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研究成果の概要（和文）：心臓の拍動や脳の活動に代表される生体の電気活動を発生させ制御する中心的な役割
を担う電位依存性チャネルが膜電位を感知する仕組みを知ることを目的として行った。最小単位の電位依存性チ
ャネルであるH+チャネルを対象に、膜電位センサーが膜電位を感知して動く様子、そしてチャネルが開くまでの
分子の構造変化をダイナミックに解析し、電位依存性チャネルが膜電位を感じとるメカニズムを分子構造のレベ
ルから明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to clarify voltage-sensing mechanism of the 
voltage-gated channels which generate and regulate bioelectronic signals as represented by the 
heartbeat and brain functions.  We focused on the voltage-gated H+ channel consisting of a minimum 
voltage-sensor unit, and analyzed the voltage-sensor movement by membrane voltage and the structural
 rearrangement toward the channel opening.  We demonstrated the molecular basis of the 
voltage-sensing mechanism.  

研究分野： 生理学

キーワード： イオンチャネル
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１．研究開始当初の背景 
心臓の拍動や脳の活動に代表されるよう

に、細胞膜を介した電気的シグナリングは
我々の生命活動にとって重要な役割を果た
しています。その電気活動を発生させ制御す
る中心的な役割を担う分子が電位依存性イ
オンチャネルです。 
生体の電気活動の発生と制御を担う分子

として電位依存性イオンチャネルは最も精
力的に研究が行われており、時代背景と共に
解析手法の変遷を経ながら生物物理学的特
性が記述されてきた。膜タンパク質である電
位依存性イオンチャネルの分子構造は、イオ
ンが透過するイオン透過ドメイン（ポアドメ
イン）と膜電位を感知する電位センサードメ
インに大別される。電位依存性チャネルが膜
電位に応答してイオンを透す仕組みとして、
電位センサードメインにあるプラスに帯電
したアミノ酸残基が電位センサーとして膜
電位変化に応答して動き、その構造変化がポ
アドメインに伝わりゲートが開閉する機構
がよく知られている（図左）。電位センサー
が動く際に、絶縁体である細胞膜を乗り越え
る電荷の移動が発生する、この電荷の移動は
ゲート開閉と連動しているところからゲー
ト電流と称され電気生理学的に観測される。
この電位センサーの動きに伴う電荷の移動
が発生することこそ、イオンチャネルが膜電
位に応答して機能していることの反応速度
論的な証明となる。 
近年クローニングされた電位依存性 H+チ

ャネルは、電位センサードメインからのみな
る膜タンパク質で、H+は電位センサードメイ
ンそのものをすり抜ける形で透過する（図
右）。最も不思議な特徴は分子内に電荷を帯
びたアミノ酸残基が存在し、膜電位依存的な
チャネル開閉が起こるにもかかわらず、膜電
位変化に伴う電荷の移動（ゲート電流）が観
測されない点にある。このことは、イオンチ
ャネルの膜電位感知機構の基本原理を根底
から考え直さなければならない現象であり、
この電位依存性 H+チャネルを詳しく研究す
ることが、電位依存性チャネル一般の膜電位
感知機構を正しく理解することにつながる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この電位依存性 H+チャネル

の電位センサーの特性に焦点を当て、電位セ
ンサーの構造ダイナミクス、ゲート電流と
H+電流の関係を解析することで、従来の概念
では説明しきれていない電位依存性チャネ
ルが膜電位を感知するメカニズムを明らか
にすることを目的として行われる。 
 
３．研究の方法 
イオンチャネルが膜電位を感知する原理

を理解するために、膜電位変化に伴う電荷の
移動が観測されないにもかかわらず電位依
存的な出力を発揮する電位依存性 H+チャネ

ル(Hv)を詳細に解析する。変異導入により電
荷の移動が観測された変異体 Hv チャネルを
ベースに、膜電位入力から構造変化、電荷の
移動、ゲートの開口から H+電流出力に至る一
連の過程を、電気生理学的手法、光学的観測
手法を用いてステップごとに解析する。Hv チ
ャネルの生理的修飾因子である細胞内外 pH
勾配や亜鉛イオンが膜電位を感知する機構
に与える影響を解析する。2量体化する Hv の
各サブユニット間の膜電位感知機構の共同
性を解析する。構造科学、計算機科学を用い
てチャネルの膜電位感知機構を視覚的に理
解する。 
 
４．研究成果 
 電位依存性 H+チャネル(Hv)は、他の電位依
存性チャネルの電位センサーに相同性の高
い 4回膜貫通タンパク質である。H+は 4本の
へリックスの間をすり抜けて透過すると考
えられている。一般的な電位依存性チャネル
の電位センサードメインでは H+が漏れ出た
りすることはなく、Hv チャネルの電位センサ
ーのユニークな点である。申請者は、本研究
の準備段階の実験として Hv チャネルの電位
センサードメインに変異を導入することに
より H+透過性を保持しながらゲート電流を
観測出来る変異体を作成することに成功し
た。さらに点変異を導入したところ、H+電流
が消えゲート電流のみを生じる変異体を得
ることに成功した。 

  
野生型 Hv および変異体 Hv に対して、電位

センサーに点変異でCys残基を導入しツメガ
エ ル 卵 母 細 胞 に 発 現 さ せ 、
Alexa488-maleimide試薬をCys架橋により結
合させ、二本刺し膜電位固定法による膜電位
コントロール下
に電位センサー
の 動 き を
Alexa488 から発
せられる蛍光シ
グナルの変化に
より測定し、定
量的に解析した。 
Hvチャネルは細胞内外のpH勾配に応じて、

電流－電圧関係がシフト（閾値が変化）する
ことが知られている。また、細胞外 Zn2+によ
り活性化閾値が高くなりチャネル電流が阻
害される。これらの性質は、生体防御におけ
る活性酸素産生、射精後の精子の運動開始に
おいて、有効に働く生理的な Hv チャネルの
修飾機構である。 
野生型 Hvおよび変異体 Hvに対して二本刺

し膜電位固定法により細胞外の pH をコント



ロールした条件下で、ゲート電流、H+電流の
電気生理学的パラメターを解析した。 

Hv チャネルの膜貫通領域（電位センサード
メイン）の構造解析は低解像度ながらヘリッ
クスの配置など明らかになりつつあり、構造
を考える上での鋳型となる。その情報を基に、
分子動力学的手法を用いて、２量体間の機能
的連携をシミュレーションした。 
 以上の実験結果から以下のチャネル開閉
モデルを構築した。 

 Hv チャネルの開閉において、膜電位感知ス
テップと開口ステップは分離でき、pHや Zn2+
は膜電位感知ステップに作用する。Zn2+は電
位センサーが下がったステートに結合し、上
昇に伴いチャネルから分離する。再び下がる
チャネルが閉じる遷移には影響を与えない。 
本研究で得られた膜電位感知の概念は広

く一般の蛋白質に応用できる期待が持てる。 
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