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緒　言

　多くの生体分子が複雑に関連し，時々刻々と変化する生命現象を理解するには，変化の起点からの分子や細胞の動的
変化を経時的に追う必要がある．そのため，近年，光学と遺伝学を組み合わせた光遺伝学（オプトジェネティクス）と
いう分野が急速に発展し，非侵襲な光刺激によって活性が制御される蛋白質を用いて生命現象を制御する方法が開発さ
れている．例えば，チャネルロドプシン 2 は光刺激により生体膜の陽イオン（主に Na+）の透過性を上昇させる膜蛋白
質であり，神経細胞の興奮を操作するツールとして脳･神経研究分野で近年急速に広まった．しかしながら，光刺激に
より神経細胞の興奮を抑制させる蛋白質や，様々な細胞種で生命現象の制御にかかわっている Ca2+を調節する蛋白質
は未だ開発途上である．チャネルロドプシン 2（一般的なイオンチャネルではない）を改変して特定のイオンの選択性
を上げる試みはされているが，構造機能相関がほとんど明らかになっていないため，ランダムに変異を入れるという方
法が主である．そのため，構造機能相関の情報が豊富である上，高いイオン選択性とイオン透過率を有するイオンチャ
ネルに光感受性を持たせることが求められている．
　以前の我々と他のグループの K+チャネルのモデルチャネル（KcsA チャネル）の構造機能相関の研究から，KcsA チ
ャネルでは細胞内領域が刺激を感受し，チャネルの開閉を制御していることが明らかとなった 1-3)．そのため，KcsA チ
ャネルと他の K+チャネル（細胞内領域が刺激感受性を持つもの）の細胞内領域同士を置換したキメラ変異体は，細胞
内領域の性質に依存した刺激感受性を持つことがわかった 2,4)．このことから，KcsA チャネルの細胞内領域を変えれ
ば，新たな刺激感受性をもつ K+チャネルを創製できることが示唆された．
　そこで，本研究では，新規光感受性イオンチャネルを創製するため，KcsA チャネルの細胞内領域を光感受性蛋白質
に置換して KcsA チャネルに光感受性を付加することを検討した．また，イオン選択性フィルター部位への変異導入に
よるイオン選択性の改変を行った．

方　法

１．KcsA チャネル変異体の作製
　遺伝子改変したヒスチジンタグ付き KcsA チャネル変異体を大腸菌で発現させた後，膜画分を界面活性剤 n-decyl-
β-D-maltoside で可溶化し，TALON affinity column により変異体を単離した．

２．脂質平面膜法による活性の評価
　作製した KcsA チャネル変異体を，リポソームに再構成後，電気生理学的手法（脂質平面膜法）で透過するイオンを
電流として測定し，活性を評価した．チャネル変異体の光刺激有無による活性の違いを調べた．

３．Ca2+ 感受性色素 fura2 を用いた Ca2+透過の測定
　リポソームに KcsA チャネル変異体と fura2-dextran を組み込んだ後，リポソーム溶液に最終 free Ca2+濃度 23，57，
204，423 nM になるように CaCl2 を加え，励起波長 340 nm と 380 nm での 510 nm の蛍光強度を測定した．得られた
２つの蛍光強度の比を取り，細胞外 Ca2+濃度変化に依存した Ca2+透過の変化を求めた．
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結果および考察

１．光感受性蛋白質付加 KcsA チャネル変異体の作製と光感受能
　光刺激で KcsA チャネルの開閉を制御するため，KcsA チャネルの膜貫通領域 (KcsATM) に光感受性蛋白質を付加
し，光感受性蛋白質の構造変化を利用して開閉制御することを検討した（図 1）．
　

図 1． 光感受性 K+チャネル作製の概要.
光感受性蛋白質の光刺激に伴う構造変化によって，チャネルを開閉させる．

　KcsA チャネルの膜貫通領域にフォトトロピンの光感受ドメインである LOV2Jα または光活性化アデニル酸シクラ
ーゼ (PAC) を付加した変異体 (KcsATM-LOV，KcsATM-PAC) を作製した．これらの変異体は，野生型 KcsA チャネ
ルの膜貫通領域のみ (KcsATM) とは異なる特性を示した（図 2）．KcsATM は常に高い開確率を示す一方，LOV2Jα
を付加した KcsATM-LOV の開確率は常に低かった．LOV2 は二量体を形成することが知られているので，KcsATM-
LOV では LOV2Jα が複合体を作り，四量体からなる KcsA チャネルのポア部分を閉じた構造にさせているのではな
いかと考えられる．また，KcsATM-PAC は KcsATM と同じく高い開確率を示したが，KcsATM よりスパイクライク
状の短い閉状態が多く見られた．

図 2． 光感受性蛋白質付加による KcsA チャネルの特性の変化.
KcsA チャネルの膜貫通領域のみ (KcsATM)，KcsATM に LOV2Jα を付加した変異体 (KcsATM-LOV)，
KcsATM に PAC を付加した変異体 (KcsATM-PAC) の電流測定 (+40 mV)．

　次に，これらの変異体の LOV2Jα や PAC による影響を調節するため，KcsATM と LOV2Jα または PAC の間にリ
ンカーを導入した．他の K+チャネル（BK チャネル）では，リンカーの長さによって細胞内領域の構造変化のポア部
分への伝達が調節され，開閉が制御されることが知られている 5)．その結果，KcsATM-LOV に 18 のアミノ酸からな
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るリンカーを導入した KcsATM-18a.a.-LOV は，KcsATM-LOV と同様に低い開確率を示すものの他に，高い開確率を
示すものも観察され，２つの異なる活性状態を示した．これにより，KcsATM-LOV では，リンカーの長さをさらに微
調節することで，光刺激時に活性が変化する変異体を作りだせる可能性が示唆された．一方，PAC 付加変異体への６
または 18 リンカー導入による活性の変化は見られなかった．

２．変異導入による KcsA チャネルの K+から Ca2+へのイオン選択性の改変
　光感受性 Ca2+チャネルの創製に向け，K+選択性を有する KcsA チャネルの選択性フィルター部位に変異導入し，
KcsA チャネルを Ca2+透過性へ改変した．Heginbotham らの Shaker チャネルの選択性改変の報告 6)を参考に，KcsA
チャネルの選択性フィルター部位に３つの変異を導入した変異体 (ΔY78ΔG79D80E) と，さらに KcsA チャネルの不
活性化を抑制する変異である E71A も導入した変異体 (E71AΔY78ΔG79D80E) を作製した．Ca2+感受性色素 fura2 を
用いてこれらの変異体の Ca2+透過を測定した結果，どちらの変異体も野生型の KcsA チャネルの場合と比べて，高い
Ca2+透過性を示した（図 3）．

図 3． 選択性フィルターへ変異を導入した KcsA チャネル変異体の Ca2+透過性.
選 択 性 フ ィ ル タ ー 部 位 に 数 個 変 異 を 導 入 し た KcsA チ ャ ネ ル 変 異 体 ２ 種  (ΔY78ΔG79D80E ，
E71AΔY78ΔG79D80E) と，野生型 KcsA (KcsA WT) を Ca2+感受性色素 fura2-dextran を含むリポソームに再
構成し，リポソーム外液に CaCl2 を加え，fura2 の蛍光特性の変化を測定した (n = 4)．

　また，脂質平面膜法を用いて，カルシウムバッファー中での電流を測定した結果，野生型 KcsA チャネルでは Ca2+透
過による電流は全く見られなかったが，これらの変異体では Ca2+電流が観察された（図 4）．選択性フィルターはそれ
ぞれのイオン選択性を持つチャネルで特徴的な配列を保持しているので，その配列を考慮して変異を導入すれば，K+か
ら Ca2+だけでなく，K+から Na+への改変もできると考えられる．

図 4． 選択性フィルターへ変異を導入した KcsA チャネル変異体の Ca2+電流.
選択性フィルター部位に数個変異を導入した KcsA チャネル変異体 (E71AΔY78ΔG79D80E) と，野生型 KcsA
(KcsA WT) のカルシウムバッファー中で電流測定 (+40 mV)．

3



　以上１，２により，KcsA チャネルの刺激感受部位とイオン選択性フィルター部位を改変することで，様々な特性を
持つ変異チャネルを創製できることが示された．本研究で得られた変異体をさらに改変すれば，光感受性を有するイオ
ンチャネルが創製できるはずである．

最後に，本研究にご支援を賜りました上原記念生命科学財団に深く感謝いたします．
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