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研究成果の概要（和文）： 強力な細胞毒性を示す海綿由来のチャネル形成ペプチド・ポリセオ

ナミド B（pTB）のイオンチャネル特性を、人工脂質平面膜を用いて解析した。その結果、イオ

ン透過路には同時に 2つのイオンが入らないこと、ゲート開閉速度が著しく速く、膜電位依存

的であることがわかった。pTBでは、類似構造を持つグラミシジン A（gA）チャネルとは異なる

メカニズムでイオンが透過し、gAで見られるペプチドの会合・解離によるゲート開閉ではなく、

ペプチド内の構造変化が透過制御に関与していると推定される。 

 
研究成果の概要（英文）： In this study ion permeation mechanism of a highly cytotoxic 
peptide from a marine sponge, polytheonamide B (pTB), was evaluated by use of planer lipid 
bilayer. We found that the pTB channel had one-ion pore. This result indicates that the 
mechanism underlying the ion permeation is different from that of the gramicidin A (gA) 
channel although both channels have similar β-helical structure. In addition, we 
revealed that the pTB channel exhibited voltage-dependent gating and fast transition 
between open and closed state. We suggest that, different from gA channels, the changes 
in the intra-peptide structure govern the gating of the pTB channel. 
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１．研究開始当初の背景 

微生物や細菌が産生する非リボソームペ
プチドは生理活性や薬理学的特性を持つ分
子として自然界に広く存在する。良く知られ
た例として、グラミシジン類や医薬品として
利用されているバンコマイシン、シクロスポ
リンなどが挙げられる。海綿（Theonella sw
inhoei）から発見されたポリセオナミドＢ（p
olytheonamide B, pTB）も非リボソームペプ

チドの一種で、海綿に寄生する微生物によっ
て産生されるペプチドと考えられている。pT
B は非常に特徴的な分子構造を持つ。直鎖状
に連なる 48個のアミノ酸から構成されるが、
その中には多数の異常アミノ酸が含まれる。
さらにその配列においては、D、L 体のアミノ
酸（生体内のアミノ酸は全て L体）が交互に
並び、βへリックス（図 1）という特異な立
体構造を有することが明らかになっている。
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また、pTB は培養がん細胞に対して非常に強
い細胞毒性（IC50 値、約 70 pg/ml）を示す
ことが報告されており、薬理学的にも興味深
いペプチドである。 

これまで、pTBが脂質二重膜に容易に移行
して一価陽イオン選択性チャネルを形成す
ること（Iwamoto et al. FEBS Lett. 2010）
が明らかにされ、またそのイオンチャネルは
イオン流を制御するゲートを膜電位依存的
に開閉していること（Iwamoto et al. Bioph
ys. J. 2010）が示唆されている。一方、pTB
がどのように細胞膜に挿入され、膜中でのど
のような性質から強力な細胞毒性が示され
るのか、詳細な作用機序はいまだ明らかにな
っていない。 
 
 
２．研究の目的 

特異なβへリックス構造を持ち、強力な細
胞毒性を示すポリセオナミド B（pTB）が生体
膜に形成するイオンチャネルはどのような
特性を持つのか？また、僅か 48 アミノ酸か
ら成るペプチドがどのようにしてイオンの
流れを制御しているのか？本研究では pTBを
介する未知のイオン透過・制御機構を探求し、
その強力な細胞毒性の分子構造的根拠を明
らかにしたい。 
 
 
３．研究の方法 
（１）単一チャネル電流測定 

脂質平面膜法により単一 pTB チャネル電
流を測定した。目的濃度の CsClまたは KCl
水溶液 1.5 mL で満たした 2 つのチェンバー
間を、直径約 100 µm の小孔を１つ有する厚
さ 0.3 mmのテフロンシートで仕切った（図 2）。
その小孔に対し、20 mg/mL の濃度で n-decan
eに溶解した diphytanoyl-phosphatidylchol
ineをガラスピペットで吹き付け、脂質平面
膜を作成した。一方のチェンバーにエタノー
ルに溶解したポリセオナミド B（pTB）を少量
添加し、撹拌することで脂質平面膜に移行さ

せた。平面膜に挿入した pTB チャネルを流れ
るイオン電流は、両チェンバーに設置した
銀・塩化銀電極によって膜電位固定下で測定
した。 
 
（２）透過イオン種のモル分率効果（mole-f
raction effect）の検討 

一方のチェンバーは 3.0 M CsCl 水溶液で
満たし、もう一方には合計濃度を 3.0 Mに保
ったまま CsClと KClが混合した様々な溶液
で満たした（図 2）。pTBチャネル電流を様々
な膜電位下で測定し、電流がゼロとなる膜電
位（逆転電位）を解析し、Cs+のモル分率に対
してプロットした。 
 
 
４．研究成果 

pTBはβへリックスという特異な分子構
造を持つが、pTB 以外唯一のβへリックス
型チャネルには抗生物質として知られてい
るグラミシジンがある。グラミシジン A（g
A）チャネルのイオン透過機構に関する知見
は多く蓄積しており、これと比較すること
で pTBチャネル特有のイオン透過特性を明
らかにしようと試みた。 
 
（１）pTBチャネルのイオン透過機構 

イオン透過機構を考察する際の基本的
情報であるチャネル内イオン数を検討した。
イオン透過速度のイオン濃度依存性、およ
び様々なモル比で 2種イオンを混合した各
溶液条件でのイオン選択性の変化を単一チ
ャネル電流から解析した（図 2）。pTBチャ
ネルのコンダクタンスと Cs+濃度の関係を
Eadie-Hofstee プロットしたところ、明確
な直線関係が見られた。また、Cs+と K+の混
合溶液を用いて逆転電位のモル分率効果（m
ole-fraction effect）を解析したところ、
逆転電位と Cs+のモル分率の関係は、透過に
際して各イオンの独立を仮定している Goldm
ann-Hodgkin-Katz の理論曲線と良く一致し

 
 

図 1． pTB チャネルのβへリックス構造

（PDB;2RQO）。 

3 M CsCl[CsCl] + [KCl] = 3 M
 

図 2．モル分率効果（mole-fraction effect）

検討のための測定方法 



 

 

た。以上の結果はすべて、pTB チャネルは、
同時に複数のイオンは入らない単イオンポ
アであることを示している。全長が pTBチ
ャネルより短いにもかかわらず、gAチャネ
ルでは同時に 2つのイオンが入り得ること
から、両チャネル内イオン透過の背景に存
在するメカニズムは異なると考えられる。
この点に関し、離散状態マルコフモデルを
用いて実験データを解析したところ、イオ
ンが pTBチャネル内を透過する際にも、チ
ャネル内の 2つのイオン結合部位を介して
いることが示唆された。なぜ pTBではこれ
ら 2つの結合部位にイオンが同時に結合す
ることが無いのか、今後さらなる検討を加
える必要がある。 
 
（２）pTBチャネルのゲート開閉機構 

pTBチャネルの電位依存的なゲート開閉
特性について詳細に解析した。その結果、
開状態の寿命に電位依存性があり、特定の
方向の膜電場中で開構造が安定化すること
を明らかにした（図 3A）。さらに、開閉遷
移速度が gA チャネルと比較して著しく速
いことがわかり、pTB チャネルのゲート開
閉には、gAチャネルのようなペプチドの会
合・解離（図 3B・左）ではなく、ペプチド
内の構造変化が関与していると推定された
（図 3B・右）。この様なゲート開閉機構の

例は他に無く、今後具体的な分子機構を検
討していきたい。 
 
（３）まとめ 

本研究により、pTB のイオンチャネルとし
ての特異な性質が明らかになった。僅か 48
アミノ酸で構成される 1本のペプチド内でイ
オン透過のゲート制御も行っている点は非
常に興味深い。近年 pTBの全合成に成功した
との報告もあり、デバイスとしても注目され
始めている。よって、その基本原理解明が一
層必要となることが予想される。本研究成果
は pTBチャネル特性に関する現時点で最も先
進的な情報であり、これを基に今後さらに研
究を進めていきたい。 
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