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研究成果の概要（和文）： 
 K チャネルの共通部分のみを持つチャネルを対象とした。KcsA チャネル 1 分子電流記録か
ら、酸性 pH でほぼ 100％の開口率であり、pKa5.2、Hill 係数 2.2 であった。さらに、
pH4.0,5.25,5.5の開時間と閉時間を解析した。開時間は1成分あり、pHによる変化はなかった。

閉時間は 3 成分あり、pH が高くなるにつれて遅い成分が増えた。次に、揮発性麻酔薬を用い
た脂質平面膜法の確立を試みた。脂質平面膜に K チャネルを埋め込み、電流記録を行った後、
アクリル板で完全に密閉できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We prepared E71A mutant of KcsA channel. Channels were reconstruct into the 
planar lipid bilayer membrane and single-channel current were recorded. The Popen 
was plotted against pH and was fitted with the Hill equation, yielding a pKa of 5.2 and 
nH = 2.2. Open and closed dwell-time distributions of the E71A mutant at various pH 
conditions. Data were obtained at pH 4.0, pH 5.0, and pH 5.5 for the E71A mutant, 
respectively. The slowest component of the closed dwell-time appeared as the pH 
increased. Next, I tried to establish the planar lipid membrane method using a volatile 
anesthesia. After embedding potassium channels in the planar lipid membrane and 
was subjected to a current recording potassium channels, it was completely sealed by 
using an acrylic plate. 
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１．研究開始当初の背景 
麻酔のメカニズムに関する未解決の課題

は「麻酔薬がなぜ様々な生物種で効くのか」

である。このような生物種を問わない麻酔作

用の普遍性は分子レベルでどのように説明

できるのか。本研究ではカリウムチャネルが

ユビキタスに存在することとすべてのカリ

ウムチャネル分子が共通のポア構造をもつ

ことに着目し、「麻酔薬の未知のターゲット

の１つが特定の分子種に依存しない、カリウ

ムチャネルに共通な立体構造である」という

新しい仮説を立てた。 
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２．研究の目的 
イオンチャネルと麻酔薬に対する直接作

用を明らかにするために脂質平面膜法とい

う単純な実験系を立ち上げ揮発性麻酔薬の

実験を確立する。 
（１）脂質平面膜における単一チャネル電流

記録と解析を行う。 
（２)揮発性麻酔薬を用いた脂質平面膜法を
確立する。 
 
３．研究の方法 
まずは、カリウムチャネルの基本的な構造

を持った KcsA カリウムチャネルを使用し、
変異体である E71A変異体 KcsAカリウムチ
ャネルの作成を試みる。その後、この変異体
チャネルを使用し、脂質平面膜法を用いた単
一チャネル電流記録と解析を行う。次に、揮
発性麻酔薬を用いた脂質平面膜測定法の確
立をめざす。 
 
４．研究成果 

（１）KcsA カリウムチャネル変異体の作成 

私達の仮説を検証するにはカリウムチャ

ネルの共通部分のみを持つチャネルを対象

とする必要があり、この条件を満たすのが

KcsA カリウムチャネルであった。このチャネ

ルは、構造に関する情報量が多く、脂質平面

膜の中でも安定に機能でき、またゲーティン

グに関して詳しい構造情報も蓄積している。 

また、KcsA チャネルは、他のカリウムチャネ
ルと同様のイオン選択性などの基本特性を
示す。 
カリウムチャネルは 2種類のゲート（フィ

ルタゲートとへリックスゲート）が直列に存
在し、単一チャネル電流記録でみるゲーティ
ング現象はどちらのゲートで起こっている
現象かわからない。そのため片方のゲートを
開放して、もう片方のゲートの開閉を観察で
きる変異体を用いゲーティング機構を明ら
かにする必要があった。KcsA カリウムチャネ
ルのフィルタゲートが開いたまま固定され
ている変異体（E71A）を用いたチャネルを作
成した（図１）。このチャネルを用いること
で、フィルタゲートの影響を受けることなく、
へリックスゲートのみの挙動を観察できる。 
（図 1; E71A変異体 KcsAカリウムチャ

ネルの作成） 

 
 
（２）脂質平面膜法による単一チャネル電流

記録と解析 
 上記の E71A変異体 KcsAカリウムチャネ
ルを用いて、脂質平面膜法による単一チャネ

ル電流記録を行った。 
 
（図2;pH3.0とpH5.0でのE71A変異体KcsA
カリウムチャネル単一チャネル電流記録と
電流電圧曲線） 

 

 
E71A 変異体 KcsA カリウムチャネル 1 分子
電流記録から、酸性の pH ではほぼ 100％の
開口率であることが分かった。Negative 
potentials では、フリッカーゲイティングが
観察された。 
  

 

（図 3;  野生型 KcsA カリウムチャネルと
E71A 変異体 KcsA カリウムチャネル単一チ
ャネルでの開確率のｐＨ依存性） 
 



 
野生型KcsAカリウムチャネルのpKaは3.97、
Hill 係数は 1.9 であった。一方、E71A 変異
体 KcsA カリウムチャネル単一チャネルの
pKa は 5.2、Hill 係数は 2.2 であった。この
結果は、フィルタゲートの状態がへリックス

ゲートの状態に影響を及ぼす可能性がある

ことが示唆された。  
 
 
（図4; E71A変異体KcsAカリウムチャネル
のｐH変化による開時間と閉時間） 
 

 

  膜電位は 200ｍV で行い、それぞれ

pH4.0,pH5.25,pH5.5 の開時間と閉時間を

解析した。ゲーティングキネティクス解

析は、QUB を用いて行った。

(www.qub.buffalo.edu) 

開時間は 1成分あり、pH を変化させても

あまり変化なかった。閉時間は、それぞ

れの pH で 3 成分あり、ｐH が高くなるに

つれて、遅い成分が増えることが分かっ

た。 

 

（３)揮発性麻酔薬を用いた脂質平面膜法の
確立 
 脂質平面膜法は、パッチクランプ法に比べ

て装置が小型である。そのため、密閉するこ

とも可能である。揮発性麻酔薬を使用したカ

リウムチャネルの電流記録を行うためには、

揮発性麻酔薬が外部に漏れないように完全

に密閉することと、揮発性麻酔薬濃度を測定

できるようにすることが必要であった。まず

は、脂質平面膜法を密閉するために、透明な

アクリル板を用いて密閉できるような箱を

作成した。脱脂綿に揮発性麻酔薬をしみこま

せ、箱の内部に設置し、ガス測定モニターを

用いて揮発性麻酔薬の濃度測定を行った。 
 
（図 5; 揮発性麻酔薬を使用した脂質平面膜
法の模式図） 
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