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電位依存性カリウム（KV）チャネル研究の歴史と展望

中條 浩一

電位依存性カリウム（KV）チャネルは，神経細胞の活動電位を再分極させるという重要な
生理機能を持つが，その働きはすでに1952年にHodgkinとHuxleyによって数学的に美しく
記述されている．そしてそれ以降も生物物理学的にきわめて興味深い研究対象として研究
されてきたが，1987年に初めてのKVチャネル遺伝子としてShakerがショウジョウバエよ
りクローニングされ，その流れは加速した．2005年には哺乳類のShakerチャネルである
Kv1.2の結晶構造が報告され，イオン透過の仕組みや，電位センサードメインの構造と動き
など，多くのことがわかってきた．さらに近年，クライオ電子顕微鏡により爆発的に増え
た構造情報により，KVチャネルの理解はさらに深まりつつある．本稿では，これらKVチャ
ネル研究の歴史を振り返り，最近得られた構造情報等によるKVチャネル研究の現在地，そ
して今後のKVチャネル研究を展望する．本稿でふれる主なKVチャネルおよびその関連研
究については表1に年表としてまとめてあるので，本文と併せて参照いただきたい．

1. はじめに～KV遺伝子クローニング以前

イオンチャネルは，細胞膜を介したイオンの輸送（電
気化学勾配に従った拡散）に関わる膜タンパク質である．
そのさまざまな生理機能のうち最も重要なものの一つと
して，神経細胞や筋細胞における活動電位の生成があげ
られる．これらのいわゆる興奮性細胞では，細胞内は通
常−70 mV程度の負の電位（静止膜電位と呼ばれる）を保
つが，何らかの刺激により電位依存性ナトリウム（NaV）
チャネルが開口すると，細胞外よりナトリウムイオン
（Na＋）が流入し，細胞内電位が正の値に転ずる（Na＋の濃
度は，細胞外の方が細胞内よりも10倍程度高いため，NaV

チャネルが開くとNa＋は細胞内へ流入する）．これを脱分
極と呼び，それによって生じる一過的な電位変化を活動電
位と呼ぶ．活動電位は神経細胞の電気シグナルそのもの
であるし，また筋細胞においては収縮のトリガーとなる．
活動電位が発生すると，遅れて電位依存性カリウム（KV）

チャネルが開口する（並行してNaVチャネルは不活性化状
態となり，Na＋の流入は止まる）．K＋の濃度は，細胞内の
方が細胞外よりも数十倍程度高いため，KVチャネルが開
くと，K＋は細胞外へと流出する．同じ正電荷のイオンで
あるが，流れる方向がNa＋とK＋では逆方向になるため，
KVチャネルの開口は活動電位を抑える方向に作用し，最
終的に細胞を静止膜電位に戻す．なお，静止膜電位が負の
値を持つのは，細胞膜が常にK＋をある程度透過するため
であるが，これは後述するKVチャネルとは異なるタイプ
のK＋チャネル，内向き整流性K＋（Kir）チャネルが常時開
口しているためである．
このようにNaVチャネルとKVチャネルが協同的に働く
ことで，活動電位が生成される．これらイオンチャネルの
働きに異常が生じると，てんかんや不整脈といった，神経
や心筋，骨格筋などの疾患を起こす可能性がある．した
がって，イオンチャネルの基本構造と機能を理解すること
は，基礎医学のみならず，創薬や臨床応用にもつながる非
常に重要な課題である．
活動電位の振る舞いに関しては，1930～50年代におけ

る多数の生理学者の研究成果を通じ，最終的にHodgkinと
Huxleyが見事に数学的に表現することに成功した（Hodgkin‒ 
Huxley方程式）1）．この成果により，Hodgkin, HuxleyはEccles
とともに1963年のノーベル生理学医学賞を受賞している．
Hodgkin‒Huxley方程式では，NaVチャネル電流（INa），KV

チャネル電流（IK）とリーク電流（Il）の3種類の電流の振
る舞いを数学的に記述し，活動電位の再現に成功している．
NaVチャネル電流（INa），KVチャネル電流（IK）の数学的な
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表現については，彼らがイカの巨大軸索から膜電位固定法
により実際に得た詳細なデータがもとになっている 2‒5）．
この時点では，分子実体としてのイオンチャネルは知ら

れておらず，あくまでNa＋あるいはK＋の透過性（コンダ
クタンス，gNa，gK）という形で表現されていた．それにも
かかわらず，gKには四乗の項（n4）が含まれており 1），四
つの独立した“gating particle”すべてが活性化することで初
めてK＋電流が流れることを示している．のちに詳しく述
べるが，KVチャネルの開口には四つのサブユニットがそ
れぞれ活性化する必要があることと関係がある．ちなみ
にgNaはm3hと表現されている．gNaは不活性化するため，
活性化に関わる“gating particle”をm，不活性化に関わる
“gating particle”をhと表現している．実際NaVチャネルの
アイソフォームによって若干の違いはあるものの，一つの
サブユニット内に含まれる四つの電位を感知する領域（電
位センサー）のうち，三つが活性化に，残る一つが不活性
化に関わると考えられており 6‒9），こちらに関しても当時
のモデルが驚くほど正確にNaVチャネルの性質を表現して
いるといえる．
その後，さまざまな細胞で IKが記録されるようになっ
た．特にNeherとSakmannにより開発されたパッチクラン
プ法は画期的な手法であり，これによりガラス電極の先端
の膜（直径1 µmほど）に存在するわずか1個のイオンチャ
ネルの電流を記録することができるようになった 10）．そ
してこの1個のイオンチャネルからの電流，すなわちシン
グルチャネル記録においては，電流が0か1かのデジタル
的な振る舞いをしていることがわかった．つまりイオン

チャネルは閉状態と開状態の間を行ったり来たりするこ
と，そして開状態にいる確率（開確率）は電位に依存し
て変化することが明確にわかったのである．またシング
ルチャネル電流の大きさは通常pAレベルであるが，ここ
から1個のイオンチャネルが，一定時間あたりどの程度の
イオンを通すのかを計算することもできるようになった
（たとえば1 pAのK＋電流が1ミリ秒間流れたとすると，そ
の間におよそ6000個（10−15クーロン）のK＋が流れてい
ることになる）．こういった技術の進歩により，機能分子
としてのKVチャネルの姿，性質が徐々に明らかになって
いったと思われる．しかし，その当時はあくまで細胞に
もともと存在している内在性KVチャネルの研究であり，
純粋にKVチャネル分子を対象とする実験には，遺伝子ク
ローニングを待たなければならなかった．

2. KVチャネル遺伝子のクローニングと分子構造

KVチャネルの遺伝子がクローニングされる前に，1984年
に初めての電位依存性イオンチャネル遺伝子として，電気
ウナギ（Electrophorus electricus）のNaVチャネルの遺伝子
が京都大学の沼と野田らのグループによってクローニング
された 11）．これは電気ウナギの発電器官に豊富に発現して
いるNaVチャネルをタンパク質として精製し，そのアミノ
酸配列を手がかりに同定したものであった（沼と野田らは
その前にも，同様の手法でシビレエイTorpedo californica
の電気器官よりアセチルコリン受容体のα, β, γサブユニッ
ト遺伝子をクローニングしている 12, 13））．同定されたNaV

表1 主なKVチャネルおよびその関連研究の年表

1952年　Hodgkin‒Huxley方程式 1）

1963年　HodgkinとHuxleyノーベル生理学医学賞受賞
1976年　初のシングルチャネル記録（アセチルコリン受容体）10）

1984年　電気ウナギから初のNaVチャネルのクローニング 11）

1987年　Shaker（KVチャネル）のクローニング 15‒17）

1990年　Shakerチャネルの不活性化（ball and chain）モデル 40, 41）

1991年　Slo（BKチャネル）のクローニング 26），NeherとSakmannノーベル生理学医学賞受賞
1993年　Kirチャネル遺伝子のクローニング 27‒29）

1994年　Zagotta‒Hoshi‒Aldrichモデル 42‒44）

1996年　ShakerチャネルのVCF55）

1998年　KcsAチャネルの結晶構造 61）

2003年　KvAPチャネルの結晶構造 67, 68），MacKinnonノーベル化学賞受賞
2005年　HV1（VSOP）の発見 34, 35），Kv1.2チャネルの結晶構造 69, 70）

2012年　KVチャネルのMDシミュレーション 76）

2013年　cryo EMによるTRPV1チャネルの構造 78）

2015年　Slo2.2の構造（cryo EM）88）

2016年　Eagチャネルの構造（cryo EM）82）

2017年　Slo186, 87），hERGチャネル 83），KCNQ1の構造（cryo EM）84）

2021年　Kv4.2チャネルの構造（cryo EM）91）

2022年　Kv3.1チャネルの構造（cryo EM）93）

cryo EM：クライオ電子顕微鏡．
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チャネルは，1820ものアミノ酸残基からなる巨大なタン
パク質であった（図1a）．そして四つの相同なユニット
（ドメイン）から構成されることや，それぞれのドメイン
には正電荷アミノ酸（主にアルギニン）のクラスターが存
在することもわかり，これが電位依存的な開閉（ゲーティ
ング）に関わっていると予想された 11）．

NaVチャネルの遺伝子配列が発表されるよりも以前に，
ショウジョウバエのある変異体が，麻酔下で脚を振るわせ
る特徴的な表現型を持つことが知られており，その遺伝子
はShakerと名づけられていた．SalkoffとWymanは，Shaker
変異体が，ショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）幼
虫の運動神経のKV電流に影響があることを示した 14）．そ
の後，TanouyeらのグループとYuh Nung JanとLily Janらの
グループは，それぞれ染色体ウォーキング法という同一の
手法を用い，最終的にショウジョウバエからKVチャネル
の遺伝子をクローニングすることに成功し，1987年に発
表した 15‒18）．

NaVチャネルの遺伝子が四つの繰り返しドメインからな
る巨大な構造だったのに対し，KVチャネルの遺伝子はNaV

チャネルのドメイン一つ分に相当する構造を持っていた
（図1a）．アミノ酸配列の疎水性などから，当初7回膜貫通
タンパク質であると予想されたが，最終的に6回膜貫通タ
ンパク質であることが判明した．六つの膜貫通領域はそれ
ぞれS1～S6セグメントと呼ばれるが，中でも4番目の膜
貫通領域（S4セグメント）には3つのアミノ酸残基ごとに
正電荷を持つアミノ酸が配置されており，NaVチャネルと
同様にこれらが電位依存的な活性化の構造基盤となってい
ることが予想されていた 16）．
得られたShakerのcDNAから in vitroでcRNAを合成し，

そのcRNAをアフリカツメガエル（Xenopus laevis）の卵母

細胞に注入したところ，速い不活性化を特徴とするK＋電
流が記録された 19）．これ以前の，神経細胞や筋細胞，卵
などから得られた電気生理学的測定においては，それぞれ
の細胞がさまざまな種類のイオンチャネルを発現してい
るため，薬理学的に区別する（阻害剤が存在する場合），
細胞内外のイオン組成を変更する（流したくないイオン
を他のイオンに置換する），測定プロトコールを工夫する
（電位依存的活性化，不活性化がイオンチャネルの種類に
よって異なることを利用する）などの方法を駆使すること
で電流を分離し，研究が進められてきた．しかしながら，
アフリカツメガエル卵母細胞などの発現系が確立して以
降，個々のイオンチャネルを過剰発現する細胞を利用する
ことにより，イオンチャネル研究は格段に進めやすくなっ
たといえる．アフリカツメガエルの卵母細胞にも内在性の
電流は存在するが，多くの電位依存性チャネルの研究に用
いられる−80 mV～＋60 mVあたりのレンジでは内在性電
流は比較的小さい．またShakerチャネルが単独でアフリ
カツメガエル卵母細胞の細胞膜上によく発現することも研
究が捗った理由である［NaVチャネルや電位依存性カルシ
ウム（CaV）チャネルなどの場合，主サブユニット（αサブ
ユニット）に加え，β, γサブユニットなどと呼ばれる複数
の異なる副サブユニットが発現に必要な場合が多い］．そ
してKVチャネル研究が進展したもう一つの重要な要素は，
Tanouyeらや Janらが，Shaker遺伝子を世界中の他の研究者
グループに積極的にシェアしたことにある 20）．これによ
り，イオンチャネル分子の研究がShakerチャネルを中心に
進んでいくこととなった．
アミノ酸配列がわかったことにより，点変異体の機能解
析などによりさまざまなアイデアをテストすることができ
るようになった．たとえばS4セグメント上に存在するい

図1 電位依存性チャネルファミリーの分子構造と系統樹
（a）電位依存性ナトリウム（NaV）／カルシウム（CaV）チャネル，電位依存性カリウム（KV）チャネル，内向き整
流性カリウム（Kir）チャネル，Two-pore domainカリウム（K2P）チャネル，電位依存性プロトン（HV）チャネルの
各αサブユニットの分子構造．NaV/CaVチャネルは単量体，KVチャネルとKirチャネルは四量体，K2PチャネルとHV

チャネルは二量体として構成される．（b）K＋チャネルファミリーの系統樹．脱分極により開くKVおよびKCaチャネル
をグレーで示す．Yu & Catterall（2004）をもとに作成 132）．
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くつかの正電荷のアミノ酸残基［アルギニン（R），リシン
（K）］を，電荷を持たないグルタミン（Q）などに置換する
ことで，これらの正電荷アミノ酸が実際に電位依存性ゲー
ティングに寄与することが示された 21）．
また，アミノ酸配列の相同性をもとに，ヒトを含めた哺

乳類からShakerの相同遺伝子，あるいはその関連遺伝子
が次々とクローニングされ，トップジャーナルを賑わせ
た 22‒24）．そのような状況で，Salkoffらはショウジョウバエ
からShaker遺伝子と相同性を持つ三つの新しいKVチャネ
ル遺伝子を同定した．これらはShab, Shaw, Shalと名づけ
られたが，のちにShaker（Kv1）と合わせてKv2, 3, 4とそ
れぞれ名づけられた．KV遺伝子ファミリーに関しては現
在Kv1～12まで存在し，それぞれのサブファミリーを合わ
せるとヒトには40種類のKV遺伝子が存在する 25）．ただし
分子系統樹でみると，Kv10～12はむしろCNG/HCNチャネ
ルに近い（図1b）．ちなみにCNG/HCNチャネルはKVチャ
ネルと同様6回膜貫通型のタンパク質であるが，K＋選択
性のない，細胞内リガンド（環状ヌクレオチド）あるいは
過分極で開く非選択性陽イオンチャネルである．
さらに，古典的なKVチャネル以外のK＋チャネルも新し

く遺伝子が同定されていった．同じくショウジョウバエの
変異体 sloからは細胞内Ca2＋濃度の上昇によって活性化す
るK＋チャネル遺伝子が同定された 26）．このSloチャネル
は，非常に大きなコンダクタンス（～250 pS）を持つため，
のちにBK（Big K）チャネルと名づけられた．このファミ
リーには IK（Intermediate K），SK（Small K）などコンダク
タンスの大きさなどが異なる八つの遺伝子が含まれている．
またS1～S4セグメントを含まず，S5～S6（ポアドメイン）
相当の2回膜貫通タンパク質であるROMK, IRK, GIRKの
各遺伝子が1993年に相次いで同定された（図1a）27‒29）．こ
れらは内向き整流性K＋（Kir）チャネルと呼ばれるグルー
プであり，現在はKir1～7と名づけられている．Kirチャ
ネルは，神経細胞や心筋細胞などにおいて静止膜電位を
安定化させるなどの生理機能を持つ．電位センサードメ
インを欠くことから，チャネルタンパク質自体は電位依
存的な開閉機構が存在していないが，細胞内側のMg2＋や
スペルミンなどが電位依存的にイオン透過路をブロック
することによる強い内向き整流性（外向きに流れにくい
性質）を示す 30, 31）．1996年には，Kirチャネルが二つ直列
でつながったような構造を持つ，弱い内向き整流性を示
す4回膜貫通の新しいグループが発見され，のちにTwo-
pore domain K＋（K2P）チャネルと名づけられた（図1a）32）．
2005年に電位センサードメイン（S1～S4）にホスファ
ターゼがつながった膜タンパク質VSPが，続く2006年に
は電位センサードメイン（S1～S4）のみでできた膜タン
パク質（VSOP, Hv1）が報告された（図1a）33‒35）．これら新
しい電位センサードメインタンパク質ファミリーの発見に
より，KVチャネルは電位センサードメインとポアドメイ
ンの二つの独立したユニットが結合してできたと考えられ
ている．

3. KVチャネルの構造機能連関研究とゲーティングモ
デル

KVチャネルのアミノ酸配列から，KVチャネルの膜貫通
領域等の二次構造情報が推定され，それを頼りに構造と機
能の関係を明らかにする研究が進んだ．
まず一つ目はKVチャネルの四量体構造についてである．

先にクローニングされたNaVチャネル 11），そしてKVチャ
ネルと同時期にクローニングされた電位依存性カルシウム
（CaV）チャネル 36）は，いずれも6回膜貫通のドメインが四
つ直列につながった24回膜貫通のアミノ酸配列を持って
いるのに対し，KVチャネルは6回膜貫通ドメインを一つ持
つのみであった（図1a）．したがって，もしKVチャネルが
NaVチャネルやCaVチャネルと共通の構造を持つのであれ
ば，四つのサブユニットが集まって一つのイオンチャネル
を構成するホモ四量体であることが予想された．その一方
で，Shakerのクローニング後，相同配列を持ったKVチャ
ネルの遺伝子が次々に同定されていったので，KVチャネ
ルが異なる種類のサブユニット間でヘテロ四量体を作れる
かどうかを試す実験が行われた 37‒39）．2種類以上のKVチャ
ネルのcRNAをアフリカツメガエルの卵母細胞に発現させ
ると，混ぜて発現させたKVチャネルの中間的な性質（活
性化，不活性化，電位依存性，阻害剤への感受性など）を
持つ電流が得られる組合わせが発見され，少なくともサブ
ファミリー内では（例えばKv1のサブファミリー内には
Kv1.1～1.9の9種類の遺伝子が含まれる）多くの場合ヘテ
ロ四量体を構成できることがわかった．さらに Isacoffと
Janらは，2種類の遺伝子（Shakerチャネルの二つのスプラ
イスバリアントShAとShB）をタンデム（直列）につなげ
ることで，中間の性質を持つKVチャネル電流（タンデムコ
ンストラクトの二量体）が生じることを示し，ヘテロ四量
体が形成されることをより直接的に証明した 38）．
初期の構造機能連関研究で最もエレガントな研究の一つ

が，Zagotta, Hoshi, AldrichによるShakerチャネル不活性化
の分子メカニズムの解明である 40, 41）．KVチャネルには不活
性化するものと不活性化しないものがあるが，Shakerチャ
ネルのスプライスバリアントの一つ，ShBは典型的な速い
不活性化を示すKVチャネルである．Aldrichらは，細胞内
N末端の20アミノ酸を削ると不活性化がまったく起こら
なくなることを見いだした．さらに，このdeletion変異体
に対し，この20アミノ酸からなるペプチドを投与すると，
不活性化が復活することも示した（図2a）．そこでAldrich
らは，この20アミノ酸からなるドメインを“ボール”に見立
て，N末端の先端に鎖でつながれた“ボール”がイオン透過
路を塞ぐ“ball and chain model”を提唱した（この不活性化
は“N型不活性化”とも呼ばれ，フィルター領域で起こる“C
型不活性化”と区別される）．Zagotta, Hoshi, Aldrichはさら
にマクロ電流測定，シングルチャネル記録，ゲーティング
電流（後述）測定を駆使し，Shakerチャネルの精緻なゲー
ティングモデル（3人の頭文字をとってZHAモデルと呼
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ばれる）を完成させた（図2b）42‒44）．KVチャネルの種類に
よって多少異なるものの，基本のゲーティングモデルと
して広く受け入れられている．このモデルでは，四つの
サブユニットが独立して動くと仮定し，Resting state, Inter-
mediate state, Activated stateの三つの状態のいずれかをとり
うると考える．膜電位が静止膜電位から脱分極するにつれ，
Resting stateからActivated stateに遷移していく．四つすべ
てのサブユニットがActivated stateに入ることで，チャネル
が開く．なお，Aldrichらが作製した“ILT”変異体（S4セグ
メントにV369I, I372L, S376Tの三つの変異を含む）では最
後のステップが著しく阻害され，すべてのS4がActivated 
stateに入ってもすぐにはポアが開かないことから，通常
KVチャネルが開く際には，すべてのS4が上がった後，も
う1ステップ（final opening transition）が必要と考えられて
いる 45）．Shakerは不活性化するKVチャネルなので，ZHA
モデルでは，ポアが開いた後に不活性化ボールがポアドメ
インに入り込み，不活性化するところまでがモデル化され
ている（図2b）44）．

4. KVチャネルの電位センサードメインの動きの検出

HodgkinとHuxleyの1952年の論文は，Na＋やK＋の透過
性（gNa, gK）が上昇する際，細胞膜にかかる電場の変化に
応じて電荷が動くこと，すなわちゲート電流が生じること
を予言していた 1）．その後1970年代になって，Armstrong
とBezanilla，そしてKeynesとRojasの2組のグループが，
初めて実際にイカの巨大軸索からゲート電流を記録するこ
とに成功した 46‒49）．1980年代になってNaVチャネル，KV

チャネル，CaVチャネルがクローニングされるようにな
り，4番目の膜貫通領域S4セグメントに存在する正電荷の
アミノ酸残基がゲート電流を起こす電荷の源であると考え
られるようになった．すでに述べたように，これらの正電
荷のアミノ酸残基を，電荷を持たない他のアミノ酸残基に
置き換えることで活性化の速度や電位依存性が変化した
ことから，少なくとも正電荷のアミノ酸残基が電位依存性
ゲーティングに重要な役割を担っていることが確かめられ
た 21）．その後，アフリカツメガエルの卵母細胞に発現させ
たShakerチャネルからもゲート電流が記録できるように
なった 50, 51）．これらの結果から，電位センサーが細胞膜に
かかる電場を横切って動くことでゲート電流が生じること
が強く予想されていたが，実際に本当に動くのかどうか，
また動くとしてどの程度の動きがあるかについては，この
時点ではまだわかっていなかった．

1992年にKarlinらは，ニコチン性アセチルコリン受容体
（nAChR）のαサブユニットのM2（2番目の膜貫通領域）
のアミノ酸を一つ一つシステインに変異させた変異体シ
リーズを作製し，MTSES, MTSETといったメタンチオス
ルホン酸誘導体を用いて，アセチルコリン存在下，非存在
下におけるこれらのアミノ酸のアクセシビリティを評価し
た 52）．これらの化合物は水溶性であり，またシステイン残
基のスルフヒドリル（SH）基を不可逆的に修飾する．し
たがって，これらの試薬を投与すると，システイン残基が
水環境に露出しているときにだけ化学修飾が起きるため，
構造変化に伴うシステイン残基の位置を間接的に捉えるこ
とができる．これにより，Karlinらは，アセチルコリンの
投与によるnAChRの構造変化を間接的に捉えることに成

図2 Shakerチャネルの不活性化メカニズムとゲーティングモデル
（a） Shakerチャネル不活性化の分子メカニズム．四量体のサブユニットのうち二つのみを表示している．グレー
の円は，ShakerのN末端のボールを示す．N末端ボールがポアを塞いで不活性化する（左）が，そのN末端を削ると
不活性化しない電流となる（中）．その不活性化しないチャネルに対し，N末端ペプチドを添加すると，再び不活性
化するようになる（右）41）．（b）ShakerチャネルのZagotta‒Hoshi‒Aldrichモデル 44）．四量体のそれぞれのサブユニッ
トが，電位依存的に resting, intermediate, activatedの三つの状態を行き来する．四つすべてがactivatedになったとき，
開状態となって電流が流れ，その後不活性化状態に入る．
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功した．この方法をSCAM（substituted cysteine accessibility 
method）と呼ぶ．

1995年にHornらは，SCAMを電位センサードメインの
動きの検出に適用した．具体的には，ヒト骨格筋NaVチャ
ネル（NaV1.4）のS4セグメントの細胞外側に一つシステ
イン残基を導入したR1448C変異体を作製し，この残基に
対するアクセシビリティの電位依存性を評価した．する
と，脱分極することでR1448Cに対する修飾速度が速くな
ることがわかり，実際にS4セグメントが電位依存的に細
胞外に向けて移動することが示された（図3a）53）．Isacoff
らは，Shakerチャネルでも同様にSCAMを適用し，細胞外
側だけでなく細胞内側のS4セグメントのアクセシビリティ
も評価して，静止膜電位では細胞内側への露出度が，脱分
極時は細胞外側への露出度が大きくなることを示した 54）．
さらに Isacoffらは，蛍光分子でS4セグメントをラベル

することにより，より直接的にS4セグメントの動きを検
出することに成功した 55）．この方法では，まず赤色の蛍
光色素であるTMRM（tetramethylrhodamine-maleimide）を， 
SCAMのときと同様S4セグメント上部，あるいはS3～S4 
リンカーに導入したシステイン残基に結合させる．TMRM
も水溶性であり，細胞膜は透過しないので，細胞外液に露
出したシステイン残基のみが修飾される．このとき，100 mM
程度の高K＋溶液中で反応させると細胞が脱分極するため， 
S4が上がった状態になり，S4セグメントの真ん中あたり
まで蛍光ラベルすることができる．その後反応しなかっ
たTMRMをしっかり洗い流し，2本刺し膜電位固定法に
より電流測定を行いながら，蛍光強度変化を光電子倍増
管（フォトマル）などで検出する．蛍光の強度は，周りの

環境（親水性，疎水性など）に依存して大きく変化する．
したがって，ちょうど細胞膜と細胞外液の境界あたりのシ
ステイン残基をラベルすることができると，その付近の
環境はS4セグメントの動きによって大きく変化するため，
蛍光強度変化という形で構造変化をリアルタイムに検出す
ることができる（図3b）．この論文でも，M356CとA359C
というS3～S4リンカーとS4セグメントの境界あたりを蛍
光ラベルすることにより，最大で10％程度の蛍光の増減
を検出することに成功している．この手法はvoltage-clamp 
fluorometry（VCF）と呼ばれ，イオンチャネルあるいは受
容体の構造変化を捉える上で簡便かつ強力な手法である．
TMRM以外にもAlexa-488 maleimideなど他の蛍光分子を
使用でき，パッチクランプと組み合わせたpatch clamp fluo-
rometry56），さらには非天然の蛍光アミノ酸（ANAP）を組
み込ませる方法などのバリエーションが存在する 57‒59）．
その他の手法として，Bazanillaらはランタノイドの一種 

テルビウムをドナー，そして蛍光分子のフルオレセインをア
クセプターとしたLRET（lanthanide-based resonance energy 
transfer）を用いて，S4セグメントの動きが最大で3.2 Åで
あると推定した 60）．

5. K＋チャネルの構造解析

1998年にMacKinnonらによって，初のイオンチャネルの
結晶構造が発表された 61）．KcsAと名づけられたそのチャネ
ルは，放線菌の一種Streptomyces lividans由来のpH依存的
に開閉するK＋チャネルである 62）．2回膜貫通型タンパク質
であるαサブユニットが四つ集まって一つのチャネルを構

図3 S4セグメントの動きの検出
（a） SCAM（substituted cysteine accessibility method）．S4セグメントの上部にシステイン残基（C）を導入しておき，
細胞外にMTSETのような水溶性のMTS試薬を入れておく．脱分極してS4セグメントがあがり，システイン残
基が細胞外に露出すると，MTSETが不可逆的に結合し，電流の変化として検出される．（b） VCF（voltage-clamp 
fluorometry）．S4セグメントの上部にシステイン残基（C）を導入しておき，あらかじめTMRMなどの蛍光分子でラベ
ルしておく．電位依存的にS4セグメントの位置が変化し，それに伴って蛍光強度が変化するため，S4セグメント
の動きをリアルタイムに検出できる．
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成しており，内向き整流性K＋チャネルと似た構造を持って
いる．3.2 Åで解かれたその立体構造は，四つのサブユニッ
トが組み合わさった形となっており，その中央にカリウム
イオンが一つ通る程度の大きさの穴，すなわちイオン透過
路ができている．かつて多くのK＋チャネル遺伝子がクロー
ニングされていたとき，5番目と6番目の膜貫通領域の間の
P-regionと呼ばれる領域には，GYG（グリシン‒チロシン‒
グリシン）という非常に特徴的な三つのアミノ酸配列モ
チーフが存在することが知られていた．MacKinnon自身も
これらのアミノ酸に変異を入れ，K＋の選択性に影響が出る
ことをKcsAチャネルの構造を発表する以前に報告してい
る 63）．このKcsAチャネルの構造では，GYGモチーフはイ
オン透過路に沿って並んでいたが，イオン透過路を向いて
いたのは側鎖ではなく，主鎖のカルボニル基であった．Fab
抗体を用いてさらに2.0 Åまで解像度を上げた続報におい
ては，カルボニル基の酸素原子が8方向よりK＋を包む様子
がみえており，あたかもK＋が水中で八つの水分子が集まっ
て水和されているかのようであった 64）．この仕組みにより，
選択性フィルター内の四つの場所にK＋が安定的に存在で
きることがわかり，K＋はその四つのサイトを1歩ずつ進ん
でいくことがわかった．MacKinnonはこれらの業績により，
水チャネル（アクアポリン）を発見したAgreとともに2003
年のノーベル化学賞を受賞している．
さらにMacKinnonらは，2002年にはMthKチャネルの結
晶構造を発表した 65）．MthKチャネルは好熱性メタン細菌
Methanobacterium thermoautotrophicum由来のK＋チャネルで，
細胞質側のRCK（regulators of K＋ conductance）にCa2＋が結
合することによって開く．このRCKドメインは，同じくCa2＋

が結合することによって開くBKチャネルも持っている（BK
チャネルは脱分極でも開く）．先に報告されたKcsAは閉状態
であったが，このMthKの構造は開状態であると考えられ，
これによりチャネルの種類は異なるものの，閉状態と開状態
のK＋チャネルモデルが得られたこととなった 66）．
次にMacKinnonらは，初の電位センサードメインを持

つK＋チャネルの構造として，KvAPチャネルの結晶構造
を発表した 67）．KvAPは好気性超好熱古細菌（Aeropyrum 
pernix）由来のタンパク質である．電位センサードメイン
の構造がどうなっているか，大変注目を集めたが，この
KvAPの構造においては，S4セグメントが細胞膜を貫通
しておらず，細胞内側の脂質と水の境界面に沿って完全
に横に倒れている状態であった．これまでの実験結果の
蓄積により，S4セグメントは細胞膜を垂直に貫通してお
り，それがシリンダー内で上下運動を繰り返すピストン
のようなモデルが考えられていたため，当時発表された
KvAPの構造とは相いれなかった．そこでMacKinnonらは
S3～S4を“パドル”状の構造と捉え，それがチャネルのポ
アドメインに沿って上下に運動する，“パドルモデル”を提
案した 67, 68）．しかし，このモデルでは“パドル”のかなり大
きな動きが必要であることから激しい批判があり，少な
くともShakerチャネルをはじめとする一般的なKVチャネ

ルには当てはまらないように思われた．そのような状況
の中，2005年にMacKinnonとLongらは最初の哺乳類のKV

チャネル（Kv1.2）の結晶構造を報告した 69, 70）．このKv1.2
チャネルの構造では，KvAPとは異なってS4セグメント
は膜を貫通して立っており，その上部は細胞外側に露出
しているような構造をとっていた 70）．したがってこの構
造はKVチャネルの開状態モデルとして，広く受け入れら
れた．MacKinnonとLongらは，さらにKv1.2のS3の一部
とS4セグメント（パドル部分に相当）をKv2.1に入れ替え
たKv1.2～2.1キメラの結晶構造解析を行うことで解像度を
2.4 Åまで上げ，電位センサー内のアミノ酸側鎖間の相互
作用まで鮮明に描き出すことに成功した 71）．これにより，
S4セグメント上の正電荷を持つアミノ酸残基（主にアル
ギニン）が，S1やS2セグメント上に存在する負電荷を持
つアミノ酸残基（グルタミン酸やアスパラギン酸）と塩橋
を作っている様子もわかった．またS2セグメント上に存
在するフェニルアラニン残基が，電位センサーのやや下側
中心に存在していた．MacKinnonらはこのフェニルアラニ
ン残基が，アルギニンが脱分極時に乗り越えることでゲー
ティングチャージが生じる場所，“チャージトランスファー
センター”として機能していることを実験的に示した 72）．
基本的にイオンチャネルの構造解析においては，膜電位
が存在しない状態，すなわち0 mVでの安定構造をとって
いると考えられる．膜電位が0 mVとはすなわち脱分極し
ている状態であるため，KVチャネルのS4セグメントは細
胞外に向かって上がった状態（up state）をとり，ゲートは
開いた“開状態”と想定される．電位をかける必要があるた
め，電位依存性チャネルの閉状態構造を得ることは通常非
常に難しい．しかし，開状態の構造をもとに，閉状態の
構造モデルを作成する試みは行われてきた 73, 74）．その中で
Shawらは，Antonと呼ばれる分子動力学計算に特化した
独自のスーパーコンピュータを用いて 75），Kv1.2/Kv2.1キ
メラチャネルのゲーティングをシミュレーションした 76）．
その中で，正電荷を持ついくつかのアミノ酸が負電荷を持
つアミノ酸と塩橋を作りつつ，1ステップずつずれて移動
していく様子が動画として鮮やかに描かれた．

2013年にChengとJuliusらが温度（あるいはカプサイシン）
で活性化するTRPV1チャネルの構造を，クライオ電子顕
微鏡による単粒子解析により3.4 Åの解像度で明らかにす
ることに成功した 77, 78）．単粒子解析によるイオンチャネル
の構造解析は，2001年に佐藤らがすでに成功していたが
（このときはNaVチャネルの構造）79），当時の解像度は19 Å
であった．それから12年の間に，電子線を直接検知する
CMOSカメラの登場や，二次元投影像を三次元に再構成す
るアルゴリズムの進歩などにより，解像度が大幅に上昇し
た．クライオ電子顕微鏡による生体分子の構造解析法の
開発により，Dubochet, Frank, Hendersonの3名が2017年の
ノーベル化学賞を受賞している．JuliusもTRPV1をはじめ
とする温度感受性チャネル発見の功績により，機械受容
チャネルPIEZO1とPIEZO2を発見したPatapoutianととも
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に2021年のノーベル生理学医学賞を受賞したことは記憶
に新しい 80, 81）．
この技術は，従来のX線による構造解析とは異なりタ

ンパク質の結晶を必要としないため，これまで結晶化が
困難だった膜タンパク質の構造が次々と明らかにされて
いった．KVチャネルについても，Eag（Kv10.1）チャネル 82），
hERG（Kv11.1）チャネル 83），KCNQ1（Kv7.1）チャネル 84, 85）， 
Slo1（BK）チャネル 86, 87），Slo2.2（Na＋-dependent K＋）チャ
ネル 88, 89）などがMacKinnonのグループによって報告され
た．さらにここ2～3年ほどは，他のグループからもKV

チャネルの新しい構造が報告されつつある 90‒95）．
これまで同定されたKVチャネルの構造は基本的にすべ

て同じ四量体構造を持ち，中央にポアドメイン，周辺部に
独立した電位センサードメインを四つ持っている．しかし
ながら四量体の組み上がり方には2種類あることがわかっ
た．当初同定されたKv1.2をはじめ，Kv1～7チャネルに
おいては，電位センサーとそれに接するポアドメインは
異なるサブユニット由来，すなわちドメインが入れ替わっ
た“domain swapped”チャネルであるのに対し，Kv10～12
に含まれるEag, hERGなどはドメイン間の入れ替わりが起
きない“non-domain swapped”チャネルである（図4）．ちな
みにクライオ電子顕微鏡によって解析し直されたKvAPは
“non-domain swapped”チャネルであった 96）．今のところ，
な ぜ“domain swapped”チ ャ ネ ル と“non-domain swapped”
チャネルが存在するのか，また二つの間の機能的な違い
が何かについてはよくわかっていない．ただし，KVチャ
ネルのことではないが，もともと“domain swapped”チャ
ネルのTRPV6に点変異（L495Q）を導入することで“non-
domain swapped”チャネルに変換することができたという
興味深い報告がある 97）．

6. KVチャネル副サブユニットによる機能修飾と複合
体形成

いくつかのKVチャネルには四量体構造を構成するαサブ
ユニットの他に，βサブユニットなどと呼ばれる副サブユ
ニットが存在する．たとえば最初に構造が解かれた哺乳類
のKv1.2チャネルの結晶構造には，四つのβ2サブユニット
が細胞質側に結合している 69）．また，β1サブユニットが
Kv1チャネルに結合すると，DrosophilaのShakerチャネルの
ように，N型の不活性化を起こすことも知られていた 98, 99）．

Kv4においても，細胞質タンパク質であるKChIP（KV 
channel-interacting protein）や，膜タンパク質のDPP6/10（di-
peptidyl peptidase-related protein 6/10）といった副サブユニッ
トが結合することにより，不活性化等の性質が大きく変化
する 100‒102）．これらの副サブユニットがどのようにKv4複合
体を構成しているかについて，我々は一分子蛍光イメー
ジングを用いた方法で解析し，それぞれのサブユニットの
発現量に応じ，KChIPは1～4分子，DPP10は二量体構造を
とりやすいことから2ないしは4分子が結合していることを
報告した 103, 104）．しかしながら，これらのタンパク質がどの
ように不活性化の速度などを制御しているのかについては
よくわかっていなかった．その後のクライオ電子顕微鏡によ
るKv4.2‒DPP6S‒KChIP1複合体の構造解析により相互作用
部位が明らかになり，副サブユニットによる機能修飾メカニ
ズムの一端が明らかとなった 91）．KChIPについては，KChIP
とKv4のN末端領域が相互作用していることは以前より報
告があったが 105），この新しい複合体構造により，KChIPと
Kv4のC末端領域との相互作用が機能的に重要であること
が，変異体を用いた電気生理学的解析により示された．ま
た，DPP6については，電位センサードメインのS1とS2の二
つのセグメントに対して相互作用しており，この相互作用が
不活性化制御に必要であることを，やはり変異体を用いた
電気生理学的解析により示している 91）．

KCNQ1（KV7.1）チャネルは，副サブユニットによる修
飾に関して非常に特徴的な性質を持っており，また心臓に
おける不整脈に関わることから，KVチャネルファミリー
の中では，ShakerやBKチャネルなどに次いで注目されて
きた．もともとはQT延長症候群（long QT syndrome）の
原因遺伝子として，ポジショナルクローニングにより同定
されたKVチャネルであったため，当初はKVLQT1と呼ば
れた 106）．しかしKVLQT1（KCNQ1）は単独では心臓で発
現している遅いK＋電流 IKsを再現しなかった．minKと当
時呼ばれていた1回膜貫通のタンパク質を共発現させるこ
とで，遅く活性化する IKs電流をアフリカツメガエル卵母
細胞の発現系で再現できることがわかり，このminK（後
にKCNE1と名づけられる）がKVLQT1（KCNQ1）チャ
ネルの副サブユニットであることがわかった 107, 108）．ちな
みにminKは，1988年に，当時京都大学の内匠，中西らに
よってクローニングされた全長130アミノ酸からなるタン
パク質で，この遺伝子のcRNAをアフリカツメガエル卵母

図4 電位依存性チャネルの二つのクラス
（a） KCNQ1チャネルの四量体構造（pdb：6UZZ）．domain-
swapped構造をとり，同じサブユニット由来の電位センサー
（S1～S4）とポアドメイン（S5～S6）は隣り合っていない．
（b）EAGチャネルの四量体構造（pdb：8EOW）．nondomain-
swapped構造をとり，同じサブユニット由来の電位センサー
（S1～S4）とポアドメイン（S5～S6）は隣り合っている．それ
ぞれ四量体のうちの一つのサブユニットのみが黒くハイライト
されている．
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細胞に発現させると活性化の非常に遅いKV電流が観察さ
れたため，当初はこのタンパク質自体がポアを構成し，遅
いKV電流を担うと考えられた 109）．しかし，minKが単独
で電流を生じた理由は，アフリカツメガエル卵母細胞の内
在性KCNQ1チャネルと複合体を構成していたからである
ことが後に判明した 110）．

KCNQ1は最大4分子のKCNE1分子を結合することがで
きる 111‒113）．KCNE1には他にKCNE2～5まで5種類のメン
バーが存在しており，いずれもKCNQ1と結合することで
電流の性質を大きく変える 114）．とりわけ注目されている
のが前述のKCNE1と，そしてKCNE3である．KCNE1は
KCNQ1とともに心臓の遅いK＋電流（IKs）を担い，そし
てKCNQ1とともにQT延長症候群（IKsの減弱により心室
筋の活動電位が延長するため起こる）の原因遺伝子である
ことから，生理学的に最も重要なKCNEといえる．一方，
KCNE3は上皮細胞などでKCNQ1と複合体を形成し，電
位依存的な開閉が失われた常時開状態のK＋チャネルを構
成する 115）．生理学的には小腸や気管支の上皮細胞におい
て，K＋のリサイクルをすることで間接的にCl−の輸送を助
けていると考えられている 116）．このようにKCNQ1チャ
ネルのゲーティングは，結合するKCNEの種類によって
大きく変わることから，KCNEが電位センサードメイン
に何かしらの働きかけをしていると予想された．我々の
グループとKobertzらのグループは，SCAM法をKCNQ1
チャネルに適用し，電位センサーの動き（細胞外への露
出度）がKCNE1あるいはKCNE3存在下で異なることを示
した 117, 118）．また，KassとLarssonらは，VCFをKCNQ1に
適用して，KCNQ1電位センサーの動きが，KCNE1，ある
いはKCNE3存在下で大きく変化することを示した 119‒123）．

中でも興味深い発見は，KCNE1存在下において蛍光変化
（F），すなわち電位センサーの電位依存性が，2段階（F1
とF2）に完全にスプリットすることであった（図5a）．
KCNQ1の電位センサーは少なくとも三つの状態，Resting, 
Intermediate, Activatedをとることがわかっている（図5b, c）．
したがってKCNE1の作用は，単にS4を上がりにくくして
いるのではなく，S4の中間状態（Intermediate state）を安
定化することであるとわかってきた 121）．同時期に我々も
VCFを用い，KCNE1存在下ではS4とS5の両方に存在す
るフェニルアラニン残基同士の干渉が起き，S4がなかな
かActivated stateに上がれなくなることが IKs電流における
slow gatingのメカニズムであることを提唱した 124）．
実はその後のVCFにより，KCNE3においても電位セン

サーの動きが2段階にスプリットすることがわかった125, 126）．
それではなぜKCNQ1/KCNE1（遅く活性化するチャネル）
とKCNQ1/KCNE3（常時開状態チャネル）のそれぞれで性
質が大きく異なるかについてであるが，現在では以下のよ
うに考えられている．両者の一番大きな違いは，中間状態
でのポアの状態にある．KCNE1の存在下においては中間
状態での電流は抑制され（Intermediate/Closed），S4がさら
に上昇してActivated stateに入らなければ電流が流れない．
つまり，KCNE1存在下では，チャネルが開くためにはす
べての電位センサーがActivated stateに入る必要があるた
め，KCNE1では電流の活性化が見かけ上遅くなる．一方，
KCNE3存在下の場合は中間状態でも電流が流れるため
（Intermediate/Open），生理的な膜電位の範囲では常に開状
態になる（図6）122）．

2020年にMacKinnonらはKCNQ1‒KCNE3‒calmodulin （CaM）
複合体構造を発表した 85）．これにより，KCNE3はKCNQ1の

図5 KCNQ1電位センサードメインの構造と三つの状態
（a） KCNQ1, KCNQ1＋KCNE1のコンダクタンス（開確率G）とVCFにおける蛍光強度変化（F）の電位依存性を示
す．KCNQ1＋KCNE1では蛍光強度変化がF1とF2の二つにスプリットしており，チャネルはF2変化に従って開く． 
（b） KCNQ1電位センサードメインのS2とS4セグメント（pdb：6uzz）．S2からは，チャージトランスファーセン
ターにあたるフェニルアラニン残基（F0）と，二つの負電荷を持つグルタミン酸（E1とE2）の側鎖が表示されて
いる．S4からは，六つのアミノ酸（R1, R2, Q3, R4, H5, R6）の残基が表示されている．E1はQ3とR4，E2はH5と
R6とそれぞれ相互作用している．（c）三つの状態（Resting, Intermediate, Activated）における，S2とS4セグメントの
相互作用の関係（点線）．S4セグメントは少しずつ上に（図bでは左に）上がっていき，それに伴って，E1，E2が
相互作用するアミノ酸残基も遷移する．
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S1セグメントの隣に位置していることがはっきりとわかった
ため，我々はKCNE3とS1セグメント間の相互作用が，電位
センサードメインの動き，特に中間状態を安定化する際に
必要であるという仮説を立て，両者の相互作用部位にシス
テマティックに変異を導入した．すると，相互作用部位の
ほとんどにおいて，アミノ酸側鎖を大きくしても小さくし
ても中間状態が不安定になり，KCNQ1‒KCNE3チャネル
が閉じやすく変化することを見いだした．このことから，
KCNE3とS1の相互作用はかなりよく最適化されており，
KCNE3がS1セグメントを介してS4セグメントを制御して
いると結論づけた 126）．

7. 今後のKVチャネル研究の展望

KVチャネルに限らず，多くの膜タンパク質の構造がク
ライオ電子顕微鏡により次々と明らかにされている．そし
て2021年にセンセーショナルに登場したAlphaFold2によ
り，まだ解かれていない構造であっても，ある程度手軽に
構造予測ができるようになってきた 127）．したがって，ほ
とんどのKVチャネルを含むイオンチャネルの構造は，早
晩すべて出そろうであろう．しかしながら，これまで明
らかになっているKVチャネルの構造はすべて膜電位がか
かっていない，つまり0 mVの構造である．そしてKVチャ
ネルは0 mVのときに安定な状態，すなわちS4セグメント
が上がった開状態（KVチャネルの種類によっては不活性化
状態）に入っていると考えられる．閉状態を作り出すには，
チャネルの細胞外側から細胞内側にかけて電位差を作る必
要がある．技術的には困難であるが，システイン残基同士
をMTS-1-MTSのようなクロスリンカーで架橋し，閉状態様
構造を得る試みや 95），リポソームに埋め込み，K＋の濃度勾
配で電位差を作って構造解析を行う試みやなども行われて

いる 128）．閉状態，中間状態から開状態，さらには不活性化
状態の構造を得ることで，ゲーティングサイクルをコンプ
リートすることが，今後の課題である．
複合体構造に関しては，KCNQ1‒KCNE3‒CaM85）やKv4.2‒ 

DPP6S‒KChIP191），Slo1-β4129）などいくつかの例が報告され
てはいるものの，まだ少数である．複合体構造が得られただ
けでは必ずしも機能修飾機構を理解することはできないが，
点変異体などの機能解析を行うにあたり，大きな手がかりと
なる．今後複合体の構造がさらに増えてきて，副サブユニッ
トによる機能修飾機構の理解が深まることが期待される．

KVチャネルは神経細胞，筋細胞などの興奮性細胞はも
ちろんのこと，気管，消化管，腎臓や内分泌器官など，実
にさまざまな臓器で働いており，てんかん，不整脈，難
聴，腎臓病や糖尿病などさまざまな疾患との関連が報告
されている．したがって，これらのいわゆる“チャネル病”
に対処するためには，より特異的な活性化剤，抑制剤の
開発が求められている．これまでにKCNQ4チャネルに活
性化剤の retigabineや抑制剤の linopirdineが結合した構造，
hERGチャネルにブロッカー（astemizole）が結合した構造
などが報告されている 90, 92, 94, 130）．また最近ではKv1.3チャ
ネルに特異的に結合し抑制するナノボディ抗体についても
報告があった 131）．今後ますますこのような報告が増える
ことが期待される一方で，これまでに得られた構造情報を
もとに，既存のあるいは未知の化合物がどのようにイオン
チャネルに結合するのかを，結合シミュレーションなどを
用いて明らかにすることも進めやすくなり，今後のイオン
チャネル創薬のさらなる発展が期待される．
また，上記の疾患に対処するためにも，KVチャネルが

どこで（細胞内局在），どのような形で（複合体構成）機
能するかを知ることが重要となってくるが，そういった情
報は，一部を除いてまだ乏しい．発現，あるいは精製した

図6 KCNQ1＋KCNE1/3のゲーティングモデル
（a） KCNQ1＋KCNE1, KCNQ1＋KCNE3のそれぞれについて，コンダクタンス（開確率G）とVCFにおける蛍光強
度変化（F1, F2）の電位依存性を示す．（b）IntermediateのときにKCNQ1＋KCNE1はイオンを通さないが，KCNQ1＋ 
KCNE3は通す．したがって，KCNQ1＋KCNE1ではF2変化に従って電流が流れるが，KCNQ1＋KCNE3ではF1変
化に従って電流が流れる．
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状態でのKVチャネルの機能，構造はずいぶんと理解が進
んだ．今後は生体内でどのような構造，複合体構成，機能
を持つかを知る段階に進んでいくと思われる．
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