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研究成果の概要（和文）：膜に存在するタンパク質は、細胞内の小胞体で合成され、膜に対する

向きを変えずに、細胞膜に運ばれるが、我々は、マウスの膵臓に存在するイオンチャネルが、

小胞体膜中における向き（配向）が、通常考えられているものと逆であることを見いだし、そ

の生理学的な意義を見いだすための研究を行った。 
 まず、現在までに得られている実験結果を、別の手法によりさらに確認する実験を行い、現
在は、通常と逆の配向を示すイオンチャネル遺伝子の性質を詳細に調べるため、塩基配列の同
定を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）：We prepared nuclear envelopes (NEs) from mouse pancreatic acinar cells and 
observed MaxiK currents in the membrane subjected to the patch-clamp technique. The results 
indicate that the MaxiK channels are oriented in the ER membrane as their usual extracellular side 
faces to cytosol.  These observation is inconsistent with the conventional understandings of the 
protein transport process. In this study, we examined the orientation of MaxiK channel in the ER 
membrane of the pancreatic acinar cells. 
We performed an immunofluorescent staining in our NE preparation using anti-Calnexin antibodies. 
Calnexin, an ER resident membrane protein, direscts C-terminus to the cytosol and N-terminus to the 
lumen. The antibody which binds to N-terminus of Calnexin showed the signal only when NE membrane 
was permeablilized. It supports the notion that the orientaion of our NE preparation itself would be 
intact. Collectively, we suggest that MaxiK channels of the mouse pancreatic acinar cells have 
unconventional orientation in the ER membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者が所属する研究室独自の技術とし

て、マウスの膵臓腺房細胞から、小胞体膜を

含むnuclear envelopeを単離し、それにpatch 

clamp法を適用することで、小胞体膜中のイ

オンチャネルの電流を記録する技術が確立

されている。本申請では、その技術を用いて

小胞体膜中に埋め込まれたCa2+依存性の電位

依存性K+チャネル（maxiK/BK）が、小胞体で

果たす生理的役割についての解析を行うも

のである。 

 

 nuclear envelopeを用いた研究の途上、マ

ウス膵臓腺房細胞に存在するCa2+依存性の電

位依存性K+チャネル（maxiK/BK）の、小胞体

膜中における向き（配向）が、通常考えられ

ているものと逆（通常は細胞質中に細胞内領

域を持つ向きに入っているが、我々の系では、

細胞質側に細胞外領域を向けている）である

ことを見出した(Maruyamaら、2003, 2005)。

それまでの研究から、この標本から、リアノ

ジンレセプターの電流が記録されること

(Maruyamaら、2003)、形質膜では１２週齢以

降から記録されるmaxiK電流が、この標本で

は、８週齢前後から記録されることなど

(Maruyamaら、2005)、この標本が小胞体膜で

あることを示すデータが得られていた。膜蛋

白質の合成から、形質膜への膜蛋白質の輸送

については非常に良く研究されており、全て

の膜蛋白質は、同一の機構で輸送されている

（小胞輸送）と考えられているので、我々が

見出した現象は、今までの知見とは一致しな

い、非常に興味深いものであった。例外的と

も言える小胞体膜中のmaxiKチャネルの配向

には、生理的に何らかの意味があるものと考

えられた。また一般に、形質膜に発現するイ

オンチャネルが、小胞体膜で何らかの役割を

持つとは考えられておらず、今回の我々の知

見は、一つのイオンチャネルが、細胞内の異

なる部位で、異なる役割を担うという、新し

い可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 

 本申請においては、まず小胞体膜における

maxiK チャネルの配向が、現在までの知見と

は逆になっているにも関わらず、形質膜には

通常通りの向きで発現するメカニズムにつ

いて考察し、その後、maxiK チャネルが小胞

体膜で果たす生理的役割について、明らかに

する。 

 まず、小胞体膜に逆向きの配向になるメカ

ニズムについて、以下の二つの可能性につい

て検討する。１）全く新しい、膜輸送様式が

存在する可能性。通常、小胞体膜の外側

（cytoplasm 側）が細胞内であり、小胞体の

内側（lumen 側）は、細胞外と同義であると

考えられ、実際に、小胞体膜で合成され、形

質膜に運ばれる膜蛋白質群は、lumen 側に細

胞外領域、cytoplasm 側に細胞内領域を向け

た状態で、ゴルジ体などを経て、形質膜へ輸

送されていく。小胞体からゴルジへの膜輸送

においては、COPII と呼ばれる蛋白質が、膜

の出芽、融合に重要であることが示されてお

り、この輸送メカニズムにおいては、膜の出

芽、融合を繰り返す輸送の全過程において、

脂質二重膜に対する膜蛋白質の配向は一定

である事が知られている。また、膜蛋白質が

合成され、小胞体膜に組み込まれる過程は一

定であり、同じ種類の蛋白質は全て同じ向き

に配置されると考えられてきた。我々が発見

した現象は、これらの今までの知見では説明

できないものである。我々は、maxiK チャネ

ルが、今まで知られているものとは異なった

方法で、形質膜に輸送されている可能性を検

討する。 

 具体的には、（1）再度、nuclear envelope

中での maxiK チャネルの、膜に対膜への輸送

機構の検討のために、ゴルジ体などで免疫染

色を行い、輸送段階を追って、膜に対する配

向の変化を確認する。 

 

 次に、（２）形質膜、小胞体膜それぞれで機

能する maxiK チャネルが、別種類のものであ

る可能性。maxiK チャネルにはウサギにおい

て rbslo2 というスプライスバリアントが知

られており (Guggino ら、2003) 、この分子

は、形質膜に発現することが出来ず、小胞体

に留まる事が知られている。このスプライス

バリアントの、小胞体膜での配向は知られて

いないが、マウスにおける slo2 類似のサブタ

イプが、小胞体に留まり、機能する maxiK チ

ャネルである可能性がある。膵臓腺房細胞で

は、形質膜に maxiK チャネルが発現すること

が知られているため、同じ細胞内で、形質膜

に発現するものと、小胞体膜に発現するもの

を使い分けている可能性がある。この可能性

を検証するために、（２）-①ウェスタンブロ



ッティング法、RT-PCR 法などを用いて、膵臓

腺房細胞に発現している maxiK チャネルのサ

ブタイプを同定する。（２）-②複数のスプラ

イスバリアントが確認された場合、それぞれ

の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト に Green 

Fluorescent Protein (GFP)を融合させたキメ

ラ蛋白質を作成し、その細胞内での局在を確

認する。（２）-③小胞体に局在するスプライ

スバリアントについて、その小胞体膜での配

向を、免疫染色法を用いて確認する。 

 

 次に（３）小胞体に発現する maxiK チャネ

ルの生理的意義について検討する。まず、小

胞体膜に対する配向が変わることにより、糖

鎖の修飾などが変化している可能性があるこ

とから、小胞体膜上の maxiK チャネルの電気

生理学的性質（電位依存性、カルシウム依存

性、開確率、透過性、イオン選択性など）を

詳細に検討する。次に、Iberiotoxin などの

maxiK チャネルのブロッカーペプチドを、膵

臓腺房細胞由来の培養細胞（266-6 cell）の

細胞質中に強制発現させ、小胞体膜に発現す

る maxiK を特異的に阻害した細胞を作成し、

小胞体の形態、容積、膜電位などに対する影

響を検討する。 
 
３．研究の方法 
 まず我々が用いている、単離した nuclear 

envelope が、小胞体膜であることを再度確認

した。小胞体膜に発現し、小胞体のマーカー

として用いられる、Calnexin に対する抗体を

用いて、nuclear envelopeで免疫染色を行い、

小胞体膜であることを確認した。 

 

 次に、maxiK の配向が、lumen 側に細胞内

領域、細胞外領域を向けたものが混在する場

合を考え、まず２種以上の maxiK が発現して

いる可能性を検討した。膵臓腺房細胞におい

て、スプライスバリアントの存在を、5’RACE

法、および RT-PCR 法により検証した。 

 

 その後、既にクローニングされている mslo

遺伝子に変異を導入し、膵臓外分泌細胞に発

現する maxiKと同じ部分から翻訳が開始され

る変異体を作製し、HEK293 細胞に強制発現し、

patch clamp 法により、電流測定を行った。 
 
４．研究成果 
 
 現在までに得られている電気生理学的実験

による、maxiKチャネルの配向を、組織学的な

手法により確認する実験を行った。小胞体膜

に発現し、小胞体のマーカーとして用いられ

る、calnexinに対する抗体を用いて、nuclear 

envelopeで免疫染色を行った結果、Calnexin

タンパク質のC末端領域を抗原としたした抗

体は、nuclear envelope膜をpermeabilizeし

た場合、しない場合どちらでもシグナルが得

られたが、N末端領域を抗原とした抗体は、

nuclear envelope膜をpermeabilizeした場合

のみ、シグナルが得られた。（下図） 

 

 
 

Calnexinは、小胞体膜に存在し、N末端領域を

lumen側、C末端領域をcytosol側に向けて存在

しているので、このことから、我々が用いて

いるnuclear envelope標本におけるER膜が、

intactな膜の配向を維持している事が確認さ

れた。 

 

 次に、通常と逆の配向を示す膵臓腺房細胞

に発現する maxiKチャネル遺伝子のクローニ

ングを行うために、まず 5’RACE 法による、

遺伝子の 5’末端配列の同定と、RT-PCR によ

る、3’末端側配列の同定を行った。膵臓外

分泌細胞と、顎下腺外分泌細胞から RNA 抽出

を行い、それらを用いて 5’RACE および、

RT-PCR を行った。その結果、5’RACE におい

て、膵臓外分泌細胞に発現する maxiK 遺伝子

は、顎下腺外分泌で発現するものよりも、5’

領域が短い事が示唆された。膵臓外分泌細胞



における maxiK チャネルは、一般的に知られ

る maxiK チャネルと比し、N 末端領域が極端

に短く、maxiK チャネルに特徴的な S0 と呼ば

れる膜貫通領域が存在しない事が示唆され

た。 

 

 この結果から、既にクローニングされてい

る mslo 遺伝子に変異を導入し、膵臓外分泌

細胞に発現する maxiKと同じ部分から翻訳が

開始される変異体を作製し、HEK293 細胞に強

制発現し、patch clamp 法により、電流測定

を行った結果、この変異体は、野生型に比べ

て、形質膜への移動が極端に落ちているもの

の、明らかな電流発現が見られる事から、膜

への移行能力は完全には失われていない事、

および、野生型と同様の形質膜における配向

を持っている事が示唆された。今後は、

HEK293 細胞の nuclear envelope 膜の免疫染

色により、この変異体の ER 膜における配向

を確認する。また、RT-PCR の結果からは、少

なくとも２種類の遺伝子の存在が示唆され

ている事から、今後はそれぞれのスプライス

バリアントをクローニングし、それらがコー

ドする maxiK タンパク質の、ER 膜、形質膜に

おける配向を確認する予定である。 

 

 その後、小胞体に発現する maxiK チャネル

の生理的意義について検討する。まず、小胞

体膜に対する配向が変わることにより、糖鎖

の修飾などが変化している可能性があるこ

とから、小胞体膜上の maxiK チャネルの電気

生理学的性質（電位依存性、カルシウム依存

性、開確率、透過性、イオン選択性など）を

詳細に検討する。次に、Iberiotoxin などの

maxiK チャネルのブロッカーペプチドを、膵

臓腺房細胞由来の培養細胞（266-6 cell）の

細胞質中に強制発現させ、小胞体膜に発現す

る maxiK を特異的に阻害した細胞を作成し、

小胞体の形態、容積、膜電位などに対する影

響を検討する予定である。 
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