
1 

 

レ ア メ タ ル イ オ ン 選 択 性 を 有 す る イ オ ン チ ャ ネ ル の 創 製  
 

所 属 ：  和 歌 山 県 立 医 科 大 学  薬 学 部 薬 品 物 理 化 学  専 攻  
助 成 対 象 者 ： 入 江  克 雅  

概 要  
原 核 生 物 由 来 の 四 量 体 型 イ オ ン チ ャ ネ ル は 変 異 導 入 に よ っ て さ ま ざ

ま な イ オ ン に 対 す る 選 択 性 が 上 昇 す る こ と が 明 ら か と な っ て い る 。 本
研 究 で は 、 こ れ ら の 変 異 導 入 を 最 適 化 し リ チ ウ ム イ オ ン や ス ト ロ ン チ
ウ ム イ オ ン な ど の レ ア メ タ ル イ オ ン に 選 択 性 を 持 つ こ れ ま で に な い イ
オ ン チ ャ ネ ル の 創 製 を 目 指 し た 。 取 得 し た 変 異 体 の 構 造 解 析 と 電 気 生
理 実 験 に よ り 、 チ ャ ネ ル の 入 り 口 に お け る 水 分 子 の 配 置 や チ ャ ネ ル 内
腔 で の 多 価 イ オ ン の 安 定 化 に よ る イ オ ン 透 過 へ の 重 要 性 が 示 唆 さ れ た 。
そ こ で 、 チ ャ ネ ル 透 過 の 際 の 水 和 イ オ ン に お け る 水 和 水 の 挙 動 を 調 べ
る た め に 分 子 動 力 学 計 算 の 実 験 系 を 構 築 し さ ら な る 詳 細 な 透 過 機 構 の
解 析 を 可 能 に し た 。  

a b s t r a c t  
P r o k a r y o t i c  t e t r a m e t r i c  i o n  c h a n n e l s  i n c r e a s e  t h e  s e l e c t i v i t y  

f o r  v a r i o u s  i o n s  b y  a m i n o - a c i d s  m u t a t i o n .  W e  a i m e d  t o  c r e a t e  

u n p r e c e d e n t e d  i o n  c h a n n e l s  w i t h  s e l e c t i v i t y  f o r  r a r e  m e t a l  i o n s  

s u c h  a s  l i t h i u m  a n d  s t r o n t i u m  i o n s .  S t r u c t u r a l  a n a l y s i s  a n d  

e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  a r r a n g e m e n t  

o f  w a t e r  m o l e c u l e s  a t  t h e  c h a n n e l  e n t r a n c e  a n d  t h e  s t a b i l i t y  o f  

p o l y v a l e n t  i o n s  i n  t h e  i n n e r  v e s t i b u l e  a r e  e s s e n t i a l  f o r  i o n  

p e r m e a t i o n .  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  b e h a v i o r  o f  h y d r a t i o n  w a t e r s  i n  

h y d r a t e d  i o n s  d u r i n g  c h a n n e l  p e r m e a t i o n ,  w e  e s t a b l i s h e d  a n  

e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  o f  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  c a l c u l a t i o n  f o r  

f u r t h e r  d e t a i l e d  p e r m e a t i o n  m e c h a n i s m  a n a l y s i s .  

 

研 究 内 容  
「 背 景 」「 背 景 」「 背 景 」「 背 景 」     

イオンチャネルによる選択的なイオン透過は生命が最初に手にした情報伝達の
手段である。我々の複雑な神経活動もこれによる電気信号の伝播によって達成さ
れる。電気信号のオンオフは特定のイオンのみを透過することができる細胞膜上特定のイオンのみを透過することができる細胞膜上特定のイオンのみを透過することができる細胞膜上特定のイオンのみを透過することができる細胞膜上
の小さな孔であるイオンチャネルの小さな孔であるイオンチャネルの小さな孔であるイオンチャネルの小さな孔であるイオンチャネルによって達成される。我々の神経細胞上では、
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細胞外に豊富なナトリウムイオン
（Na+）を透過するナトリウムチャネ
ル（Nav）と細胞内に豊富なカリウム
イオン（K+）を透過するカリウムチャ
ネル（Kv）が活動電位の伝播と消失を
それぞれ担う。そして、電気刺激によ
る即時的な応答だけでなく、カルシウ
ムチャネル（Cav）によるカルシウム
イオン（Ca 2+）の選択的な透過によっ
て記憶形成などの⻑期的な応答をも可
能になった。存在量の少ない金属（レ
アメタル）は様々な用途があり、これを安定的に取得する方法の確立は重要であ
る。一つのイオンがイオンチャネルの透過にかかる時間は 1 ナノ秒程度であり、
これは 1mg のイオンチャネルが一秒間に、Na+換算で２００ｇのイオンを選択的
に透過することを意味する。イオンチャネルによる高効率で高選択的なイオンの
透過はレアメタルの回収法に期待されるが、レアメタルイオンに対して選択性を
示すイオンチャネルは未だ発見されていない。⽣命の⻑い進化の過程において他
のイオンに選択性を持つチャネルも生じていた可能性は高いが、天然にほとんど
存在しないレアメタルイオンに対して高い選択性を持つチャネルを有することは
生存競争には不利なため淘汰されたのだと考えられる。 

本研究の研究対象である原核生物の Nav（BacNav）は 6 回膜貫通ヘリックスか
らなるサブユニットが四量体を形成することで機能する（図 1A）。高等生物の
Nav と Cav は２回の遺伝子重複によりアミノ酸配列の相同性が高い４つサブドメ
インを含む一本のポリペプチドだが、構成要素は共通であり全体構造は類似して
いる（図 1B）。選択的なイオン透過は C 末端側の二本の膜貫通 α ヘリックス四量
体が形成するポアドメイン（Pore  doma in：PD）が担う（図１A：⿊）。PD のイ
オン透過経路に面する選択性フィルター選択性フィルター選択性フィルター選択性フィルター（図１A：丸囲み）は選択的なイオン透過選択的なイオン透過選択的なイオン透過選択的なイオン透過
に重要な７残基のアミノ酸からなる領域である（図２）。 

Nav は Cav から派生し、Cav のもとになったチャネルは進化の初期段階で Kv
と分岐したと考えられている（図２）。そのため、原始的な原核生物は原始的な原核生物は原始的な原核生物は原始的な原核生物は CavCavCavCav を有すを有すを有すを有す

し、その類縁体にはし、その類縁体にはし、その類縁体にはし、その類縁体にはイオン選イオン選イオン選イオン選
択性が未分化なチャネルがあ択性が未分化なチャネルがあ択性が未分化なチャネルがあ択性が未分化なチャネルがあ
るのではないかるのではないかるのではないかるのではないかと予測しと予測しと予測しと予測した。た。た。た。
この考えのもと、AnclNavAnclNavAnclNavAnclNav     
(Ancestor  l ike  BacNav）と
名付けた新たなチャネル群を
発見し、この中から原核生物

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 1 .  A :  原核生物の N a チャネル
（ B a c N a v）と高等生物の N a v の基本構造  

 
 
 
 
 
 

 

 
図 2 イオンチャネルの進化と選択性フィルター配列  
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で初めてとなる高いカルシウム選択性を持つチャネル（CavMr）の同定に成功し
た (参考文献１：eLife  2020;9:e52828  DOI:  10.7554/eLife.52828)（図２）。そ
して、CavMr の類縁体の NavPp への変異導入によってストロンチウムイオン
（Sr 2+）に高い選択性をもつ変異体チャネルが得られた。さらに、BacNav で最も
構造解析が進むホモログである NavAb については、Li+の透過性が上昇する変異
体を得ていた。このような変異体は進化の過程で失われたレアメタルイオン選択
的なチャネルやそのプロトタイプに相当すると考えられた。 
「目的」「目的」「目的」「目的」    

NavAb の Li+選択性が上昇する変異体 S178A、S178G や NavPp で Sr 2+選択性
が上昇する変異体について構造解析と透過機構の解析から、既存の Nav や Cav と
の比較することで様々なイオンについての選択的な透過に関与する領域を決定す
る。これを最適化することでレアメタルイオンに高い選択性を持つ新奇チャネル
の創製につなげる。 
水溶液中ではこれらのイオンは水和イオンとして存在している。一つのイオン

のイオンチャネルの透過が完了する 1 ナノ秒程度の間に、水和イオンの水和水と
イオンチャネルを構成するアミノ酸の主鎖や側鎖の酸素原子に置換が複数回行わ
れる。これにより、イオンは水溶液中の水和環境と同じ環境を保ちつつ脂質二重
膜を透過できる。すなわちイオンチャネルの酸素原子の配置が特定のイオンに最
適化されることで選択的なイオン透過が達成される。水和イオンの水和水の交換
速度は 100 ピコ秒である。このようなナノ秒程度の微小時間で完了する現象を直
接観察することは困難だが、分子動力学計算では 2 フェムト秒程度の時間分解能
で事象を再現できる。そこで、イオン透過過程の解析にこれを活用する。 

「結果」「結果」「結果」「結果」    
１．変１．変１．変１．変異体の異体の異体の異体の結晶結晶結晶結晶構造解析構造解析構造解析構造解析    
１）  Li+選択性を実現する透過機構の解析  

NavAb の Ser178 に側鎖の小さ
い残基への変異を導入することで
Li+の透過性が上昇することを電
気生理実験により発見していた
（図３）。これらの変異体の結晶
化条件を最適化し分解能の向上を
達成した。分解能の向上により、
得られた結晶構造において Li+選
択性が上がる変異体ではチャネル
開口部が広くなることで野生型に

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 .  L i +

選択性が高い S 1 7 8 G、 S 1 7 8 A 変異体では
L i +
を多く含む細胞外液のときに逆転電位が正側に移

動する。  
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は存在しない水分子が開口部に観測
された(図４右）。Li+は原子番号が
小さくイオン半径が Na+よりも小さ
いため、より強く水と結合する（図
３）。この変異体ではイオンポアが
広がりより水分子が入り込めること
で水和水分子の交換回数が少なくな
ることで、効率の良い透過が可能に
なったと考えている。 

２）新奇イオン選択性を示すチャネルの透過機構の解析  
 Sr 2+選択性が上昇する変異体が得られる NavPp では二価カチオンによる電流の
阻害が起きることが分かっていた（参考文献１）。Sr 2+選択性を上昇させる変異の
探索において、この二価カチオンによる阻害を NavAb で生じる変異体が得られ
た。選択的なイオン透過は選択性フィルター周辺と二価カチオンの相互作用と二
価カチオンの濃度勾配による拡散力が近い時に生じ、二価カチオンによる電流阻
害はフィルターとの相互作用が強い時に生じると考えられる。よって、これらの
変異体の立体構造は二価カチオン選択性に重要な知見を与える可能性が高い。そ
こで、強い阻害を受ける L176Q 変異体と弱い阻害を受ける L176G 変異体の変異
体の結晶構造解析を行った（図５）。この構造から Ca 2+による阻害を受ける変異体
ではチャネル内腔への入り口のカルシウムイオンの滞在が観測され、これが電流
阻害の原因になっていると考えられた。阻害が起こる変異は親水性に富む残基や
嵩の低い残基であったため、チャネル内腔の親水性の向上が Ca 2+の内腔での安定
化に寄与すると考えられた。 

２２２２....分子動力学計算による分子動力学計算による分子動力学計算による分子動力学計算による二価カチオン透過過程の二価カチオン透過過程の二価カチオン透過過程の二価カチオン透過過程の解析法の開発解析法の開発解析法の開発解析法の開発    
構造解析により Li+選択性の向上は水和イオンと水和水の交換効率が影響し、

Ca 2+の選択性フィルターへの相互作用の強さには Ca 2+とチャネル内腔の親水的な

 
 

 

 
 
 

 

 

 

 
図 4 .  S e r 1 7 8 変異体のイオンポア入口周辺の電
子密度：矢印はイオンの透過経路、丸は変異導入

残基を示す。右の変異体ほど L i +
選択性が高い。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 .  Ca 2 +

による電流阻害を受ける L 1 7 6 G , L 1 7 6 Q 変異体の選択性フィルターとイオン内腔
周辺の電子密度。フィルターの内腔入り口において Ca 2 +

による電子密度の増加がみられた。  
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相互作用が寄与することが示唆された。イオンの親水性側鎖や水との動的な相互
作用を知るためには、1 ピコ秒ほどの高い時間分解能が必要になる。分子動力学計
算は高い時間分解能を誇るが、その一方で、イオンの挙動の際現において二価カ
チオンのような多価数のイオンの電荷を正しく見積もれないことに起因する問題
を抱えていた。従来の計算法では、Ca 2+のような二価カチオンは負電荷をもつ選
択性フィルターに強く結合し、本来 Ca 2+による阻害を受けない野生型の NavAb
でも Na+の透過が阻害されてしまう。この問題の解決のために、ECC 法
(Electronic cont inuum correct ion  method)（Melcr et al .  J  Phys .  Chem .  
2018）と呼ばれる、溶液中のイオンの荷電状態を正確に見積もる手法の適用を検
討した。これにより Ca 2+存在下での野生型での Na+の透過を再現することができ
た（図６）。さらに、この条件で阻害を受ける変異体での計算を行ったところ、
Ca 2+存在下での Na+の透過の阻害が観察された。 

３３３３....さらなるさらなるさらなるさらなる AnclNavAnclNavAnclNavAnclNav ライブラリーの取得ライブラリーの取得ライブラリーの取得ライブラリーの取得    
 新たな Anc lNav の遺伝子を 10 種類ほど遺伝子合成により取得し、蛍光検出器
を用いたゲルろ過法によって安定性を評価した。 
「 今 後 」「 今 後 」「 今 後 」「 今 後 」     

本 研 究 は 、貴助 成 金 に よ り イ オ ン 選 択 性 の分子基盤の解明に つ な が る分子 機 構
を 同 定 に 成功し た 。 こ れまで の結果をまと め論文に し 、今後は 得 ら れ た知見 をさ
らに深めるべく次の研究を進める。分子動力学計算法によって Li+選択性が向上す
る変異体での透過イオンと水和水の相互作用を動的に解析し、Li+選択性の向上の
分子基盤を解明す る 。また 、二価カ チ オ ン に よ る阻害を受け る変異体 の解析によ
り 、二価カ チ オ ン と チ ャ ネ ル 内腔と の 相互作用 を変化 させる 要因を明ら か に し、
二価カ チオ ン 選択 性への 応 用に つ なげる。 さ ら に、 Ca 2+の 選 択 的 な透 過 を計算機
上で再現の道が開けたことから、選択的透過を行う主要なイオンである Na+、K+、

 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 6 .  分子動力学計算による Ca 2 +
存在下での野生型での Na +

の透過の再現。グラフは Na +
の細胞外

から細胞内への透過を示す。縦軸はイオン透過経路の細胞内から細胞外への座標（Å）。選択性フィル

ターを構成する 176 番目のアミノ酸の主鎖のカルボニル原子を減点とした。横軸は時間（ナノ秒）。改
善前（左図）では Ca 2 ＋

存在下では Na +
の透過が大きく阻害されるが、改善後（右図）は同量の

Na +
透過が観察された。  
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Ca 2+の イ オ ン が各種選 択 性チ ャ ネル で如何に して分別さ れて い る かを明らか にし
ていきたい。 
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