。 
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