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研究成果の概要（和文）：　細胞の生と死（細胞容積調節とアポトーシス）の両面に関わるvolume-sensitive 
outward rectifying (VSOR) anion channel（VSORアニオンチャネル）の分子実体の全容を解明するための細胞
生理学的・分子生理学的研究を行った。
　その結果、VSORチャネルの構成分子として、SSNK-1（仮称）が関与していることを明らかにした。SSNK-1は、
原形質膜の膜マイクロドメインにおいて、LRRC8Aと相互作用することでチャネル機能を発揮し、細胞容積調節機
構に関与するものと考えられた。一方、SSNK-2とSSNK-3は、チャネル構成分子ではなかった。

研究成果の概要（英文）：  Volume-sensitive outward rectifying (VSOR) anion channel contributes to 
keep cell homeostasis and to trigger cell death such as apoptosis. In this study, we tried to 
elucidate the molecular components of the VSOR anion channel by using cellular physiological and 
molecular physiological techniques.
 Here, we found that SSNK-1 (tentative name) is one of essential components of the VSOR channel. 
SSNK-1 may be associated with LRRC8A in the membrane microdomain of plasma membrane, where they 
elicit the channel activity for the cell volume regulation. In contrast, SSNK-2 and SSNK-3 were not 
involved in formation of the VSOR anion channel.

研究分野： 細胞生理学、分子生理学

キーワード： 生理学　細胞・組織　イオンチャネル　生体膜　細胞容積

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞の生と死（細胞容積調節とアポトーシ

ス ・ ネクロ ー シス） の 両面に 関 わ る
volume-sensitive outward rectifying 
(VSOR) anion channel（VSOR アニオンチャ
ネル）は生理学的に極めてユニークなチャネ
ルであるが、その分子実体については長年に
わたる世界中の研究者の多大なる尽力にも
かかわらず、未だ確定していない。 
最 近 、 LRRC8A （ leucine-rich repeat 

containing 8 family, member A）（Voss et al., 
Science, 2014; Qiu et al., Cell, 2014）が有力
な候補として報告されたが、我々の実験で
LRRC8A は、VSOR アニオンチャネルの重
要な構成分子であるものの、LRRC8A のみで
は、チャネル分子の全容を説明できないとい
う結果を得た。 
最近、我々は VSOR アニオンチャネルの

特異的阻害剤（DCPIB）の光アフィニティー
ラベル体による VSOR チャネル候補蛋白質
の単離という独創的手法を駆使して、
「SSNK-1」（仮称）を見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1) VSOR アニオンチャネルの

候補分子「SSNK-1」が、VSOR アニオンチ
ャネルの分子実体、あるいはチャネル構成分
子として機能することを細胞生理学的およ
び分子生理学的に実証すること、2) SSNK-1
とLRRC8Aの相互作用を明らかにすること、
3) SSNK のアイソフォームの SSNK-2 およ
び SSNK-3 の VSOR アニオンチャネルに対
する寄与を明らかにすることで、VSOR アニ
オンチャネル分子の全容解明につなげるこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) VSOR アニオンチャネル電流の電気生理
学的解析 
各種細胞に対して、ホールセルパッチクラ

ンプ法を適用し、低浸透圧誘発性アニオン電
流（VSOR 電流）を測定した。低張バス溶液
の組成 (mM) は 110 NMDG-Cl, 5 MgSO4, 
12 Hepes, 7 Tris, 30 mannitol, pH 7.4 (260 
mOsm/kg H2O) であり、標準バス溶液 (340 
mOsm/kg H2O) には 80 mM mannitol を付
加した。ピペット溶液の組成 (mM) は 110 
NMDG-Cl, 2 MgSO4, 1 EGTA, 1 Na2ATP, 
15 Na-Hepes, 10 Hepes, 50 mannitol, pH 
7.3 (300 mOsm/kg H2O) であった。 
 
(2) 細胞容積の測定 
 細胞容積測定は、コールターカウンター法
により行った。標準溶液の組成（mM）は、
4.5 KCl, 95 NaCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 5 
Hepes, 105 mannitol, pH 7.3 (310 
mOsm/kg H2O) であり、低張溶液の組成
（mM）は、4.5 KCl, 95 NaCl, 1 MgCl2, 1 
CaCl2, 5 Hepes, pH 7.3 (205 mOsm/kg H2O)
であった。 

(3) 脂質ラフト画分の単離 
 細胞から調製した膜画分を、1% CHAPS
で可溶化し、sucrose 不連続密度勾配遠心に
よって 10 フラクションに分画した。脂質ラ
フト画分は、CHAPS 不溶性のフラクション
に検出された。 
 
(4) Proximity Ligation Assay 
各種 SSNK と LRRC8A の相互作用は、

Duolink In Situ Starter Set RED (SIGMA) 
を用いて評価した。赤色蛍光の観察には、共
焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM780）を使
用した。 
 
４．研究成果 
(1) SSNK アイソフォームの SSNK-2 および
SSNK-3 をクローニングし、それぞれ
HEK293T 細胞に過剰発現させた。SSNK-1、
SSNK-2 の発現細胞では VSOR アニオンチ
ャネル電流が増大したが、SSNK-3 発現細胞
では電流の増大が見られなかった（図 1）。 

図 1. 各種 SSNK 発現細胞における VSOR 電流 
 
 (2) SSNK-1 発現細胞を低張
溶液で処理すると、多量体を形
成する傾向が見られた（図 2）。 
 
図 2. 低張刺激（hypo）による 

SSNK-1 の多量体形成 
 
 
(3) SSNK-1 ノックアウトマウス由来の胎児
繊維芽細胞において、VSOR チャネル電流の
抑制が観察
されたが、
SSNK-2 ノ
ックアウト
マウス由来
細 胞 の
VSOR チャ
ネル電流に
変化はなか
った（図 3）。 
 
            

図 3. SSNK-1, SSNK-2 ノックアウト細胞に 
おける VSOR 電流 



(4) 低張条件下で引き起こされる調節性細胞
容積減少（RVD）は、SSNK-1 過剰発現細胞
において亢進し、SSNK-1 ノックアウト細胞
において抑制された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. SSNK-1 ノックアウト細胞に 
おける RVD の遅延 

 
 
(5) VSOR アニオンチャネルが機能的に発現
しているヒト口腔類表皮癌由来 KB 細胞およ
びVSORチャネル機能が欠落しているKB細
胞由来の KCP-4 細胞に
おいて、LRRC8A の発
現量は、遺伝子およびタ
ンパク質レベルで有意
差がなかった（図 5）。 
 
図 5. VSOR チャネル活性 

と LRRC8A 発現量は 
相関しない 

 
 
 (6) SSNK-1 強制発現 HEK293 細胞におい
て、特異的抗体を用いた免疫細胞染色および
ビオチン化実験により、SSNK-1 は、細胞内
および原形質膜に発現していることが分か
った。また、SSNK-1 は、LRRC8A と共に膜
マイクロドメインに発現していることが示
唆された（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. 原形質膜の膜マイクロドメイン（脂質 
ラフト）における SSNK-1 の発現 

 
 
(7) SSNK-1、SSNK-2、SSNK-3 の各強制発
現細胞において、低張条件下で引き起こされ
る調節性細胞容積減少（RVD）は、SSNK-1
の場合のみ亢進し、SSNK-2、SSNK-3 の発
現による亢進は観察されなかった（図 7）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7. 各種 SSNK 強制発現細胞における RVD 
 
 (8) SSNK-1 ノックアウトマウス由来の胎児
繊維芽細胞に、SSNK-1 を強制発現させると
VSOR チャネル電流の回復が観察された（図
8）。また、ノックアウト細胞における
LRRC8A のタンパク質発現量は、野生型と差
がなかった（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8. SSNK-1 ノックアウト細胞への SSNK-1 
の発現は VSOR 電流をレスキューする 

 
 
 
 
 
 
 

    図 9. 各種細胞における LRRC8A の発現量 
 
 
(9) タンパク質間相互作用の検討のための
Proximity Ligation Assay により、LRRC8A
と SSNK-1 は近接して存在していることが
示唆された（図 10）。一方、SSNK-3 は、
LRRC8A と近接して存在しないことがわか
った。 

 
図 10. SSNK-1 と LRRC8A の相互作用 
（赤い点が両者が近接している指標となる） 



 
以上の結果から、VSOR アニオンチャネル

の構成因子として、LRRC8A に加えて
SSNK-1 が関与していることが示唆された。
SSNK-1 と LRRC8A は、原形質膜の膜マイ
クロドメイン（脂質ラフト）において、相互
作用することにより、VSOR アニオンチャネ
ルの機能が発揮され、細胞容積調節機構に密
接に関与するものと考えられる。 
一方、SSNK のアイソフォームの SSNK-2

と SSNK-3 は、VSOR チャネルの構成には関
与していないことが示唆された。 
 本研究で、VSOR チャネルの機能と
LRRC8A の発現量に相関性が見られなかっ
たこと、SSNK-1 のノックダウン、ノックア
ウトにより VSOR チャネル機能が著しく低
下することから、SSNK-1 は、VSOR チャネ
ルの機能維持に必須の役割を担っているこ
とが示唆される。 
 VSOR アニオンチャネルは、アポトーシス
性細胞死が寄与する、心筋梗塞や脳卒中など
の虚血性疾患、アルツハイマー病やパーキン
ソン病などの神経変性疾患に関与している
ことが示唆されている。今後、SSNK-1 を標
的とする化合物のスクリーニングにより、こ
れらの疾患に対する有効な治療薬の開発に
つながる可能性がある。 
 なお、本研究成果に基づく論文を現在作成
中である。 
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