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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(VGIC)は、神経伝達や心臓の拍動を担う膜タンパク質で
ある。VGICは一般に、膜電位依存的にイオン透過ゲートを開閉し、特定のイオンを膜透過させることで膜電位を
制御する。しかし、膜電位依存的なゲート開閉機構は未解明であった。そこで本研究では、解析が困難であった
膜電位存在下での構造を化学修飾により安定化する手法を確立し、その機能構造を原子レベルで明らかにするこ
とを目的とした。
　本研究では、電位依存性K+チャネルKvAPの各機能構造をSS結合で安定化した変異体の調製に成功した。これら
の試料の大量調製法を確立し、電顕での立体構造解析および電気生理学的な性状解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Voltage-gated ion channels (VGICs) are membrane proteins that play important
 roles in neurotransmission, heart beats, and so on. VGICs have ion-permeation pore with a gate, 
which opens and closes in response to membrane potential. VGICs regulates membrane potential, by 
permeate particular ions at appropriate amounts through conformational transitions. However, 
underlying structural mechanism remained elusive. This study aims to elucidate the structural 
mechanism by analyzing the resting structure, which emerges at the resting membrane potential, by 
establishing the methods to stabilize the resting state without membrane potential.
Here, we established a method to stabilize the resting structure by SS-bond linkage of two Cys 
residues that are introduced by mutagenesis. We analyzed structures of a SS-linked VGIC by electron 
microscope and characterized its electrophysiological properties.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 電位依存性イオンチャネル　機能構造　構造生物学　動作メカニズム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、VGICが電位依存的な機能を発現する際の構造変化の途中段階を、SS結合で安定化する手法を確立
した。これにより、膜電位存在下に一過的に出現する構造についても電子顕微鏡での立体構造解析が可能となっ
た。VGICは、心疾患をはじめとする様々な疾病の治療薬の標的となりうる。したがって、この手法を活用するこ
とにより、膜電位存在下で一過的に生じる構造と薬物の相互作用解析が可能となり、革新的な創薬が可能とな
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、研究者個人に帰属します。
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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(voltage-gated ion channel, VGIC)は、膜電位に応じた特定イオ

ンの膜透過を通じて膜電位を制御し、神経伝達や心臓の拍動を担う膜タンパク質であり、創薬の
標的としても重要である。VGIC は一般に電位感受ドメイン（voltage-sensing domain, VSD）と、
ポアドメイン（PD）からなり、4 分子が PD において 4 量体を組むことにより、その中央にイオ
ン透過路を形成する。イオン透過路の細胞内側にはイオン透過を阻むゲートが存在する。これま
での先行研究より、VGIC は VSD の 4 番目のヘリックス（S4）が膜電位依存的に構造変化を起こ
し、これがきっ
かけとなって PD
のゲートを開か
せることが分か
っている。この
ような膜電位依
存的な構造変化
の結果、VGIC は
ゲートが閉じた
「静止構造」、ゲ
ートが開いた
「透過性構造」、
ゲートは開いて
いるがイオンを
透過しない「不透過性構造」といった機能構造の間を遷移することにより、特定のイオンを適切
な量だけ膜透過させることで膜電位を適切に制御する（図 1）。しかしながら、これまでに複数
の機能構造が原子分解能で明らかになった VGIC はなく、膜電位のかかった静止構造や一過的に
しか存在しない構造、および、機能構造間の遷移メカニズムは未解明であった。 
我々は、これまでに典

型的な VGIC である古細
菌由来の KvAP から単離
した VSD を解析対象と
し、SS-locking 法により
「静止構造」において近
接するヘリックス S1 と
S4 の残基対を同定した
(図 2、Nozaki et al, 
Sci. Rep. 2016) 。この
手法を KvAP 全長におけ
る VSD に適用することに
より、KvAP 全長の機能構
造を安定化することが可
能であるのではないかと
考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、化学修飾により未解明である機能構造を安定化する手法を確立し、その立体構造

を X 線結晶構造解析あるいはクライオ電子顕微鏡により原子レベルで明らかにするとともに、
NMR によりそれらの間の構造遷移を解析することにより、VGIC の動作メカニズムを解明する
ことを目的とした。 
本研究では、解析対象とした KvAP の VSD の 2 つのヘリックス S1 と S4 に 1 か所ずつ Cys 変異

を導入し、SS 結合を形成させることで KvAP の構造を固定する。変異導入部位を変えることで、
KvAP の静止構造および透過性構造、不透過性構造に至る各中間状態の構造を、膜電位非存在下
において安定化させる。これら構造固定サンプルをクライオ電顕解析により立体構造を明らか
にすることで、VSD の S4 ヘリックスの電位依存的な構造変化がどのように PD へと伝播しイオン
透過孔が開閉するのかを動的に可視化することができるのではないかと考えた。 
 
 
３．研究の方法 
解析対象として、典型的な VGIC である KVのプロトタイプであり電気生理解析の進んでいる古

細菌由来の KvAP を選択した。 

 
図 1 VGIC の機能構造とそれらの間の遷移 

 

図 2 KvAP-VSD の機能構造の安定化 



まず、ヒスチジンタグを融合させた全長 KvAP を大腸菌で発現し、界面活性剤で可溶化した上
で各種クロマトグラフィーにより SDS-PAGE で単一バンドになるまで精製した。 
得られた KvAP を脂質平面膜に再構成して電気生理学的な性状解析を行い、先行報告通りの膜

電位依存的な電流を観測した。また、同じ試料をナノディスクに再構成し、クライオ電子顕微鏡
で撮像、解析することにより、野生型 KvAP の立体構造解析を行った。 
KvAP の S1 と S4 にそれぞれ 1残基ずつ Cys 変異を導入した、計 25 種類のダブル Cys 変異体を

作成した。これらの変異体について、酸化剤処理により Cys 残基間にジスルフィド(SS)結合の形
成を促し、実際に形成されているかどうかを遊離の SH 基を認識するマレイミド化ポリエチレン
グリコール(Mal-PEG)の修飾がなされるかどうかで判定した。 
SS 結合の形成が確認できた変異体について、野生型と同様に、電気生理学的な機能解析を行

うとともに、クライオ電子顕微鏡での構造解析を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 界面活性剤で可溶化した状態で精製した野生型 KvAP について、クライオ電子顕微鏡で構造解
析を行ったところ、4 量体を形成していることが明確に確認できた。粒子数 4万のイメージから
initial map を作ったところ、膜貫通ヘリックスの大まかな配向は見て取れるが、VSD について
は明確の密度が得られなかった。その原因として、界面活性剤ミセル内での KvAP 分子の動きが
大きく VSD の配向が定まっていないことが示唆された。 
 そこで、界面活性剤中で精製した KvAP を、脂質二重膜のナノ粒子であるナノディスク中に再
構成して電子顕微鏡での観測を行った。その結果、三次元再構成マップにおいて 4回対称の構造
が得られ、VSD も明確に観測された。2000 枚撮影し、10 万粒子から再構成して分解能は～5 Åで
あった。SS-locking により KvAP の構造揺らぎを抑制することにより高分解能化ができるのでは
ないかと期待して、ダブル Cys 変異体の解析を進めることとした。 
  
 これまでの先行研究
により、電顕構造が明
らかにされている KvAP
の透過性構造において
は、VSD の S4 が S1 と近
接しており、機能発現
時にはこのS4が膜電位
依存的に細胞内側と細
胞外側との間で位置を
シフトすることが知ら
れている。この S4 が電
位依存的にシフトした
状態をSS結合で安定化
するため、Cys 導入残基
として、S1 のアミノ酸
残基のうちS4側に向い
ている 5残基、および、
S4上でと近接したI130
を中心とした前後 2 残基ずつの 5 残基を選択した（図 3）。これらの S1 および S4 上の候補残基
から 1 残基ずつ Cys に置換すると 5×5 = 25 通りの組み合わせとなる。そこで、この 25 種類の
ダブル Cys 変異体を調製した。 
 これらの各変異体に酸化剤であるCu2∔とo-phenanthroline の錯体を作用させ、SS結合を促し、
未反応の Cys の SH 基を、Mal-PEG と反応させることにより、SDS-PAGE の分子量シフトから未反
応の Cys の割合、および SS 結合を形成した Cys の割合を評価した。その結果、SS 結合の形成
は、S1 上のすべての候補残基に対して 1 個ないしは 2 個の変異体に観測された。したがって、
S4 の位置が様々にシフトし固定化された KvAP 変異体の調製に成功したと結論した。これらのう
ち、発現量が低かった 1変異体を除いた 5変異体を、引き続く解析に用いることとした。 
 現在、これらの変異体をナノディスクに再構成した試料を調製し、クライオ電顕による立体構
造解析に取り組んでいる。複数の変異体について、低分解能ながら立体構造が得られており、い
ずれもゲートが開いた構造であった。同時に、構造と活性の関係を明らかにすべく、各変異体の
電気生理解析による性状解析を進めている。 
  
 

 

図 3 KvAP-VSD の S1, S4 における Cys 導入残基 
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