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学位論文内容要旨 

改変遺伝子導入培養細胞系を利用した 

新規２ポアドメイン型カリウムチャネル作用薬の探索方法の開発と応用 

川﨑 桂輔 

K2P チャネルは細胞外の pH、温度、脂質、機械刺激など、多くの因子によりチャネル活性を

変化させる性質を持つ特徴的な K+チャネルである。K2P チャネルの多くは静止膜電位において

開口しており、リーク K+電流を担うことで、膜電位及び発火閾値の制御に加え、膜電位の再分

極にも寄与している。さらに、K2P チャネルは K+の輸送を始め、細胞容量の調節により、多様

な細胞の機能の維持にも関わっている。近年の研究により、K2Pチャネルは様々な疾患との関連

性が示唆されていることから、K2Pチャネルは有望な創薬標的として注目されている。しかし、

コストとデータの正確性の観点から K+チャネルを標的としたハイスループットスクリーニング

（HTS）を完全に満足させる方法は存在していなかった。 

本研究室ではこれまでに、イオンチャネルを標的とした HTS 方法を開発し、hERG チャネル

を始めとした複数の電位依存性 K+チャネルに適応可能であることを示してきた。本研究におい

ては以上の方法を改良し、高効率かつ高正確性である新規の方法を開発した。そして、現状で

は K2Pチャネルに選択的な作用薬の報告は少ないため、本研究では K2Pチャネル作用薬を発見す

る目的で、開発した方法を用いて実際に TASK-3 チャネルを標的としたスクリーニングを行っ

た。その結果、87 のヒット候補化合物が得られ、パッチクランプ法を用いた 2 次評価の結果よ

り、これらの化合物群の内から TASK-3チャネル阻害作用を有するものを見出した。 

以上より本方法は、K2P チャネルを標的とした HTS における新規の重要な選択肢となりうる

と考えられる。 
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第 1章 序論 

 

１－１ 2ポアドメイン型 K+チャネル（K2Pチャネル） 

 K+チャネルは活動電位の波形及び持続時間の形成、静止膜電位の制御、内分泌の調節、上皮

細胞機能、さらに Ca2+活性化 K+チャネルにおいては興奮刺激の減衰において重要な機能を担っ

ている 1。K+チャネルは構造的な差異から現在、Ca2+活性化 K+チャネル、 内向き整流性 K+チャ

ネル、 2 ポアドメイン型 K+チャネル、及び電位依存性 K+チャネルの 4 つのファミリーに分類

されている 2-5。K+チャネルはほぼすべての細胞において発現しており、細胞内においてはこれ

らの多様な K+チャネルが協奏して様々な生体機能を厳密に制御している。 

K2P チャネルは 6 つのサブファミリーに分類され、15 種類のサブタイプが存在している（表

1）。K2Pチャネルはこれらのサブタイプの内の一つである TWIK-1（Tandem of pore domains in a 

weak inward rectifying K+ channel）が DNAデータベースマイニングにより最初に発見された 6。

その後、合計 14個のサブタイプがクローニングされ、構造と機能の類似性から TREK （TWIK-

related K+ channel）、TASK （TWIK-related acid-sensitive K+ channel）、TALK（TWIK-related 

alkaline pH-activated K+ Channel）、THIK（Tandem pore domain halotane-inhibited K+ channel）、

TRESK (TWIK-related spinal cord K+ channel）の 6個のサブファミリーに分類された。 

K2Pチャネルは 4つの膜貫通部位を持ち、2つのポアドメインを有する構造が特徴的な K+チャ

ネルである（図 1）。K2P チャネル分子間で Cap と呼ばれる構造が疎水性相互作用して Coiled-

Coil 構造を作ることで 2 量体を形成し、機能的な K+チャネルが構築される 7。生体内において、

K2P チャネルは細胞外の pH、温度、脂質、機械刺激など、多くの因子によりチャネル活性を変

化させる性質を持つ 2。そして、K2P チャネルの多くは静止膜電位において開口しており、リー

ク K+電流を担うことで、膜電位及び発火閾値の制御に加え、膜電位の再分極にも寄与している

8。これにより、K2P チャネルは多様な細胞の機能の維持に関わっていることが明らかとなって

いる 9。 
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図 1 2ポアドメイン型 K+チャネルの構造的特徴 

 2 ポアドメイン型 K+チャネル（K2Pチャネル）は 4

回膜貫通型のカリウムチャネルであり、1 つのチャネ

ルサブユニット内に 2 つのポアドメインを含む。第 1

膜貫通領域と 1 つ目のポアドメインの間に大きな細

胞外ループを持つ。ループ中に含まれる Cap 構造が

疎水性相互作用により、2分子間で Coiled-Coil構造を

構築することで 2 量体となり、K2P チャネルは機能的

なカリウムチャネルを形成する。K2P チャネルは

pH、温度、脂質、機械刺激など、多くの因子により

制御される。 

 

表 1 K2Pチャネルの分類と特徴（Enyedi, P., et al., Physiol. Rev., 2010を参考に作製） 
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１－２ K2Pチャネルの機能と生理的意義 

近年の研究から、K2Pチャネルは循環器疾患、神経疾患、代謝疾患に関与していることが明ら

かとなっており、重要な創薬標的として注目されている。慢性心房細動を発症した患者の心房

筋においては TASK-1 チャネルの発現量が増大し（発作性心房細動患者においては 37.4 %、慢

性心房細動の患者においては 64.0 %の発現量の増大がウェスタンブロット法により観察され

た。）、TASK-1 チャネルの電流は 3.1 倍に増加していた。これにより、活動電位持続時間が短縮

されることで、心房細動が悪化すると考えられている 10, 11。以上より、TASK-1チャネル選択的

阻害薬は慢性心房細動の新規治療薬として期待されている。また、伸展刺激により活性化され

る K2Pチャネルの 1 つである TREK-1 は、ヒトの心房筋及び心室筋において機能発現しており、

心臓の拍動を電気刺激として変化しフィードバックする機構に関与していることが示唆されて

いることから 10、TREK-1チャネルも不整脈の治療標的として注目されている。 

副腎皮質球状層においては、TASK-1 チャネル及び TASK-3 チャネルが発現していることが報

告されている 12。副腎皮質球状層はレニン-アンジオテンシン系により制御を受けてアルドステ

ロンを産生することで血圧を調節する組織である。昇圧ホルモンのアンジオテンシン II により、

TASK チャネルの機能が抑制され、副腎皮質球状層細胞の膜電位が脱分極する 13 。以上の機構

により、TASK-1 チャネルは、アルドステロンの分泌を制御していることが示唆されているこ

とから、特発性高アルドステロン症に関与している可能性が示されている 14, 15。 

TREK-1チャネル及び TRAAKチャネルは脊髄後根神経節の神経細胞において高発現している

16, 17。そして、TREK-1 チャネルノックアウトマウスにおいては熱、及び疼痛刺激に対する感受

性が亢進していた 16。TRAAKチャネルノックアウトマウスにおいても痛覚過敏、及び熱に対す

る感受性の亢進を示した 17。さらに、TREK-1及び TRAAKチャネルダブルノックアウトマウス

においてはより強い痛覚・温感の亢進が見られた 17。以上のことから TREK-1 チャネル及び

TRAAK チャネルは疼痛知覚において重要な役割を果たしており、急性及び慢性の疼痛疾患の

創薬標的として非常に有望であると考えられている。 

その他にも多くの K2P チャネルのサブタイプにおいて、表 2 のように様々な疾患との関連性

が示唆されている。以上から、K2Pチャネルはこれらの疾患の有望な創薬標的として注目されて

いる。 
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１－３ イオンチャネルを標的としたハイスループットスクリーニング（HTS）の現状 

これまでに述べたように、K2Pチャネルの作用薬は様々な疾患において有望な創薬標的と考え

られているが、これらの K2P チャネルに特異性の高い化合物は未だほとんど見つかっていない。

この理由として、現在、K+チャネルを標的とした HTS において適切でない方法が使用されてい

ることが考えられる。K+チャネルの HTSには、現在、Thallium (Tl+) flux（TF）アッセイが頻繁

に用いられている 18, 19。 TF アッセイでは、Tl+感受性蛍光指示薬を用いて、細胞外に添加した

Tl+ の細胞内への流入を測定している。Tl+は Rb+のような K+の同族元素ではないが、Rb+と同様

に K+チャネルを透過する。しかし、Tl+は K+チャネルの活性を変化させること 20や、K+チャネ

ル以外のイオンチャネルにおいて高い透過性を示すことが報告されており 21、その挙動は K+の

ものとは明らかに異なる。さらに、K+チャネルの膜電位を深くするという本来の機能は、K+の

流出が重要であるにも関わらず、TF アッセイは Tl+の流入方向のイオンの流れしか測定をする

表 2 K2Pチャネルと関連疾患 

阻害によって治療効果が期待できるものを青字で、活性化によって効果が期待できるものを黒字で示

した。 
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ことができない。以上の理由から、TF アッセイは、データの正確性という点において K+チャ

ネルの HTS に適しているとは言えない。したがって、K2Pチャネルを標的とした創薬には K+チ

ャネルの静止膜電位の形成といった、K+本来の機能を正確に測定することができる方法でスク

リーニングをすることが必要である。膜電位感受性蛍光色素を用いたアッセイ法は、高いスル

ープットを有するが、アーチファクトの生じる危険性がしばしば指摘されている。一方で、イ

オンチャネル機能アッセイ法のゴールドスタンダードであるオートパッチクランプ法は、デー

タの正確性は非常に高いものの、データの取得にかかる費用が膨大である。したがって、15 種

類存在する K2P チャネル全てに対し、化合物の作用を網羅的にプロファイリングすることは大

変困難である。以上より、K2P チャネルの HTS を完全に満足させる方法は未だ存在せず、静止

膜電位の形成という K+チャネルの本来の機能を正確に測定することができ、同時に低コストか

つ高効率である方法が求められている。 

 

 

１－４ 新たな HTS方法の開発の経緯・本研究について 

これまでに本研究室では改変遺伝子導入培養細胞系を用いて、脱分極刺激による 1 発の活動

電位発生により細胞死を起こすモデル細胞を作製し、本細胞が hERG チャネルを始め、多くの

電位依存性 K+チャネルに対する化合物の評価に応用できることを示してきた 22-24（図 2）。本方

法は、イオンチャネルを介したイオンの流れによる膜電位変動を細胞死として容易かつ正確に

検出できるセルベースドアッセイ系（特許第 5884222 号 「イオンチャネルに作用する化合物の

スクリーニング用材料及びその利用」）であるが、細胞に活動電位を惹起させるために白金双極

電極を用いて電気刺激を加える必要がある。そのために、ハイスループット化のために電気刺

激用の特殊な装置が必要であるという課題を抱えていた。 

そこで、本研究ではこれまでに開発した方法を基にして、創薬標的として注目されている

K2P チャネルの HTS に応用可能なセルベースドアッセイ系を新たに考案し、スループット及び

簡便性の向上を目指した。さらに、実際に化合物ライブラリーを用いたスクリーニングを実施

した。 
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１－５ イオン恒常性の破綻による細胞死 

  アポトーシスは非常に緻密に制御されたプログラムに基づく細胞死であり、生体のホメオ

スタシスを維持する上で無くてはならない重要な細胞機能である。今日までの研究により、イ

オンの流出入により細胞質及び細胞内オルガネラのイオン濃度、細胞容量、そして細胞膜電位

が変動することが、細胞死において不可欠なプロセスであることが明らかにされている。さら

に、癌などのアポトーシスが障害された組織においては、そのほとんどがイオンチャネルの発

現変化を伴っていることも多く報告されている 25。以上より、アポトーシスにおいてイオンの

変動は重要な役割を担っていることが分かる。アポトーシスと最も関連が深いイオンは Ca2+で

あり、現在も多くの研究がなされている。一方で Na+に関しては報告が少なく、Na+のアポトー

シスに対する関与は未だ不明な点が多い。そこで、本研究においては、Na+の大量流入により試

験細胞に生じる現象を詳細に調べた。 

  

図 2 本研究室においてこれまでに開発してきたスクリーニング方法で使用する核となる技術「一

発の活動電位で細胞死を起こす細胞」の概要図 

 本細胞は不活性化の遅い変異型 Na+チャネルと静止膜電位を深くする K+チャネルを定常発現させ

た細胞である。この細胞に脱分極刺激を与えることで変異型 Na+チャネルが活性化し、持続的な活動

電位が生じる。これにより Na+が急激に流入することで、細胞内イオン恒常性が破綻し細胞死が引き

起こされる。（特許第 5884222号 「イオンチャネルに作用する化合物のスクリーニング用材料及び

その利用」） 
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第 2章 実験方法 

 

２－１ 不活性化が非常に遅い変異型 Na+チャネルの構築 

 電位依存性 Na+チャネル（Nav チャネル）は 24 回膜貫通型の Na+チャネルであり、6 つの膜

貫通セグメント（TM）が 4 回繰り返された構造をしている（図 3）。図のように Nav チャネル

を 4 つのドメインに分類すると、それぞれの 4 回目の膜貫通セグメント（TM4）は正電荷を多

く帯びている。TM4 が電位センサーとして機能することで、Nav チャネルは電位依存性のイオ

ンチャネルとして働く。Nav チャネルの第 3 ドメイン（D3）と第 4 ドメイン（D4）の間にある

リンカーに疎水性アミノ酸残基であるイソロイシン、フェニルアラニン、メチオニンの 3 つが

含まれる IFMモチーフが存在する。IFMモチーフを全てグルタミン（IFM/QQQ）に置換するこ

とで、Nav チャネルの不活性化が非常に遅くなることが報告されている 26, 27。本研究では

hNav1.5 チャネルをベースにして不活性化が非常に遅い変異型 Na+チャネル（IFM/QQQ チャネ

ル）を作製し、実験に用いた。 

 IFM/QQQ チャネルを含む哺乳類細胞発現コンストラクトは、Quick Change Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いて、pcDNA3.1(+)に組み込まれた hNav1.5（NM_198056.2）を

鋳型として部分的に塩基配列に変異を加えることで作製された。IFM/QQQ チャネルの作製に用

いたプライマーは以下に示した。 

1485IFM/QQQ変異導入用プライマー 

5’ ‐ t t a g g g g g c c a g g a c c a a c a a c a g a c a g a g g a g c a g a a ‐3’ 

5’ ‐ t t c t g c t c c t c t g t c t g t t g t t g g t c c t g g c c c c c t a a  ‐3’ 

IFM/QQQチャネルは本研究室において藤井博士により作製された 24。 
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２－２ 本研究における技術の核となる「脱分極刺激で誘発される活動電位により細胞死が引

き起こされる細胞（試験細胞）」の樹立 

 試験細胞の樹立において使用された細胞株は、ヒト胎児腎由来細胞株（HEK293 細胞）であ

り、ヒューマンサイエンス研究資源バンクより入手した。 

HEK293細胞は 10 % Fatal Bovine Serum (FBS) (Invitrogen, Sigma, もしくは GIBCO)、10 mg/mL 

penicillin（和光純薬）、10 mg/mL streptomycin（明治製菓）を加えた Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium（D-MEM）（和光純薬）を使用して 5% CO2インキュベーター内で培養した。 

図 3 不活性化が非常に遅い変異型ナトリウムチャネル（IFM/QQQチャネル） 

A：電位依存性 Na+チャネルの構造の模式図を示した。電位依存性ナトリウムチャネル（Navチャネ

ル）は 6個の膜貫通セグメント（TM）を 1つの単位として、4個のドメイン（D1~D4）より構成され

ている。TM4は正電荷を帯びた残基が多く含んでおり、電位センサーとして機能する。Nav1.5チャ

ネルの D3と D4の間にあるリンカー部分には 3つの疎水性残基のイソロイシン（I1485）、フェニル

アラニン（F1486）、メチオニン（M1487）で構成される IFMモチーフが存在する。IFMモチーフは

Navチャネルの不活性化において重要な役割を担っているため、Navチャネルにおいてこれらのアミ

ノ酸をすべてグルタミン（I1485Q, F1486Q, M1487Q）に置換されることで不活性化が非常に遅くなる
26。本研究においては以上の変異型ナトリウムチャネルを IFM/QQQチャネルと表記し、実験に用い

た。 

B：野生型の Nav1.5チャネルのホールセルパッチクランプ法により測定される代表的な電流を示し

た。 

C：変異型 Na+チャネル（IFM/QQQチャネル）のホールセルパッチクランプ法により測定される代表

的な電流を示した。 
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試験細胞は HEK293 細胞に 2 つの下記のように 2 つの遺伝子を定常発現させることで、本研

究室において藤井博士により樹立された 24。1 つ目の遺伝子である hKir2.1（NM_000891.2）の

cDNA を pcDNA3.1/zeo(+)にサブクローニングして作製した哺乳類発現コンストラクトを、

Lipofectamine2000（Invitrogen）を使用したリポフェクション法により HEK293 細胞にトランス

フェクションし、後に 0.2 g/L zeocin（Thermo Fisher Scientific）を含有する培地に交換すること

で zeocin 耐性株を選出し、クローン化することで Kir2.1 定常発現細胞を得た。さらに、

IFM/QQQ チャネルの cDNA を pcDNA3.1(+)にサブクローニングして構築した IFM/QQQ の哺乳

類発現コンストラクトを Lipofectamine2000 によるリポフェクション法により Kir2.1 定常発現細

胞にトランスフェクションし、後に 2 g/L G418（和光純薬）を含有する培地に交換することで

G418 耐性株を選出し、クローン化することで Kir2.1 及び IFM/QQQ チャネルの定常発現細胞

（試験細胞）を樹立した。Kir2.1及び野生型 hNav1.5チャネルを定常発現する Nav1.5WT+Kir2.1

細胞も同様の方法で作製した。これらの定常発現細胞は、導入した遺伝子の発現低下を防ぐた

めに、実験時以外は常に 0.1 g/L zeocin、1 g/L G418、10 % FBSを添加した D-MEMを使用して

培養した。しかし、試験細胞を長期間培養することにより IFM/QQQ チャネルの電流が顕著に

減少する傾向があった。変異型 Na+チャネルの電流の減少は、mexiletine を培地に添加して培養

することで回復することが報告されている 28, 29。そして、試験細胞においても、mexiletine を培

地に添加して培養することで電流が回復した 24。以上の理由から、実験に使用する試験細胞は

300~600 μM mexiletineを培地に加えて培養することで、IFM/QQQチャネルの電流を回復または

維持させた。 

 

 

２－３ 組み換えウイルスベクターの構築、及び遺伝子導入 

 創薬標的である 3 つ目のイオンチャネルは、組み換えバキュロウイルスベクター、もしくは

組み換えレンチウイルスベクターを使用して試験細胞に一過性又は定常的に発現させた。組み

換えバキュロウイルスベクターは以下のように作製した。 

 組み換えバキュロウイルスベクターの構築には順天堂大学の村山尚准教授より入手した

pFastBac1 (Thermo Fisher Scientific) に CMV-IE プロモーター、 woodchuck hepatitis virus 

posttranscriptional regulatory element（WPRE）配列、及び VSV-G を組み込んだベクター（pFB-

VSVG-CMV-WPRE）を使用した 30。CMV-IE プロモーターにより導入遺伝子の転写を増加させ、

WPRE 配列は遺伝子転写後の mRNA の安定性を高めることにより、導入遺伝子のタンパク質発
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現量を増加させる。また、VSV-G は水疱性口内炎ウイルスのエンベロープ糖タンパク質であり、

ウイルスベクターの細胞への感染効率を向上させる目的で使用した。TASK-1 チャネル

（NM_002246）Δi20 変異体 31、TASK-3 チャネル（NM_001282534）、TREK-1 チャネル、Ca2+活

性化 K+チャネル（SK2チャネル、SK4チャネル）、もしくは GFPの cDNAを pFB-VSVG-CMV-

WPRE に組み込み、Bac-to-Bac システム（Thermo Fisher Scientific）を使用して組み換えバキュ

ロウイルスベクターのゲノムである Bacmidを得た。 

 得られた Bacmidを Sf9細胞（Thermo Fisher Scientific）に Cellfectin II（Thermo Fisher Scientific）

を使用してトランスフェクションし、Sf-900IIISFM 培地（Thermo Fisher Scientific）中で 3 日か

ら 7 日間培養した。完成したバキュロウイルスベクターは細胞から培地中へ放出されるため、

培養上清を回収し、1000  G, 4 ℃, 10 minの条件で遠心分離し、組み換えバキュロウイルス液を

得た。 

 試験細胞にイオンチャネル遺伝子を導入する際には、培養培地の 10 %以下となるようにウイ

ルス液を加え、16時間以上 37℃で 5  % CO2の条件で培養した。 

 レンチウイルスベクターは Addgeneより入手した pLenti-puro（Addgene plasmid # 39481）32、

pMD2.G（VSV-G発現プラスミド、Addgene plasmid # 12259）、及び psPAX2（パッケージング

プラスミド、Addgene plasmid # 12260）の 3 つを使用した。pLenti-puro に TREK-1 チャネル、

TASK-2 チャネル、TASK-3 チャネルをサブクローニングし、Cellmatrix Type I -C（新田ゼラチ

ン）を使用してコラーゲンコートしたディッシュに播種した Lenti-X 293T（Clontech）に対し、

Polyethylenimine（Polysciences）を使用して pMD2.G 及び psPAX2 とともにトランスフェクショ

ンを行った。その後、約 48 時間培養し、培養上清を 1250 rpm、5min の条件で遠心することで、

組み換えレンチウイルス液を得た。 

 試験細胞にイオンチャネル遺伝子を導入する際には、35 mm ディッシュに培養した試験細胞

に対し培地の 20分の 1のレンチウイルス液を加え、2日後に 2 μg/mL puromycin（Invivogen）を

添加し、薬剤耐性を獲得した細胞を選別することで TREK-1 チャネル、TASK-2 チャネル、

TASK-3 チャネルを定常発現した試験細胞（スクリーニング用細胞、後述）を得た。ここで得

た定常発現細胞は導入遺伝子の発現低下を防ぐために、実験時以外は常に 0.1 g/L zeocin、1 g/L 

G418、2 μg/mL puromycin、10 % FBSを添加した D-MEMを使用して培養した。 
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２－４ whole-cell patch clamp法による細胞膜電位及び電流の測定 

 細胞膜電位、及び電流は whole-cell patch clamp法 33を用いて行った。外径 1.04~1.08 mmの芯

入りガラス管からマイクロピペットプラー（P1000、Sutter Instrument）により測定ガラス電極を

作製し、顕微鏡下で熱加工して実験に用いた。本実験においては、電極内を細胞内液で満たし

た際に電極抵抗が 2~5 MΩ であったものを使用した。細胞を播種したガラス片を測定チャンバ

ー上に置き、チャンバーを細胞外液によって満たした。顕微鏡下において水圧式微動マニュピ

レーター（MMW203、成茂科学）を用いてガラス片上の細胞に測定ガラス電極を当て、パッチ

クランプ標本を作製した。標本より得られた信号は、パッチクランプ用の電流増幅器（CEZ-

2400 amplifier、日本光電）及びデータ取得解析システム（Digidata 1440A 及び pClamp software 

ver. 10、Molecular Devices）を使用して記録・解析した。 

 

 

２－５ MTTアッセイによる細胞生存率の測定 

 細胞生存率の測定には 3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenylterazolium（MTT, Sigma Aldrich）

を用いた MTT アッセイにより行った。MTT はミトコンドリアの脱水素酵素により開裂し、紫

色のホルマザン色素を生成する。その色素生成量はミトコンドリア酵素活性を持つ生細胞の数

に相関することから、細胞の増殖・毒性評価に広く用いられている。 

 本実験においては Yamazaki らの方法を参考に MTT アッセイを実施した 34。PBS(-)に溶解し

た 5 mg/mL MTT溶液を培地の 10分の 1の量（培地 100 μLあたり、MTT 10 μL）となるように

加え、37℃で 4 時間培養した。生成したホルマザン色素は水に不溶であり、細胞内に蓄積して

いるため、培地と等量の溶解液（培地 100 μLあたり、溶解液 100 μL）である 20 % SDS / 50 % 

DMF 溶液を加え 37℃で 4 時間以上インキュベートし、色素を可溶化した。色素を完全に溶解

させた後、マルチスキャン JX (Ver1.1, Thermo Labsystwms)により測定波長: 595nm、参照波長: 

650nmにおける吸光度を測定し細胞生存率を評価した。  

 

 

２－６ 新規スクリーニング方法のプロトコル 

新規スクリーニング方法のプロトコルは以下の通りである。PLL コートをしたマルチウェル

プレートに細胞を播種し、48~72 時間 37℃、5 % CO2 の条件で培養した。組み換えバキュロウ

イルスベクターにより、3 番目のイオンチャネルを発現させる場合は、細胞の播種から 24～48
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時間後にウイルス液を加えた。24 ウェルプレートを用いた実験では、培養液を完全に吸引除去

し、フィルター滅菌した実験用緩衝液 500 μLをウェルの壁を伝うようにできる限り静かに加え、

約 15分間静置したのちに再び吸引除去することで培養液成分を完全に洗い流した。次に、被験

薬を含む実験用緩衝液 500 μLを加え、約 10分間静置し、20 mM BaCl2溶液を 5 μLずつ終濃度

が 200 μMとなるように各ウェルに加え、37℃で 12~16時間培養した。後に前述の MTTアッセ

イにより細胞生存率の評価を行なった。 

96ウェルプレートを用いた実験では Multi Works 508（MSTechnos）を使用して細胞の洗浄を

行なった。100 μL充填された 96ウェルプレートに対し、すべてのウェルに同時に細胞外液 200 

μLを壁面に伝わせるように可能な限り静かに加え、撹拌し、200 μLの液を静かに除いた。これ

を合計 6 回繰り返し、全てのウェルに同時に 2 倍濃度に調整した試薬及び 400 μM BaCl2を 100 

μL を加え、37℃で 12~16 時間インキュベートし、MTT アッセイにより細胞生存率の評価を行

なった。吸光度の測定にはマルチスキャン JX (Ver1.1)、又は ARVO MX (1420 Multilabel Counter; 

PerkinElmer Inc.)を使用した。 

 

 

２－７ 膜電位感受性蛍光色素を用いた膜電位測定 

 細胞膜電位の変化を膜電位感受性蛍光プローブである DiBAC4(3)（DOJINDO）を使用して測

定した。色素濃度が 100 nM となるように細胞外液に加えて細胞に負荷し、共焦点レーザー顕

微鏡（AR1、ニコン）を用いて、488 nmのレーザーで励起した時の 525～555 nmの蛍光を 5秒

毎に測定した。色素の負荷を開始したのち、蛍光強度が安定してから実験を始めた。解析は、

取得した蛍光強度（F）を、実験の最後に 140 mM K+ HEPES を還流して細胞を近似的に 0 mV

に脱分極させた際の蛍光強度（F140K）で規格することにより行った（F/F140K）。 

 

 

２－８ 蛍光色素を用いたミトコンドリアの膜電位測定法 

 ミトコンドリアの膜電位は Tetramethylrhodamine, ethyl ester（TMRE、Molecular Probes）を用

いて測定を行った。96 ウェルマイクロプレートに播種した細胞を「６．新規スクリーニング方

法のプロトコル」の方法により 200 μM Ba2+で処置した。4 時間後に 100 nM となるように

TMRE を細胞外液に加え、37℃で 30 分間インキュベートしたのち、Operetta オールインワン・

ハイコンテンツイメージングシステム（PerkinElmer）を使用して測定した。 
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２－９ Ca2+感受性色素を用いた細胞内 Ca2+濃度の測定 

 細胞内 Ca2+濃度の測定は Fluo-4 AM（Molecular Probes）を使用して行った。PLL コートした

ガラス片に播種された試験細胞に 3 μM Fluo-4 を室温で 30 分間負荷し、ガラス片を細胞外液で

満たした白金双極電極付きの測定用チャンバーに移し、電気刺激装置（SEN-3301、日本光電）

により脱分極刺激を与えた。測定には共焦点レーザー顕微鏡（AR1、ニコン）を用いて、488 

nmのレーザーで励起した際の 525～555 nmの蛍光を 5秒毎に取得した。試験細胞において持続

的な活動電位が生じていることを確認する目的で膜電位感受性蛍光色素の 1 μM Oxonol V 

（Aldrich Chemical）を負荷し、640 nm のレーザーで励起した際の 662~737 nm の蛍光を Fluo-4

と同時に測定した。実験の最後に 10 μM ionomycinを含む 140 mM K+ HEPESを還流し、Fluo-4

の最大のシグナル（Fmax）及び細胞を近似的に 0 mV に脱分極させた際の Oxonol V の蛍光強度

（F140K）を測定した。解析は、Fluo-4 ではシグナル（F）を Fmax で規格し（F/Fmax）、Oxonol V

は F140Kで規格することにより行った（F/F140K）。 

 

 

２－１０ 細胞死の測定 

 細胞内から外への LDHの漏出は Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST（DOJINDO）を使用した。

細胞培養上清を 10 μL採取し、384ウェルマイクロプレートに移して反応に用いた。解析は x時

間経過時点で得られたシグナル（LDHxh）を、Kitに付属の Lysis bufferを添加して 30分間 37℃

でインキュベートすることで細胞を完全に溶解し、全ての LDH を放出させたときのシグナル

（LDHtotal）により、規格することで行った（LDHxh/LDHtotal）。 

 Ptd-L-Ser の細胞外への露出は CytoGLO pSIVA-IANBD Apoptosis / Viability Kit（Novus 

biologicals, LxLC）を用いて測定した。本研究においては同時に、生細胞の膜透過性がなく、死

細胞の核を染色する PI（Propidium Iodide）により共染色をした。細胞膜の完全性が失われた細

胞においてのみ PI により核が染色されるため、細胞膜が破綻する細胞死であるネクローシス、

及び後期アポトーシスを判別する目的で使用した。蛍光の測定には Operetta オールインワン・

ハイコンテンツイメージングシステムを用いてデータの取得を行った。 

 カスパーゼの活性は蛍光色素の SR-FLICA Poly Caspase Assay Kit（ ImmunoChemistry 

Technologies, LLC）を用いて評価した。色素を添加し 37℃で 1 時間培養した後、Operetta オー

ルインワン・ハイコンテンツイメージングシステムを用いて蛍光画像を取得した。 
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２－１１ ルシフェラーゼアッセイによる細胞内 ATP量の測定 

 細胞内の総 ATP 量の測定には、『細胞の』ATP 測定試薬 Ver.2（東洋ビーネット）を使用し

た。「2-6．新規スクリーニング方法のプロトコル」に従って 96 ウェルプレートに細胞を播種

したのち、溶媒もしくは 200 μM Ba2+を加えた。x時間経過時に培養上清を吸引除去し、ATP 測

定試薬及び実験用緩衝液を等量混合した溶液 50 μL 加えピペッティングにより細胞をウェルか

ら剥離し、黒色の 384 ウェルプレートに 40 μL を移し採り、1000 rpm、30 秒で遠心したのち、

発光を測定した。 

 

 

２－１２ 溶液組成 

 実験用緩衝液 

137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM HEPES 

（pHは NaOHを使用して 7.4又は 8.4に調製した。） 

 

 膜電位、及び膜電流測定用 

細胞外液：137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM 

HEPES （pHは NaOHを使用して 7.4又は 8.4に調製した。） 

140 mM K+溶液：5.9 mM NaCl, 137 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 

10 mM HEPES （pHは KOHを使用して 7.4に調製した。） 

16/40/90 mM K+溶液は、細胞外液と 140 mM K+溶液を一定の比率で混合することにより

調製した。 

細胞内液：140 mM KCl, 4 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 2 mM Na2ATP, 0.05 mM EGTA （pH

は KOHを使用して 7.2に調製した。） 

 

 SKチャネル電流測定用 

細胞外液：137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM 

HEPES （pHは NaOHを使用して 7.4に調製した。） 

細胞内液：140 mM KCl, 2.8 mM MgCl2, 4.2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 2 mM Na2ATP, 5 mM 

EGTA （pHは KOHを使用して 7.2に調製した。pCa は 6.0に固定した。） 

 

 

２－１３ 使用薬物 

塩化バリウム、塩化コリン、Staurosporine（和光純薬） 

メキシレチン塩酸塩、Gramicidin、8-Br-cAMP、UCL1684（Sigma-Aldrich ） 
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Ionomycin、NS309（Alomone） 

ML365、PK-THPP、DCEBIO（Tocris Bioscience） 

TRAM34（Santa Cruz Biotechnology） 

Losartan potassium（LKT Laboratories） 

Atropine sulfate monohydrate（東京化成工業） 

 

 

２－１４ 統計処理 

 実験の結果は全て平均値±標準誤差として表記した。二群の標本間の有意差検定は F 検定の

後、t 検定を行った。多群の標本間の比較には ANOVA の後、Tukey の多重比較法を行った。図

における記号の*及び#は危険率 5 %、**及び##は危険率 1 %で有意な差があることを表す。用

量作用曲線（Dose-Response curve）は Hillの式（y =1/{1+(D/EC50)n}, y =A+(1-A)/{1+(D/IC50)n}）

によりフィッティングを行うことで算出した。 

D: 薬物濃度、EC50: 50 %有効濃度、IC50: 50 %阻害濃度、A:薬物非感受性成分、n: ヒル係数 
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第 3章 実験結果及び考察 

 

３－１ Ba2+による脱分極刺激により細胞死を起こす細胞株 

 

３－１－１ Ba2+により試験細胞は持続的な活動電位を生じる 

 本研究で主に使用している細胞は①静止膜電位を深くする内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1

チャネル）と、②不活性化の遅い変異型電位依存性 Na+チャネル（IFM/QQQ チャネル）を定常

発現させた HEK293 細胞（以下、「試験細胞」）である。ホールセルパッチクランプ法により

求められた試験細胞の静止膜電位は-78.4±1.6 mV（n=6）であった（図 4）。ネルンストの式よ

り算出される K+の平衡電位は-80.9 mVであることから、試験細胞においては Kir2.1チャネルが

高発現しているため、静止膜電位が非常に深く維持されていることが示された。試験細胞に

100 μM Ba2+を添加することで、細胞膜電位が徐々に上昇していくのが見られた。そして、膜電

位がある一定の値に到達したところで、急激かつ持続的な脱分極が見られた。Ba2+処置後に見

られた膜電位のピークの値は+40.0±2.1 mV（n=6）であった（図 4）。ネルンストの式により算

出された Na+の平衡電位である+90.8 mV に非常に近づいた点、膜電位が 0 mV を上回っている

点から、試験細胞において Ba2+処置により生じた持続的な脱分極は Na+の透過性の亢進による

持続的な活動電位であることが示唆された。 

 

 

  

図 4：試験細胞（Kir2.1 チャネル

及び IFM/QQQ チャネル）におけ

るホールセルパッチクランプ法を

用いた電気生理学的解析 

 ホールセルパッチクランプ法の

電流固定モードにより試験細胞の

膜電位の解析を行なった。A：100 

μM Ba2+の処置による細胞膜電位の

経時変化、B：静止膜電位、及び

Ba2+添加後に観察された脱分極の

ピークの膜電位をそれぞれ示した

（n=6）。 

 



17 

 

３－１－２ 持続的な Na+流入による細胞生存率への影響 

 持続的な活動電位が生じることで細胞に何らかの影響を与えると考え、MTT アッセイ法を用

いて細胞の生存率を測定した。MTT アッセイにおいては、細胞内の脱水素酵素により MTT が

還元され有色のホルマザン色素を生じるため、生きている細胞のみが色素により染色される。

Ba2+添加前はほとんどの細胞が染色されており、細胞が生存しているが、200 μM Ba2+処置後は

未染色の細胞が急増することから、細胞死が亢進していることが明らかとなった（図 5A）。溶

解液によりホルマザン色素を溶出させ、吸光度を測定することで細胞生存率を測定した（図

5B）。コントロールの細胞生存率を 1 とし、解析をしたところ Ba2+処置により細胞の生存率が

0.37±0.0071となり、約 63 %の細胞が死んでいることが明らかとなった。電位依存性 Na+チャネ

ルの阻害薬である 300 μM メキシレチン塩酸塩（MEX）を添加することで細胞の生存率は

0.97±0.011となり、Ba2+により誘発された細胞死がほぼ完全に抑制される結果となったことから、

Ba2+により誘発される細胞死は IFM/QQQチャネルの活性化により引き起こされていることが示

された。さらに、Ba2+存在下における細胞生存率の用量作用曲線を取得したところ IC50 値は

36.0±3.0 μM となった（図 5C）。ホールセルパッチクランプ法により得られた Kir2.1 チャネル

に対する Ba2+の IC50値は 16.2 μM35 と報告されており、今

回得られた IC50 値と非常に近いことから Ba2+による Kir2.1

チャネルの阻害が起点となり、深く維持されていた膜電位

が脱分極し、IFM/QQQ チャネルが活性化することで細胞死

を引き起こしていることが示唆された。 

 

図 5：試験細胞における持続的

な活動電位が細胞の生存率に与

える影響の解析 

 MTTアッセイにより細胞の生

存率を測定した。A：MTTによ

り染色された細胞の画像。B：

溶出液により細胞内のホルマザ

ン色素を溶出させ、色素の吸光

度を測定することで細胞の生存

率を測定した（n=6） 。生存率

は全て Ba2+非処置群により規格

した。**P<0.01 vs. control, 

##P<0.01 vs. Ba2+, C：Ba2+により

引き起こされる細胞生存率の低

下に対し用量作用曲線を求め

た。図は 3回の独立した実験に

より求められた解析結果を表し

ている（N=3）。 

MEX：300 μM メキシレチン塩

酸塩（電位依存性 Na+チャネル

の阻害薬） 
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３－１－３ 要約 

得られた結果を以下に要約した（図 6）。 

① Ba2+が Kir2.1チャネルを阻害することで試験細胞の脱分極を起こした。 

② 細胞膜の脱分極により IFM/QQQチャネルが活性化し、持続的な活動電位が生じた。 

③ IFM/QQQチャネルの活性化により細胞死が引き起こされた。 

以上より、試験細胞は脱分極を IFM/QQQ チャネルが感知することで細胞死を起こすことが

明らかとなった。したがって、試験細胞は膜電位の変化を細胞の生死という形で検出すること

ができるため、細胞膜電位を制御するイオンチャネルの評価に応用できることが示唆された。 

 

  

図 6：試験細胞における Ba2+による細胞死発生の模式図 

 試験細胞においては Kir2.1 チャネルにより静止膜電位が深く維持されているため、通常時は

IFM/QQQ チャネルは活性化しないように抑えられている。ここに比較的 Kir2.1 チャネルに選択性が高

い阻害薬である Ba2+を処置することで、深く維持されていた静止膜電位が脱分極し、IFM/QQQ チャネ

ルが活性化する。IFM/QQQ チャネルは不活性化が非常に遅い変異型 Na+チャネルであるため、持続的

に活動電位を起こし続ける。これにより、細胞内に過剰の Na+イオンが流入し、細胞内のイオンのホメ

オスタシスが破綻することで細胞死が引き起こされると考えられる。 
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３－２ 持続的な活動電位の発生による細胞死の機構の解明 

 

３－２－１ 持続的な活動電位発生時の細胞膜電位の脱分極、及び Na+過剰流入が細胞に与え

る影響 

 本論文においては試験細胞が持続的な活動電位を生じることで、なぜ細胞死を生じるのかと

いう疑問点について追究した。Ba2+処置後に生じる現象は、①持続的な膜電位の脱分極、及び

②持続的な活動電位中に生じる Na+の過剰な流入の２つのステップに大きく分けられることか

ら、以上の 2 点と細胞死の関連性について検証した。細胞外の K+濃度を上げることで、細胞内

外の K+の濃度勾配を減少させ、ネルンストの式に対応した細胞膜電位の脱分極を惹起すること

が可能である。これを利用し、細胞外の K+濃度を、通常 K+濃度の 5.9 mM から 16, 40, 90 mM

と段階的に引き上げ、疑似的な細胞膜電位の持続的な脱分極状態を HEK293 細胞に与えたが、

細胞死は起こらなかった（図 7A）。したがって、脱分極そのものは細胞死を引き起こさないこ

とが明らかとなった。Ba2+による細胞死は 4 時間という短い時間の間で生じ、Na+チャネルの阻

害薬であるメキシレチン塩酸塩の処置により図 5B と同様に抑制された（図 7B）。さらに、

Na+蛍光指示薬を用いた細胞内 Na+濃度測定により、脱分極刺激を与えることで試験細胞の細胞

内 Na+濃度が急速かつ持続的に上昇することが明らかとなった（図 7C, D）。刺激後、細胞内

Na+濃度の上昇が定常状態を迎えた時点で、Na+を含めた一価のカチオンのイオノフォアである

10 μM gramicidinを処置してもこれ以上の蛍光強度の増大は見られなかったため、試験細胞の細

胞内 Na+濃度は、細胞外の Na+と同じ 140 mMまで上昇していると考えられる。以上より、試験

細胞は Ba2+または電気刺激などの脱分極刺激により、持続的な活動電位が生じ、細胞内 Na+濃

度が上昇することで細胞死が生じていることが示唆された。 
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図７：持続的な脱分極、及び活動電位による細胞への影響 

A：細胞外の K+濃度を、通常 K+濃度の 5.9 mMから 16、40、90 mMと段階的に引き上げ、疑似的な

細胞膜電位の持続的な脱分極状態を HEK293 細胞に与えた。ネルンストの式より、細胞外 K+濃度を

5.9、16、40、90 mMにすることで細胞膜電位はそれぞれ約-81、-55、-32、-11 mVとなることが推測

される。細胞生存率は MTT アッセイにより測定した（n=12）。細胞外の K+濃度を上げることによ

る脱分極は K+チャネルを介した現象であるため、安定して脱分極状態を再現するために本実験では

K+チャネルを過剰発現している Kir2.1 チャネルを定常発現した HEK293 細胞を使用した。**P<0.01 

vs. 5.9 mM K+. 

B：試験細胞に 200 μM Ba2+を与え、4 時間後の細胞生存率を MTT アッセイにより測定した

（n=6）。生存率は全て Ba2+非処置群により規格した。図中の表記はそれぞれ、Ba2+：200 μM Ba2+添

加群、Ba2++MEX： 200 μM Ba2+及び 300 μM メキシレチン塩酸塩処置群を示す。**P<0.01 vs. control, 
##P<0.01 vs. Ba2+. 

C：Na+蛍光指示薬の CoroNa Green AM を使用して細胞内 Na+濃度を測定した。図中における黒色の

線は電気刺激（ES）を与えていない細胞、灰色の線は ES を与えた細胞の蛍光強度の経時変化を示

した。ESは白金双極電極により細胞に 200 mA, 5 msecの ESを 1秒の間隔で 3回与えることにより

行った。図中の破線は ESを与えた時間を表す。実験の最後に一価のカチオンのイオノフォアである

10 μM Gramicidinを処置して得られた蛍光強度（Fmax）で規格するにより解析を行った（F/Fmax）。 

D：電気刺激の前後における、CoroNa Green AM の蛍光強度の変化を示した（N=3）。*P<0.05 vs. 

before ES. 
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３－２－２ 既報における Na+と細胞死の関係性 

 これまでの報告に基づき、Na+の流入に関連した細胞死の代表的な機構として以下の 2つの経

路が考えられる。 

①Na+流入が脱分極を引き起こし、電位依存性 Ca2+チャネルなどを活性化させること、又は

細胞内 Na+濃度の上昇により Na+/Ca2+交換体のリバースモードが活性化されることにより、細

胞内に Ca2+が流入する。この細胞内の Ca2+濃度上昇により、カスパーゼなどの細胞死シグナル

が活性化されることで細胞死が引き起こされる経路（図 8A）。 

 Na+チャネルが高発現し活動電位を起こすような細胞においては、電位依存性 Ca2+チャネル

の発現も豊富である場合が多い。この場合は心筋、神経、分泌細胞が最も良い例であると思わ

れる。よって、Na+濃度の上昇を伴う程の Na+チャネルのバースト様の活性化が引き起こされた

際には、細胞膜の脱分極も同時に起こり、Ca2+チャネルが活性化されるため、細胞内に Ca2+が

流入する 36。これにより細胞内の Ca2+濃度は上昇し、ミトコンドリアの Ca2+取り込みが促進さ

れることによるミトコンドリア膜透過性遷移孔（MPTP）の開口が細胞のアポトーシスを誘発

する 25。 

②細胞内に Na+が流入することで K+、Cl-などの他のイオン及び水分子の移動を伴い、浸透圧

異常が生じることにより、細胞死シグナルが働く経路（図 8B）。 

アポトーシスを起こした細胞においては、イオンの移動が生じ細胞容積が減少しており 37、

さらに、細胞のホメオスタシス維持機能である、細胞容積の変化そのものがアポトーシスに関

連していると報告がなされている。アポトーシスのシグナルを与えた細胞においては細胞容積

の低下が引き起こされるが、細胞容積調節に関与する Cl-チャネルや K+チャネルを阻害すると

シトクロム c 放出、カスパーゼの活性化、DNA ラダーの形成などのアポトーシス反応が抑制さ

れることが報告されている 38, 39。ただし、Na+の流入は他のイオンの動きと共同して浸透圧を調

節している印象が強く、Na+流入そのものが起点となって細胞死が引き起こされるのかは明らか

にされていない。そして、アポトーシスのみではなく、本細胞においては Na+が激しく流入す

るため、イオン及び水分子が過剰に流入することで、浸透圧異常により細胞膜が破壊されるネ

クローシスの経路も考えられる。本論文では以上の 2 つの経路を念頭に、急速な Na+流入と細

胞死の関係性を検証した。 
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３－２－３ 試験細胞における細胞内 Ca2+変化、及び LDH漏出 

Ca2+感受性蛍光色素の Fluo-4 AM使用して細胞内 Ca2+濃度の測定を行った。本実験においては

膜電位感受性蛍光色素の Oxonol Vを Fluo-4 AMと同時に負荷することで、試験細胞において電

気刺激により持続的な活動電位が起こっていることを確認し、持続的な活動電位が発生した細

胞の細胞内 Ca2+濃度を解析した（図 9A）。電気刺激の前後で蛍光強度に差は見られなかったた

め、持続的な活動電位発生の発生により、細胞内 Ca2+は変化しないことが明らかとなった（図

9B）。よって、本細胞においては仮説①とは異なり、Ca2+濃度上昇を伴わない細胞死であるこ

とから、仮説②における細胞死経路を検証した。200 μM Ba2+処置による持続的な活動電位の誘

発より、12 時間後まで細胞内からの LDH 漏出を伴わなかったため、Na+の過剰流入による細胞

死はネクローシスが主な経路ではないことが示唆された（図 9C）。 

  

図 8：現在までに報告されている細胞内 Na+濃度上昇による細胞死発生の機構 

 これまでに報告されている Na+に関連した細胞死機構の概略を示した。 

A：Na+流入が脱分極を引き起こし Ca2+チャネルを活性化させる、又は細胞内 Na+濃度の上昇により

Na+/Ca2+交換体のリバースモードが活性化されることにより、細胞内に Ca2+が流入し、細胞死シグ

ナルが活性化される経路。細胞死の際には Ca2+の流入が伴うことが多く、多くの報告がなされてい

る。 

B：細胞内に Na+が流入することで他のイオン及び水分子の移動を伴い、浸透圧異常が生じることで

細胞死が引き起こされる経路。 
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３－２－４ 試験細胞におけるホスファチジルセリン（Ptd-L-Ser）の露出 

試験細胞はネクローシスではなく、主にアポトーシスに経路により細胞死を起こしているこ

とが予測されたため、pSIVA-IANBD を用いて Ptd-L-Ser の細胞外への露出を測定した（図

10A）。pSIVA-IANBD は細胞外に露出した Ptd-L-Ser に結合すると蛍光を発する蛍光色素であ

る。今回は同時に、生細胞の膜透過性がなく、死細胞の核を染色する PI（Propidium Iodide）に

より共染色を行った。細胞膜の完全性が失われた細胞においてのみ PI により核が染色されるた

め、細胞膜が破綻する細胞死であるネクローシス、及び後期アポトーシスにおいて蛍光が観察

される。Ba2+処置後、16 時間後には細胞の Ptd-L-Ser は細胞外に露出し、300 μM メキシレチン

により抑制されることが明らかとなった（図 10B）。一方で、PI による染色は、Ba2+処置前後、

及び 300 μM メキシレチン塩酸塩添加後において有意な差は見られなかった（図 10C）。した

図 9：細胞内 Ca2+変化、及び LDH漏出の測定 

 Ca2+感受性蛍光色素、及び共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内 Ca2+濃度の測定を行った。 

A：Fluo-4の経時変化を図に示した。蛍光色素のシグナルが安定したところで、200 mA、5 msecの電

気刺激（ES）を 1秒間隔で 3回与えることで、細胞膜電位の脱分極を惹起した。実験の最後に Ca2+の

イオノフォアである 10 μM Ionomycinを加え、強制的に Ca2+を細胞内に流入させることで Fluo-4の最

大のシグナル（Fmax）を取得した。Fluo-4の蛍光強度は全て 10 μM Ionomycin処置後の蛍光強度

（Fmax）で規格した（F/ Fmax ）。同時に、細胞外 K+濃度を 140 mM（140 mM K+）にすることで、疑

似的に細胞膜電位を 0 mVにして、蛍光強度が上昇することを観察し、色素が正しく細胞内に負荷さ

れていることを確認した。Oxonol Vの蛍光強度は全て 140 mM K+における蛍光強度（F140K）で規格し

た（F/F140K）。 

B：電気刺激前、及び電気刺激後の Fluo-4の蛍光強度を示した（N=5）。 

C：200 μM Ba2+処置後の LDH漏出の経時変化を測定した。黒色の点は Ba2+未処置の細胞（Ba2+(-), 

n=5）、灰色の点は 200 μM Ba2+処置を行った細胞（Ba2+, n=8）の培養液中への LDH放出量を表す。

数値は細胞ライセートより求められた細胞内の全 LDH量を 1として規格した。 
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がって、細胞内への Na+の過剰流入による細胞死はネクローシスが主な機構ではないことが示

唆され、漏出 LDH量の測定結果と一致していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３－２－５ 試験細胞におけるカスパーゼ活性の変化 

アポトーシスの兆候を示すパラメーターとして、Ptd-L-Ser の細胞外露出、及び細胞内カスパ

ーゼ活性の増大が広く知られている。アポトーシスの命令を実際に実行するカスパーゼ 3/6/7を

始めとして、多くのカスパーゼがアポトーシスの誘導により活性化されていることから 25、試

験細胞においてもカスパーゼの活性化が生じているのかを、カスパーゼの活性化を感知して蛍

図 10：試験細胞におけるホスファチジルセリン（Ptd-L-Ser）の細胞外への露出の測定 

 試験細胞における細胞外への Ptd-L-Serの露出を pSIVA-IANBDにより染色した。同時にネクローシ

ス又は後期アポトーシスにより細胞膜の完全性が失われた細胞の核のみを染色、検出する Propidium 

Iodide（PI）を使用して共染色を行った。 

A：蛍光顕微鏡により得られた画像を示した。図中の白線は 100 μmを表す。 

B：pSIVA-IANBD による染色が陽性であった細胞を計数し、Control における陽性細胞数を 1 として

各群における染色が陽性であった細胞の数を示した。（n=6）。**P<0.01 vs. control, ##P<0.01 vs. Ba2+. 

C：PI による染色が陽性であった核を計数し、Control における陽性核数を 1 として各群における染色

が陽性であった細胞の量を示した。（n=6）。**P<0.01 vs. control. 

Ba2+：200 μM Ba2+ 処置群、Ba2+(+MEX)：Ba2+及び 300 μM メキシレチン塩酸塩処置群、Staurosporin, 

STS：1 μM スタウロスポリン（アポトーシス誘導試薬）処置群。 
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光を発する蛍光色素の SR-FLICA Poly Caspase Assay Kitを用いて評価した（図 11A）。Ba2+処置

により細胞内への Na+の過剰流入を起こした後、16 時間後に蛍光強度の増大が見られ、300 μM 

メキシレチン塩酸塩を前処置することで蛍光強度の増大は抑制された（図 11B）。以上より、

Na+の過剰流入によりカスパーゼの活性化が惹起されることにより、細胞のアポトーシスが誘導

されていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３－２－６ 試験細胞における細胞死の発生機序の解明 

 試験細胞における細胞死の発生機序を明らかにするために、MTT アッセイ及び WST-8 を用

いた細胞死の経時変化の解析を行った（図 12A, B）。Ba2+処置後 0 時間における細胞生存率を

1 とし、MTT アッセイにより細胞の生存率を測定すると、1 時間後 0.96±0.02、2 時間後

図 11：試験細胞におけるカスパーゼ活性の測定 

 試験細胞におけるカスパーゼ活性を蛍光色素である SR-VAD-FMK FLICAを使用して測定した。 SR-

VAD-FMK FLICAは活性型カスパーゼ量に応じて蛍光量が増大する。 

A：蛍光顕微鏡により得られた画像を示した。図中の白線は 100 μmを示す。 

B： SR-VAD-FMK FLICAの蛍光強度を示した（n=4）。データは全て Controlにおいて得られたデータ

で規格した。 

Ba2+：200 μM Ba2+ 処置群、Ba2+(+MEX)：Ba2+及び 300 μM メキシレチン塩酸塩処置群、Staurosporin, 

STS：1 μM スタウロスポリン（アポトーシス誘導試薬）処置群。**P<0.01 vs. control, ##P<0.01 vs. Ba2+. 
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0.94±0.01、3 時間後 0.87±0.01、4 時間後 0.80±0.01、5 時間後 0.74±0.02、6 時間後 0.66±0.03、9

時間後 0.48±0.02、12 時間後 0.38±0.02 であった（n=16）。12時間後に細胞死の進行が完全に完

了していると考えると、およそ 6 時間程度で細胞死の半分が進行していることが明らかとなっ

た。Na+/K+ ATPaseの阻害薬である 1 μM Ouabainを加え、細胞内の Na+の貯留を促進した状態で

同様の解析を行なったところ、細胞の生存率は 1 時間後 0.88±0.02、2 時間後 0.78±0.03、3 時間

後 0.65±0.03、4時間後 0.55±0.02、5時間後 0.49±0.02、6時間後 0.43±0.02、9時間後 0.29±0.02、

12時間後 0.26±0.02であった（n=8）。1 μM Ouabain存在下では 3~4時間程度で細胞死が半分進

行していることから、Na+の貯留を促進することで細胞死が速やかに起こるようになることが明

らかとなった（図 12A）。また、WST-8 アッセイにおいても MTT アッセイと同様に細胞死が

検出された（図 12B）。MTT アッセイにおいて生成される色素は不溶性で、生じた結晶が細胞

膜を障害することで細胞毒性を示すため 40、実際に起こっている細胞死以上に細胞死が検出さ

れているアーチファクトの可能性が想定された。一方で WST-8 アッセイにおいて生成される色

素は水溶性であるため 41、MTT のような細胞毒性は示さないといわれている。したがって

MTT アッセイ及び WST-8 アッセイ、以上の２つのアッセイにおいて同様の結果が得られたこ

とから、MTT アッセイは本細胞の細胞死を適切に検出していることが示唆された。次に、細胞

内 ATP 量の経時変化をルシフェラーゼアッセイにより測定した（図 12C）。Ba2+処置後 0 時間

における ATP 量を 1 とし、ATP 量の経時変化を測定した（図 12C）。野生型の Na+チャネル

（WT）を定常発現した WT+Kir2.1細胞においては冒頭で述べた通り、野生型の Na+チャネルの

不活性化が数ミリ秒で起こるため Ba2+処置を行っても Na+の過剰な流入は生じないと考えられ

る。以上の理由から、本実験において WT+Kir2.1 細胞は Na+の過剰な流入が起こらないコント

ロールとして使用した。3 時間時点において、WT+Kir2.1 細胞においては 200 μM Ba2+の処置に

より ATP 量は減少しなかったが、IFM/QQQ+Kir2.1（試験細胞）では同濃度の Ba2+を処置する

ことで ATP量が有意に減少した（図 12D）。Ba2+未処置の WT+Kir2.1においても、時間経過に

応じた細胞内 ATP の穏やかな低下が見られた。これは、栄養豊富な細胞培養培地から、グルコ

ース以外のエネルギー源を含まず栄養分が少ない実験用緩衝液に交換したことによる ATP 産生

の減少であると考えられる。Ba2+未処置の IFM/QQQ+Kir2.1 では、Ba2+未処置の WT+Kir2.1 と

比較して経時的な ATP 量の減少がより速やかであった（図 12C, D）。ATP 量の測定において

は溶液の置換、ピペッティング操作による撹拌、遠心操作を行ったため、機械的な刺激が細胞

に加わることが避けられなかった。それにより IFM/QQQ チャネルが一部の細胞で活性化して

しまった可能性が考えられる。以上より、IFM/QQQ チャネルを介した急速な Na+の流入が細胞
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内 ATP 量の減少に寄与していることは明らかである。次に、細胞内 ATP 量の減少がミトコン

ドリアに起因すると考え、ミトコンドリア機能の指標である膜電位に着目した。ミトコンドリ

アの膜電位感受性の蛍光色素である TMRE により、試験細胞では Ba2+処置後 4時間でミトコン

ドリアの膜電位は脱共役薬添加群と同じレベルにまで減少していることが明らかとなった（図

12E）。したがって、Na+が貯留することでミトコンドリアを障害し、脱分極させ、ATP 産生を

低下させることによるものと考えられる。 

 

 

 

  

図 12：Na+過剰流入による細胞死の発生機序の解析 

A：細胞生存率の経時変化を MTT アッセイにより測定した。黒色、灰色、薄い灰色はそれぞれ Ba2+

非処置群（Ba2+(-), n=5）、200 μM Ba2+処置群（Ba2+, n=16）、200 μM Ba2+及び 1 μM Ouabain処置群

（Ba2+
 + Oua, n=8）の各時点における測定値を表す。 

Ouabain：Na+/K+ ATPaseの阻害薬。細胞内への Na+貯留を促進させる目的で使用した。 

B：細胞生存率の経時変化を WSTアッセイにより測定した（n=6）。 

C：細胞内 ATP 量の変化をルシフェラーゼアッセイにより測定した。図中の●及び〇は WT+Kir2.1

細胞の 200 μM Ba2+非処置群（WT, n=3）と処置群（WT+Ba2+, n=3）の測定値をそれぞれ示す。図中

の■及び□は IFM/QQQ+Kir2.1細胞（試験細胞）の 200 μM Ba2+非処置群（IFM QQQ, n=3）と処置群

（IFM QQQ+Ba2+, n=9）の測定値をそれぞれ示す。 

D：3時間経過時点の Cで示した各群における ATP量を比較した。**P<0.01. 

E：Ba2+処置後 4 時間時点におけるミトコンドリアの膜電位を TMRE により測定した。TMRE は膜電

位依存的にミトコンドリアに取り込まれる蛍光色素であることから、蛍光強度が強いほど膜電位が

深く保持されていることを表す（n=12）。データは 100 μM 2,4-Dinitrophenol （DNP）処置により得

られた値で規格した。DNPは脱共役剤でありミトコンドリアの脱分極を惹起する。**P<0.01. 
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３－２－７ 要約と考察 

 本研究で得られた Na+と細胞死の関係性について得られた知見をまとめた（図 13）。MTT ア

ッセイによる細胞死の検出よりも早く、ミトコンドリアの膜電位の消失、及び細胞内 ATP 量の

減少が見られたことから、細胞内に大量かつ急速に流れ込んだ Na+は最初にミトコンドリアを

障害すると考えられる。今回の結果では、細胞内への Na+の貯留を誘発させることで、細胞内

ATP が 3 時間程度で約 81 %減少していた。これは ATP の供給が停止したのみではなく、細胞

内 Na+濃度が上昇したのち、イオンの恒常性を維持するために Na+/K+-ATPase が働き ATP の消

費量が増大するなどの ATP 需要の増加も同時に起こっているためであると思われる。細胞では

Na+/K+濃度の維持に、合成した ATP の 20~30%を消費すると考えられているため 42、細胞内の

Na+濃度が上昇することにより ATP 消費量の亢進が起こり、細胞内の ATP 量の減少につながる

ことが推察される。このように細胞内の ATP 量が減少することで、Na+/K+-ATPase による Na+

の汲み出しが減少し、さらに異常な Na+の蓄積が起こり、ミトコンドリア機能のさらなる増悪

を引き起こすと考えられる。アポトーシスにおいては、そのシグナル経路の違いから①Fas な

どの Death Receptor により開始する外因性経路と、②ミトコンドリア及び小胞体ストレスが起

点となって開始する内因性経路に分けられる 25 。今回の実験から Na+の過剰流入によるアポト

ーシスは内因性経路で進行し、ミトコンドリアから放出される因子が、Ptd-L-Ser の細胞外への

露出、カスパーゼの活性化、細胞内酵素活性の低下を引き起こしていると考えられる。 

 細胞内 Na+濃度上昇が分単位で起こる比較的速やかな反応であるのに対して、MTT で検出さ

れる細胞死は 6 時間でようやく半分進行するのみであり非常に遅い反応であった。このように

２つの反応の間にはラグがあるため、この間にいくつかのステップが存在する可能性がある。

例えば、細胞内の K+が流出することでアポトーシスが生じるという報告があり 43、さらに Na+

と K+はお互いに連関した挙動をすることから、細胞内に Na+が流入した後に浸透圧を維持する

ために K+が流出することでアポトーシスが誘発されている可能性が考えられる。 

 アポトーシスとの関連が最も深いイオンは Ca2+であり、細胞質及びミトコンドリアへの Ca2+

の過剰な負荷がアポトーシスを引き起こすことは一般的に受け入れられているが、一方で Na+

についてはこれまでにほとんど報告がない。本報告は急速な Na+の流入が Ca2+とは無関係にミ

トコンドリアの傷害を介してアポトーシス様の細胞死を引き起こす機構が存在することを初め

て示唆するものであり、例えば、電位依存性 Na+チャネルの過剰な活性化を伴うてんかん、脳

卒中、及びその他の神経変性疾患における細胞死 44, 45 に本機構が一部関与している可能性が考

えられる。しかし、試験細胞の細胞内 Na+濃度は 140 mM 程度と非常に高い値を示しているこ
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とから、今回得られた結果からは Na+と細胞死の量的関係性は不明である。したがって、現時

点では生体内における本機構の寄与率も明らかではないため、今後は Na+と細胞死の量的関係

性に着目した研究を行う必要があると考えられる。 

 

 

  
図 13：Na+と細胞死の関係性 

 Na+チャネルを介した、細胞内への Na+の過剰な流入により、ミトコンドリアの膜電位の低下

を引き起こす。これにより、ミトコンドリアの ATP 産生が低下し、ATP を利用して Na+を汲み

出す Na+/K+-ATPase の働きが低下し、結果として Na+の異常な蓄積を促進することで状態の増

悪が生じると考えられる。ミトコンドリアの膜電位の低下は、細胞死シグナルを入力し、①

Ptd-L-Ser の露出、②酵素活性の低下、③カスパーゼの活性化を惹起することで、主にアポトー

シスを誘発することが考えられる。 
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３－３ Ba2+による脱分極刺激で死ぬ細胞を用いた、K2P チャネルを標的

とした新規アッセイ法の確立。 

 

３－３－１ K2Pチャネルスクリーニング用細胞の構築のための作業仮説 

 K2Pチャネルのスクリーニングを行うために、K+チャネルの Ba2+感受性に着目した（表 3）。

K+と Ba2+はイオンの半径が類似しており、K+チャネルのイオン選択フィルターと相互作用する

ため 46, 47、Ba2+によって全てのチャネルが阻害される可能性があるものの、Ba2+感受性は K+チ

ャネルによって異なる。Kir2.1チャネルは Ba2+による IC50値が 16.2±3.6 μMと報告されており 35、

一方で K2Pチャネルにおいては TASK-1が＞400 μM48、TASK-3が＞300 μM49、TREK-1が 560±3 

μM50、と報告されている。さらに K2Pチャネルファミリーには TRAAK チャネルのように Ba2+

に感受性を示さないサブタイプも存在している 51。以上のように Kir2.1 チャネルは Ba2+による

阻害を受けやすく、一方で、K2P チャネルは阻害を受けにくい理由として、これらの K+チャネ

ルの構造上の違いにより一部説明できると考えられる。Kir2.1 チャネルではポア領域における

細胞外に面した入り口部分に負電荷を帯びたグルタミン酸残基が配置されており、陽電荷を帯

びた Ba2+と相互作用するため、Ba2+による阻害を受けやすい 52。一方で、K2Pチャネルでは細胞

外に面した入り口部分の上部に External Ion Pathway（EIP）という 2つのトンネルのような構造

が存在しており、物質のポア領域へのアクセスを制限することで、K2Pチャネルの阻害薬感受性

に影響を与えていると考えられている 53, 54。 

このように、Kir2.1 チャネルと K2P チャネル、両者の Ba2+感受性には大きな差がある。そこ

で、これらの Ba2+感受性の違いを利用して、一定濃度の Ba2+（約 100~200 μM）を加えることで、

Kir2.1 チャネルのみを阻害し、K2Pチャネルは阻害しない状態を作り出すことが可能であると考

えた。 

 

 

 

表 3：各種 K+チャネルに対する Ba2+の

50%抑制濃度（IC50値） 

 パッチクランプにより測定された K+電

流の Ba2+感受性を示す。K2P チャネルは

Kir2.1 チャネルと比較して Ba2+に対する

感受性が低い。 
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 以上を参考にして、K2P チャネルを試験細胞に導入することを検討した。Kir2.1 チャネル、

IFM/QQQ チャネル、そして創薬標的となる K2Pチャネル、の 3 つのイオンチャネルを発現させ

た細胞（スクリーニング細胞）に対し一定濃度の Ba2+を与えることで、Kir2.1 チャネルのみが

阻害され、膜電位は K2Pチャネルによって制御されると考えられる。ここでさらに、K2Pチャネ

ルの開口薬を加えると、K2P チャネルが開口し細胞膜は過分極した状態を維持するため、

IFM/QQQ チャネルは活性化されず、スクリーニング細胞の細胞死は起こらない（図 14, 15）。

一方で、K2P チャネルの阻害薬を加えると、K2P チャネルが阻害されることにより細胞膜は脱分

極し、IFM/QQQ チャネルが活性化されるため、スクリーニング細胞の細胞死が誘発されると想

定することができる（図 14, 15）。これらの仮説が成り立つのであれば、細胞の生死という単

純な情報から被験薬の K2Pチャネルに対する作用を評価することが可能であると考えた。 

 

 

  
図 14：K2Pチャネルの解析を行うために樹立した細胞（スクリーニング用細胞）の作業仮説 

 K2P チャネルの解析を行うために考案した細胞の概要を図に示した。新規アッセイ方法において使

用する細胞は、①不活性化の遅い Na+チャネル（IFM/QQQ チャネル）、②静止膜電位を深くする

Ba2+感受性が非常に高い K+チャネル（Kir2.1 チャネル）、そして③創薬標的の K2Pチャネルを共発現

させた HEK293細胞である。100~200 μMの Ba2+を加えることで Kir2.1のみが阻害され、K2Pチャネル

はほとんど阻害されないことから、Ba2+添加後の静止膜電位は K2P チャネルによって制御させること

になる。したがって、Ba2+とともに K2P チャネルの開口薬を加えることで細胞膜電位は過分極状態を

維持し、K2Pチャネルの阻害薬を加えることで脱分極する。先述の通り、脱分極は IFM/QQQチャネル

を活性化させることで細胞死を引き起こすため、K2P チャネルの開口薬を加えた状態では細胞死は生

じず、K2Pチャネルの阻害薬を加えることによって細胞死が生じると考えられる。 
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図 15：新規スクリーニング法で得られる結果のフローチャート 

 新たに開発したスクリーニング方法では、スクリーニング用細胞に被験薬及び Ba2+を添加し、細胞

の生死を観察することで被験薬の K2P チャネルに対する薬効を評価することが可能であると考えられ

る。図は本方法を使用することで得られる結果とデータの解釈の仮説について示している。①被験薬

が K2Pチャネル開口薬であれば、被験薬及び Ba2+添加後も K2Pチャネルが膜電位を過分極状態に維持

するため、持続的な活動電位は生じず、細胞死は発生しない。②被験薬が K2P チャネル阻害薬である

場合、被験薬及び Ba2+添加後に膜電位が脱分極するため、細胞死が生じる。したがって、本方法にお

いて細胞が生存していれば被験薬が活性化薬であり、細胞死が起これば被験薬が阻害薬であることを

示している。以上のように、本法を使用することで、細胞の生死という単純な情報から被験薬の K2P

チャネルに対する活性を評価することが可能となることが期待できる。 
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３－３－２ K2Pチャネルスクリーニング用細胞の樹立 

 スクリーニング用細胞の作製には、Kir2.1チャネル及び IFM/QQQチャネルを定常発現した試

験細胞に対し、K2Pチャネルを共発現させる必要があり、いずれかの方法により K2Pチャネルの

遺伝子を細胞に対して高効率に導入する必要がある。そこで、高効率な遺伝子導入ができ、さ

らに細胞毒性が低い方法であるバキュロウイルスベクターによる遺伝子導入方法の使用を検討

した。 

遺伝子導入検討のため、TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルを含むバキュロウイルスベク

ターを作製し、試験細胞に感染させ、ホールセルパッチクランプ法により膜電流の解析を行っ

た。HEK293 細胞などの培養細胞に対し TASK-1 を一過性に発現させると多くは膜に移行せず、

小胞体に局在するため電流が小さいが、 i20 ドメインを除去した変異型 TASK-1 チャネル

（TASK-1Δi20 チャネル）は細胞膜への移行が増大し膜電流量も大幅に増大することが報告さ

れている 31。本研究においては、細胞膜における TASK-1 チャネルの機能を見ることが目的で

あることから、この TASK-1Δi20チャネルを全ての実験において使用した。TASK-1チャネル及

び TASK-3 チャネルを試験細胞に導入することで 3 つの電流成分が見られた（図 16A, D）。  

-120 mV付近でみられる内向きの電流成分が Kir2.1 チャネルによる電流であり、-40 mV付近で

みられる内向きの電流成分が IFM/QQQ チャネルによる電流成分である。ここでは 750 msec の

step pulseの pulse endにおける電流を測定しているものの、依然として大きな IFM/QQQチャネ

ルの電流が見られていることから、IFM/QQQ チャネルの持続的な Na+電流を再確認することが

できた。そして+0~+40 mV 付近でみられる外向きの電流成分が TASK-1 チャネル又は TASK-3

に由来する電流である。TASK-1 チャネル阻害薬の ML365 及び TASK-3 チャネル阻害薬の PK-

THPP により、これらの電流成分のみが選択的に抑制された。この阻害薬に感受性の電流成分

から算出したところ、I-V 曲線の形が TASK チャネルに特徴的である”open rectification”の電流

を示した（図 16B, E）。さらに 0 mVにおいて Na+チャネルに由来する内向き電流はほとんど見

られず、TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルの阻害剤を処置することで内向きの Na+電流が

顕著に観察された（図 16C, F）。このように K2P チャネルスクリーニング用細胞において

IFM/QQQ チャネルの電流をほぼ完全にマスクする程大きな外向き電流が流れていることが明ら

かとなった。以上よりスクリーニング用細胞において K2P チャネルを高発現させることに成功

した。 
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３－３－３ スクリーニング用細胞の膜電位測定 

 スクリーニング用細胞の膜電位測定を電位感受性蛍光色素である DiBAC4(3)により行った

（図 17）。ホールセルパッチクランプ法による解析（図 4）と同様に、DiBAC4(3)を使用した測

定においても 100 μM Ba2+処置により引き起こされる試験細胞の持続的な脱分極を検出できてい

ることから（図 17A, D）、持続的な活動電位を測定できていると考えられる。ほとんどの

図 16：スクリーニング用細胞の電気生理学的解析 

 試験細胞に対し、バキュロウイルスベクターを用いて TASK-1（TASK1Δi20）チャネル又は

TASK-3 チャネルを共発現させた細胞の膜電流を、ホールセルパッチクランプ法の電位固定モードで

測定した。 

A, D：保持電位を-80 mV とし、-120 mV から＋40 V まで 10 mV ごとに 750 msec の step pulse を与

え、pulse end における電流量を測定し、TASK-1 チャネル、TASK-3 チャネルのスクリーニング用細

胞の電流電位曲線（I-V 曲線）を測定した。図においては阻害薬適用前の I-V 曲線を黒色、阻害薬適

用後の I-V曲線を赤色で示した。 

B, E：TASK-1 スクリーニング細胞における 100 nM ML365 感受性の電流成分、及び TASK-3 スクリ

ーニング細胞における 100 nM PK-THPP感受性の電流成分を示した。これらは A, Dにおける阻害薬

適用前の I-V曲線から阻害薬適用後の I-V曲線を減算することにより求めた。 

C, F：TASK-1 チャネル及び TASK-3 チャネルスクリーニング用細胞の 0 mV における電流原図を示

した。図においては阻害薬適用前の電流原図を黒色、阻害薬適用後の電流原図を赤色で示した。 

ML365：TASK-1選択的阻害薬 

PK-THPP：TASK-3阻害薬 
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TASK-1 チャネル及び TASK-3 チャネルのスクリーニング用細胞においては Ba2+のみを処置し

ても持続的な脱分極は生じなかったものの、それぞれの阻害薬である PK-THPP 又は ML365 を

Ba2+と同時に処置することで持続的な活動電位が生じた（TASK-1チャネル：図 17B, E、TASK-

3チャネル：図 17C, F）。以上より、TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルのスクリーニング

用細胞において、仮説通り Ba2+処置後は K2P チャネルにより膜電位が制御されており、

IFM/QQQチャネルの活性が抑えられていることが示唆された。 

 

  
図 17：蛍光色素を用いた試験細胞、及びスクリーニング用細胞の膜電位の解析 

 試験細胞、及びスクリーニング用細胞に対し、膜電位感受性蛍光色素である DiBAC4(3)を使用して

膜電位の解析を行なった。 

A-C：それぞれ試験細胞（A）、TASK-1 スクリーニング用細胞（B）、TASK-3 スクリーニング用細胞

（C）における DiBAC4(3)の蛍光強度変化のトレースを示した。データは全て細胞外 K+濃度を 140 mM

とし、疑似的に細胞膜電位を 0 mV にした際の蛍光強度を１として規格した（Ratio F/F140K）。図中の

灰色の破線は持続的な活動電位が発生した点を表している。 

D-F：それぞれ試験細胞（D, n=63）、TASK-1 スクリーニング用細胞（E, n=105）、TASK-3（F, 

n=90）スクリーニング用細胞における試薬投与前後の DiBAC4(3)の蛍光強度変化を比較した。薬物に

よる処置は以下のように行った。 

Control：処置前 

Ba2+：100 μM BaCl2処置後 

Ba2+ +ML365： 100 μM BaCl2及び 100 nM ML365処置後 

Ba2+ + PK-THPP： 100 μM BaCl2及び 300 nM PK-THPP処置後 

**P<0.01. 
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３－３－４ スクリーニング用細胞を使用した既存薬の評価 

 実際にスクリーニング細胞を用いて MTT アッセイにより細胞死を測定することで、TASK チ

ャネルの阻害薬を評価することが可能であるかを検討した。まず、TASK-1 スクリーニング用

細胞の検討を行った（図 18A）。未処置の細胞の生存率を 1 とした時、TASK-1 チャネルを発

現していない細胞においては Ba2+処置後の細胞の生存率が 0.534±0.012 (n=6)であり、TASK-1チ

ャネルを共発現させた細胞においては細胞生存率が 0.787±0.031 (n=6)となり、Ba2+誘発性細胞

死の減少が見られた。さらに細胞外の pH を中性の 7.4 から塩基性の 8.4 にすることで、Ba2+処

置後の細胞生存率が 0.936±0.033 (n=6)となり、細胞外の pHが 7.4の場合と比較して有意に上昇

した。この結果は TASK-1 チャネルの活性化によりもたらされたものであると思われる。

TASK-1 チャネルは酸感受性を有するため、細胞外 pH が酸性に傾くほどチャネル活性が抑制さ

れる。TASK-1 チャネルの細胞外 pH による IC50値は約 7.3 であると報告されている 55。そのた

め、細胞外の pH が中性の 7.4 では TASK-1 チャネルは活性が半分程度しかなく、塩基性の 8.4

にすることでより強い活性を示す。したがって、本実験においても細胞外の pH を 7.4 から 8.4

にすることで、TASK-1 チャネルの活性が上昇し、スクリーニング用細胞の膜電位がより過分

極したため、Ba2+により誘発される細胞死が減少したと考えられる。実際にこの細胞に対し

TASK-1チャネル選択的阻害薬である 300 nM ML365を処置し、TASK-1チャネルを阻害するこ

とで細胞の生存率が 0.474±0.015 (n=6)となり、Ba2+による細胞死が増強された。よってスクリ

ーニング用細胞を使用してアッセイを行う本方法においては、TASK-1 チャネルの活性化は

Ba2+により誘発される細胞死を抑制し、TASK-1チャネルの阻害は Ba2+により誘発される細胞死

を増強することが明らかとなった。 

 次に、TASK-3 スクリーニング用細胞の検討を行った（図 18B）。未処置の細胞を 1 とし、

TASK-3 チャネルを発現していない細胞と共発現させた細胞の Ba2+処置後の細胞の生存率はそ

れぞれ 0.532±0.006 及び 0.965±0.020 (n=6)であり、TASK-3チャネルにより Ba2+誘発性の細胞死

が抑制される結果となった。この細胞に TASK-3 チャネル阻害薬の 1 μM PK-THPP で処置した

後に、Ba2+を加えることで細胞の生存率は 0.402±0.007 (n=6)となり、TASK-3 チャネルによる細

胞死抑制効果が消失した。以上より TASK-3 チャネルも TASK-1 チャネルと同様にスクリーニ

ング用細胞の膜電位を過分極させることで IFM/QQQ チャネルの活性を抑えることで細胞死を

抑制することが示唆された。したがって、TASK-3 チャネルスクリーニング用細胞を使用して

アッセイを行う本方法においては、TASK-3 チャネルの阻害は細胞死を誘発することが明らか

となった。  
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TASK-1 及び TASK-3 スクリーニング用細胞を使用して、ML365 及び PK-THPP の K2Pチャネ

ルに対する用量作用曲線を求めた（図 19）。これらの用量作用曲線から求められた IC50値を表

4にまとめた。TASK-1チャネルに対する ML365及び PK-THPPの IC50値は 20.6±2.5 nM (n=4)及

び 3.0±0.3 (n=4)であった。そして、本方法で測定した TASK-3 チャネルに対する PK-THPP の

IC50値は 10.1±1.6 nM (n=4)であった。ML365 の TASK-3 阻害作用は高い濃度から見られ、シグ

モイドのフィッティングが不可能であったため、正確な IC50 値を求めることはできなかったが、

少なくとも> 150 nM (n=3)であることが明らかとなった。 

ML365の TASK-1チャネルに対するパッチクランプ法で測定された IC50値は 12 nMと報告さ

れている 56。本方法で測定した IC50値は 20.6±2.5 nMであり既報の値と非常に近かった。ML365

の TASK-3に対する IC50値は、パッチクランプ法においては 480 nMであると報告されているた

め 56、本方法で求められた IC50値（150 nM以上）と一致していた。PK-THPPの TASK-3チャネ

ルに対するパッチクランプ法により求められた IC50値は 35 nM であることが報告されており 56、

本方法により算出された値（10.1±1.6 nM）と非常に近かった。PK-THPPの TASK-1チャネルに

対する作用は報告により差異があった。PK-THPP を最初に報告した論文においては、PK-THPP

の TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルに対する IC50値はそれぞれ 303 nM及び 35 nMであり、

PK-THPP は TASK-3 チャネルに約 9 倍の選択性があるとされている 57。別の報告では TASK-1

チャネル及び TASK-3 チャネルに対する PK-THPP の IC50 値は、蛍光色素を使用した実験

（FDSS）においてはそれぞれ 16 nM及び 180 nMであり、パッチクランプ（Q-Patch）において

はそれぞれ 17 nM及び 35 nMであったことから、PK-THPPは TASK-1チャネルに対し TASK-3

チャネルと比較して FDSSにおいては 11.2倍、Q-Patch においては 2.1倍選択的であるとされて

いる 56。本方法で求められた PK-THPPの TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルに対する IC50

値はそれぞれ 3.0±0.3 nM及び 10.1±1.6 nMであり、TASK-1に対し約 3倍選択的である結果が得

られているため、後者の報告に近いといえる。 

以上のようにスクリーニング用細胞を使用したアッセイにおいて、イオンチャネルの解析に

使用される方法のゴールドスタンダードであるパッチクランプ法と同等の IC50 値が得られるこ

とが明らかとなった。 
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図 18：スクリーニング用細胞を使用した各チャネルに対する既存薬の解析 

 TASK-1 及び TASK-3 のスクリーニング用細胞を使用して TASK-1 選択的阻害薬の ML365、及び

TASK-3阻害薬の PK-THPPの阻害作用を評価することが可能であるかを検討した。 

A：TASK-1スクリーニング用細胞を使用したアッセイの結果を示した（n=6）。 

B：TASK-3スクリーニング用細胞を使用したアッセイの結果を示した（n=6）。 

図において、縦軸は Ba2+処置前の細胞の生存率を 1 とした際の、各条件により処置した後の生存率を表

している。処置の条件の表記に関する詳細は以下に示す通りである。 

Ba2+：200 μM BaCl2による処置の有無（-：処置なし、+：処置あり） 

TASK-1または TASK-3：TASKチャネルの共発現の有無（ -：発現なし、+：発現あり） 

pH：細胞外 pH（数字により条件を記載） 

ML365：ML365による処置の有無（-：処置なし、300：300 nMで処置あり） 

PK-THPP：PK-THPPによる処置の有無（-：処置なし、1000：1000 nMで処置あり） 

**P<0.01. 

 

図 19：スクリーニング用細胞による用量作用曲線の作成 

 TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルのスクリーニング用細胞を使用して ML365及び PK-THPPの

TASK-1チャネル及び TASK-3チャネルに対する用量作用曲線を求めた。 

A, B：TASK-1チャネルに対する PK-THPP (A, N=4)及び ML365 (B, N=4)の用量作用曲線を示した。 

C, D：TASK-3チャネルに対する PK-THPP (C, N=4)及び ML365 (D, N=3)の用量作用曲線を示した。 

図中の赤色の線はシグモイド曲線によるフィッティングの結果を示している。Dのみフィッティング

ができなかったため、図中に線は各プロットを直線で結んだ線を示した。 
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３－３－５ K2Pチャネルを定常発現したスクリーニング用細胞の作製 

 本研究においては３つめのイオンチャネルである K2P チャネルの遺伝子をバキュロウイルス

ベクターにより一過性発現させている。しかし、非常に多くの検体を扱う HTS においては、デ

ータのバラつきを少しでも減らす目的で定常発現細胞の使用が望ましいと考えられる。そこで、

K2Pチャネルをレンチウイルスベクターにより導入し定常発現させることで、スクリーニング用

細胞を作製することが可能であるかを検討した。K2P チャネルのサブタイプの一つである、

TREK-1 チャネル、TASK-2 チャネル、TASK-3 チャネルをレンチウイルスベクターに組み込み、

試験細胞に感染させることでこれらの K2P チャネルを定常発現したスクリーニング用細胞を作

製した。 

 TREK-1 スクリーニング用細胞において、未処置の細胞の生存率を 1とした時、Ba2+処置後の

細胞生存率は 0.71±0.030 であり、さらに TREK-1 チャネル阻害薬である 1 mM 8-Br-cAMP を与

えることで Ba2+処置後の細胞生存率が 0.48±0.0021 (n=6)に減少した（図 20A）。TREK-1チャネ

ルが膜電位を過分極させることで IFM/QQQチャネルの活性を抑え、Ba2+による細胞死を減少さ

せており、8-Br-cAMP による TREK-1 チャネルの阻害が細胞膜の過分極を解除し細胞死を増大

させたことが示唆された。TASK-2 チャネルのスクリーニング用細胞においては、Ba2+処置後の

細胞生存率は 0.76 ±0.036 (n=6)であった（図 20B）。TASK-2チャネルは TASK-1チャネルと同

様に細胞外環境が塩基性になることで活性が上昇するイオンチャネルであるため 58、細胞外 pH

を 8.4 にすることで活性化することが予想された。そこで、細胞外 pH を 8.4 にしたところ

TASK-2 スクリーニング用細胞の Ba2+処置後の細胞生存率は 0.94±0.032 (n=6)となり上昇した。

以上の結果は TASK-2 チャネルの活性化を測定することができているものと考えられる。

表 4：スクリーニング用細胞を使用して得られた IC50値 

 スクリーニング用細胞を使用して得られた PK-THPP及び ML365の TASKチャネルに対する IC50値と

パッチクランプ法により求められた IC50値（文献値）を示した 56, 57。 
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TASK-3 スクリーニング細胞においては Ba2+添加により細胞生存率は 0.83±0.018 (n=6)に減少し、

TASK-3 阻害薬の 1 μM PK-THPP を処置することで細胞生存率はさらに減少して 0.38±0.0050 

(n=6)となった（図 20C）。 

 以上のように①8-Br-cAMP の TREK-1 チャネル阻害作用による細胞死の増加、②細胞外の塩

基性化の TASK-2 チャネル活性化作用による細胞死の減少、③PK-THPP の TASK-3 チャネル阻

害作用による細胞死の増加が見られた。これらは、図 18A, B における K2Pチャネルの活性化は

細胞死を抑制し、K2Pチャネルの阻害は細胞死を増加させるという結果と一致している。レンチ

ウイルスベクターを用いて K2Pチャネルを定常発現させたスクリーニング用細胞でも同様に K2P

チャネルを標的とした作用薬の評価が可能であることが示唆された。 

 

  図 20：K2Pチャネルの定常発現したスクリーニング用細胞の評価 

 レンチウイルスベクターを使用し、TREK-1チャネル、TASK-2チャネル、TASK-3チャネルを

定常発現させたスクリーニング用細胞を作製した。これらの細胞を用いて、バキュロウイルスベ

クターを用いて一過性導入により作製したスクリーニング用細胞と同様に K2Pチャネル作用薬の評

価が可能であるかを検討した。Ba2+の濃度は全て 200 μMで使用した。 

A：TREK-1スクリーニング用細胞を使用して、1 mM 8-Br-cAMPの TREK-1チャネルに対する作

用を測定した。**P<0.01 vs. control, ##P<0.01 vs. Ba2+ 

B：TASK-2スクリーニング用細胞を使用して細胞外の塩基性化による、TASK-2チャネルへの効

果を測定した。**P<0.01 vs. control, ##P<0.01 vs. Ba2+ pH7.4 

C：TASK-3スクリーニング細胞を使用して、1 μM PK-THPPの TASK-3チャネルに対する作用を測

定した。**P<0.01 vs. control, ##P<0.01 vs. Ba2+ 
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３－３－６ K2Pチャネル以外の K+チャネルへの応用 

 バキュロウイルスベクターを使用して小コンダクタンス Ca2+活性化 K+チャネル（SK チャネ

ル）ファミリーに属する K+チャネルである、SK2チャネル及び SK4チャネルのスクリーニング

用細胞の作製を試みた。SKチャネルも Kir2.1と比較すると Ba2+感受性が低く、SK4チャネルは

100 μM の Ba2+存在下でも電流が観察される 59ため、Ba2+を使用する本アッセイ法が適応可能で

あると考えられる。HEK293細胞にバキュロウイルスベクターを使用してこれらの SKチャネル

を導入し、細胞内 Ca2+濃度を 1 μM に固定した条件下でホールセルパッチクランプ法を用いて

電流を測定した。非常に大きな K+チャネル電流が見られ、それぞれ SK2チャネル阻害薬の 100 

nM UCL1684（図 21A）、及び SK4チャネル阻害薬の 1 μM TRAM34（図 21B）により、K+電流

はほぼ完全に遮断された。したがって、今回作製したバキュロウイルスベクターを使用するこ

とで SK2チャネル及び SK4チャネルを試験細胞に非常に高発現させることが可能であることが

示された。 

 以上のバキュロウイルスベクターを用いて SK2チャネル及び SK4チャネルスクリーニング用

細胞を作製し、既存の作用薬を評価することが可能であるかを検討した。SK2 チャネルスクリ

ーニング用細胞において、SK2チャネルは 200 μM Ba2+処置による細胞死を抑制しなかったもの

の、Ca2+イオノフォアであり細胞内 Ca2+濃度を上昇させる 100 nM Ionomycin 及び SK チャネル

活性化薬である 10 μM NS309 を処置することで、Ba2+による細胞死が抑制された。さらに、

SK2 チャネルの阻害薬である 100 nM UCL1684 を処置することで、再び細胞死が見られた（図

21C）。SK4 スクリーニング用細胞においても同様の傾向が見られ、SK4 チャネル共発現させ

るのみでは Ba2+により引き起こされる細胞死の抑制は見らなかったが、100 nM Ionomycin 及び

SK チャネル活性化薬である 10 μM DCEBIO を処置することで細胞の生存率が上昇し、SK4 チ

ャネル阻害薬の 1 μM TRAM34により細胞死が再誘発された（図 21D）。 

 SK チャネルは通常、100 nM 以下の細胞内 Ca2+濃度では活性が低いことが報告されている 60, 

61。通常細胞内の Ca2+濃度は 10~100 nMと非常に低く保たれていることから、定常状態の SKチ

ャネルの活性は非常に低いと思われる。そのため、SK2 チャネル及び SK4 チャネルを共発現さ

せただけでは Ba2+処置による細胞死を抑制することができなかったと考えられる。したがって、

Ionomycin により細胞内 Ca2+濃度を上昇させると同時に、SK チャネルの活性化薬を与えること

で SK チャネルが活性化し細胞死を抑制したと思われる。さらに、UCL1684 及び TRAM34 とい

った SKチャネルの阻害薬を処置することで、細胞死が再誘起されたことからも SKチャネルの

活性化により、Ba2+処置後も静止膜電位が深く保たれ IFM/QQQチャネルの活性化が抑えられる



42 

 

ことで細胞死が抑制されたことを示唆している。したがって、SK2 及び SK4 スクリーニング用

細胞は、正確にこれらの K+チャネルの活性を測定することが可能であり、そして、SK チャネ

ルをはじめとする、静止膜電位を維持する Ba2+に対して感受性が低い全てのイオンチャネルの

作用薬の探索に対し本方法が応用可能である可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

  

図 21：SK2チャネル及び SK4チャネルスクリーニング用細胞の評価 

 SK2 チャネル及び SK4 チャネルに対してもスクリーニング用細胞を用いた評価が可能である

かを検証した。 

A, B：ホールセルパッチクランプ法を用いて、SK2 チャネル及び SK4 チャネルの cDNA を組み

込んだバキュロウイルスベクターの HEK293 細胞への導入確認を行った。SK2 チャネル及び

SK4 チャネルを活性化させるため、細胞内の Ca2+濃度は 1 μM に固定して実験を行った。電流

の測定は、電極より-120 mVから+40 mV（A, SK2チャネル）もしくは-120 mVから- 40 mV（B, 

SK4 チャネル）の ramp pulse を与えて測定を行った。黒色の線が Control、赤色の線が阻害薬処

置後における電流をそれぞれ示す。 

C, D：バキュロウイルスベクターによる一過性発現により作製した、SK2 チャネル及び SK4 チ

ャネルスクリーニング用細胞を使用して、SK チャネルの活性化薬、及び阻害薬の評価を行った

（n=3）。図中で行っている処置の詳細は以下の通りである。 

SK2, SK4：SK2チャネル、又は SK4チャネルの発現の有無（無：−, 有：＋） 

NS309 Ionomycin：10 μM NS309及び 100 nM Ionomycinの処置の有無（無：−, 有：＋） 

DCEBIO Ionomycin：10 μM DCEBIO及び 100 nM Ionomycinの処置の有無（無：−, 有：＋） 

UCL1684：100 nM UCL1684の処置の有無（無：−, 有：＋） 

TRAM34：1 μM TRAM34の処置の有無（無：−, 有：＋） 

*P<0.05, **P<0.01. 
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３－３－７ TASK-3 を標的としたスクリーニングのためのアッセイの大規模化とバリデーシ

ョンの実施 

 これまでは全て 24 well フォーマットを使用した小規模のかつ手作業による実験であった。し

かし、HTS 等のプライマリースクリーニングにおいては非常に多くの検体を扱う上に、データ

の取得は 1例であることが多い。したがって HTS では一度に多くの検体を評価することができ

るように 96 wellフォーマット以上であり、かつ、人の手による誤差を最小限にする目的で、で

きる限りすべての操作を機械による自動操作により実験を行うことが好ましいとされる。 

 そこで、スクリーニング用細胞を用いた本方法においても Micro shot 706（MSTechnos）等の

ディスペンサーや、Multi Works 508（MSTechnos）等の分注機といった HTS において頻繁に使

用される機械を使用して、できる限り実験方法の自動化を行い、96 well フォーマットにおいて

HTSにおいて要求されるアッセイ系の基準を満たすことができるかを検証した。 

 まずは精度の指標として Z’値を算出した（図 22A）。Z’値は以下の式から算出される。 

計算式：𝑍′ = 1 − (3 × 𝑆𝐷100% + 3 × 𝑆𝐷0%)/(𝐴𝑣100% − 𝐴𝑣0%) 

𝐴𝑣0%、𝐴𝑣100%：標的分子の活性が 0 %及び 100 %の時のアッセイにおけるシグナルの平均値 

𝑆𝐷0%、𝑆𝐷100%：標的分子の活性が 0 %及び 100 %の時のアッセイにおけるシグナルの標準偏差 

以上のように、Z’値はシグナル強度、及びデータのバラつきから算出されるパラメーターであ

り、アッセイ系の質を示す重要な指標である。一般的に Z’値が 0.5 以上であれば、HTS のアッ

セイ系として優秀であるとされている 62。 

 本アッセイ系の精度を評価するために、TASK-3 スクリーニング用細胞を使用した 96 well フ

ォーマットにおけるアッセイの Z’値を算出した。溶媒群（0.1 % DMSO）により処置をした群

を、TASK-3チャネルの活性が 100 %であるとし、1 μM  PK-THPPで処置した群を TASK-3チ

ャネルの活性が 0 %であるとした。これらの群における平均値（𝑨𝒗𝟎%、𝑨𝒗𝟏𝟎𝟎%）及び標準偏

差値（𝑺𝑫𝟎%、𝑺𝑫𝟏𝟎𝟎%）から Z’値を算出したところ、図 22A においては Z’値が 0.75 であった。

同様の実験を合計 3回繰り返したところ Z’値は 0.66±0.05 (n=3)であり、基準の 0.5以上である

ことを満たしているため、本方法は HTSのアッセイ系として適切であることが示された。 

 次に、本アッセイ系の確度の観点からバリデーションを行うために、ブラインドの条件下で

化合物群の中から阻害薬を見つけることが可能であるかを検証した。TASK-3 阻害作用のある

PK-THPP、ML365、これらに加えて TASK-3 チャネル以外に特異的な作用点を持つ化合物であ

る Losartan、Atropine、NS309 をそれぞれ 1 μM の濃度で DMSO に溶解し、第三者が無作為に

C1 から C5 の番号を割り当てた。どの化合物にどの番号が割り当てられているのかが分からな
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い、ブラインドの条件下でスクリーニング用細胞を用いて化合物の TASK-3 への作用を評価し

た（図 22B）。測定の結果、TASK-3 チャネルに対し、C1 が弱い阻害作用を示し、C3 が強い阻

害作用を示した。実験後に開示された番号と化合物の対応は、C1：ML365（TASK-3 チャネル

に対する IC50 値：480 nM）、C2：NS309（SK チャネル活性化薬）、C3： PK-THPP（TASK-3

チャネルに対する IC50値：35 nM）、C4：Losartan（アンジオテンシンⅡ受容体阻害薬）、C5：

Atropine（ムスカリン受容体阻害薬）であった。C1 が TASK-3 チャネルに対する弱い阻害作用

をもつ ML365であり、C3 が TASK-3チャネルに対して強い阻害作用を示す PK-THPPであった。

C2、C4、C5 については今回の結果では TASK-3 阻害作用を示さなかった。これらに化合物に

ついて、TASK-3 チャネル阻害作用は報告されていない。以上より、今回の結果と化合物に関

する報告が一致していることから、確度の観点においても本方法は HTS に応用可能であること

が示唆された。 

 

  
図 22：TASK-3スクリーニング用細胞を使用したアッセイの 96 wellフォーマットにおける精度、及び

確度の検証 

A：TASK-3 スクリーニング細胞を使用し、Z’値を算出した。図中において■は Vehicle 群（0.1 % 

DMSO処置群）、▲は 1 μM PK-THPP処置群における 200 μM Ba2+処置後の MTTアッセイにより得ら

れた 590 nmにおける吸光度を示した（n=80）。 

B： TASK-3スクリーニング用細胞を使用し、小規模のブラインドテストを行った。 TASK-3スクリー

ニング細胞を用いて、第三者より渡された C1~C5 の番号が割り当てられた未知の化合物の TASK-3 チ

ャネルに対する作用を評価した。細胞の生存率は MTT アッセイにより評価した。Vehicle 群（0.1 % 

DMSO処置群）における Ba2+添加後の生存率を 1とし（n=6）、1 μM PK-THPP処置群（図示せず）に

おける細胞生存率を 0 として、MTT アッセイにより細胞生存率を測定した（n=12）。実験後に開示さ

れた番号と化合物の対応は以下の通りであった。括弧内には、報告されている TASK-3 に対する化合

物の IC50値、または化合物の薬理活性を示した。 

C1：ML365（TASK-3チャネル IC50：480 nM）、C2：NS309（SKチャネル活性化薬）、C3： PK-THPP

（TASK-3チャネル IC50：35 nM）、C4：Losartan（アンジオテンシンⅡ受容体阻害薬）、C5：Atropine

（ムスカリン受容体阻害薬） 

**P<0.01 vs. Vehicle（DMSO）. 
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３－３－８ TASK-3チャネルを標的としたスクリーニングの実施 

 精度及び確度がともにスクリーニングへの応用に申し分ないと考え、東京大学創薬機構の化

合物ライブラリー（既知薬理活性試薬、1379 検体）を使用し、 TASK-3 スクリーニング用細胞

による TASK-3を標的としたスクリーニングを行った。合計 18回のアッセイを行い、全てのア

ッセイの Z’値の平均値は 0.65±0.042（n=18）であった。このように Z’値が 0.5 以上であったこ

とから、今回の TASK-3 を標的としたスクリーニングは適切な精度のもと遂行されたことが示

された。溶媒コントロール群のシグナルを Control、TASK-3 阻害剤である 1 μM PK-THPP 添加

群のシグナルを Background として規格し、阻害率（ InH）を算出した（ InH=1-(Sample-

Background)/(Control-Background)）。InH がそれぞれ 0 以上であれば阻害薬、0 以下であれば活

性化薬であることを表す。偽陽性、偽陰性の出現率が予測できなかったため、なるべく多くの

化合物を調べ、偽陽性の出現頻度を評価する目的で、ヒット候補化合物の判断基準を 0.4 以上

または-0.4 以下とした。その結果、87 のヒット候補化合物が得られた（図 23A）。2 次評価は

ホールセルパッチクランプ法により行い、現在も進行中である。評価が完了したものは未だご

く少数ではあるが、2 次評価の結果、87 のヒット候補化合物のうちの１つである化合物 X が

TASK-3チャネル阻害作用を有することを見出した（図 23B, C）。 

 

  

図 23：TASK-3 スクリーニング細胞

を使用したスクリーニングの実施 

A：東京大学創薬機構の化合物ライブ

ラリー（既知薬理活性試薬、1379 検

体）を使用し、 TASK-3 スクリーニ

ング細胞による TASK-3 を標的とし

たスクリーニングを行った。MTT 法

を用いて細胞生存率を測定した。値

が正であれば阻害薬、負であれば活

性化薬であることが示唆される。 

阻害薬、及び活性化薬の判定値である 0.4 と-0.4 を図中において青色の線で示した。B：スクリーニン

グにより得られた 87 の Hit 候補化合物の内 1 つの化合物（X）について、ホールパッチクランプ法に

より Xの TASK-3チャネル阻害作用を評価した。 

C：ホールパッチクランプ法により 0 mV における化合物 X の TASK-3 チャネルの阻害作用を示した

(n=3)。**P<0.01 v.s. Vehicle（DMSO）. 
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３－３－９ 要約と考察 

 本研究においては、①Kir2.1 チャネル、②IFM/QQQ チャネル、及び③創薬標的となる K2Pチ

ャネルを発現させた HEK293 細胞（スクリーニング用細胞）を使用した新規のスクリーニング

方法を開発した。本アッセイ方法においては、K2Pチャネルの活性化はスクリーニング用細胞の

細胞死の抑制、そして K2P チャネルの阻害はスクリーニング用細胞の細胞死の増強という形で

データが得られた。したがって、MTT アッセイなどの汎用される細胞生存率の測定方法により

得られる、細胞の生死という単純な情報から被験化合物の K2P チャネルへの作用を評価するこ

とが可能であった。本アッセイ法で得られる IC50 値は、パッチクランプ法で求められた値と近

いことから、本アッセイ法によりパッチクランプ法と同等の精度で測定が可能であることが示

された。さらに、本アッセイ方法は SK チャネルにも応用可能であったことから、K2Pチャネル

以外の静止膜電位に関わるイオンチャネルの評価にも応用可能であることが示唆された。 

 実際に本アッセイ法を用いて、TASK-3 チャネルを標的としたスクリーニングを行い、東京

大学創薬機構の化合物ライブラリーの既知薬理活性試薬である 1379 検体中から 87 のヒット候

補化合物が得られた。本アッセイ法は細胞の生死を測定することから、細胞毒性を有する化合

物、及びイオンチャネル以外に作用してイオン動態に影響を与える化合物は本方法においては

阻害薬の偽陽性として検出される恐れがある。そして、スクリーニング細胞の細胞死は変異型

Na+チャネルに依存しているため、Na+チャネルを阻害する化合物は K2P チャネル活性化薬の偽

陽性として検出される恐れがある。実際に、ヒット候補化合物の中には偽陽性を起こす恐れの

ある薬理作用を有する化合物も見られた。したがって、偽陽性を排除するために対比実験を行

うことが好ましいと思われる。①Kir2.1 チャネル、及び②IFM/QQQ チャネルのみを発現した試

験細胞においても被験化合物の作用を測定することで、上記の作用を持つ偽陽性、又は偽陰性

を起こす恐れのある化合物を判別することが可能である。現時点で偽陽性を含む可能性は完全

に否定することはできないものの、スクリーニングで得られたヒット候補化合物の中から、実

際に TASK-3 チャネルに対して阻害作用を示す化合物を見出すことができたため、本アッセイ

方法はプライマリースクリーニングとしての役割は十分に果たしていると考えられる。 
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第 4章 総括 

 

① 本アッセイ方法では、K2P チャネルの阻害薬は細胞死を増強し、K2P チャネルの活性化薬は

細胞死を抑制するため、細胞の生死という単純な情報より被検化合物の K2P チャネルに対

する作用を定量的に評価することが可能となった。 

② 得られた IC50 値がパッチクランプ法で得られた IC50 値に近いことから、本アッセイ方法の

精度はパッチクランプ法に匹敵することが示された。 

③ 実際に TASK-3 チャネルを標的としたスクリーニングを実施し、複数のヒット化合物が得

られた。その中から、TASK-3チャネルに対し阻害作用を示す化合物を見出した。 

④ 試験細胞は Na+の過剰流入により、ミトコンドリア障害を介してアポトーシス様の細胞死

を呈することが明らかとなった。Na+の流入のみによりアポトーシスが引き起こされる興味

深い例であり、例えば神経細胞の過剰興奮における Na+スパイクのバーストによりアポト

ーシスが誘発されることが示唆された。 

 

以上より、本アッセイ方法はイオンチャネルによる膜電位変動を細胞死として容易かつ正確

に検出できるセルベースドアッセイ系であることが示された。本アッセイ方法は電気刺激装置

といった特殊な機械は不要であり、主に分注機といった HTS で汎用される機器による分注操作

のみで測定をすることができることから、電気刺激を採用していた従来の方法 22-24 と比較して

飛躍的な高効率化に成功した。そして、K2P チャネルをはじめとする様々な K+チャネルを標的

とした化合物のスクリーニングにおいて、新規の重要な選択肢となりうると考えられる。 
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