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研究成果の概要（和文）：ほとんどすべての細胞は低浸透圧下で膨張しても、元の体積に戻る恒常性維持機構を備えて
いる。この機構に関与する重要なタンパク質の一つが、細胞容積感受性アニオンチャネル（VSOR）であるが、その分子
実体についてはこれまで不明であった。我々は、VSORの特異的阻害薬（DCPIB）の光アフィニティーラベル体を合成し
、ラベリング蛋白質の解析やパッチクランプ法などの様々な手法を駆使し、VC-1（仮称）がVSORを構成する必須の分子
であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Even if almost all the cells swell under hypotonic condition, they can return to t
heir original sizes. This is because the cell has housekeeping functions for regulating its volume. In the
 mechanism, the cell volume-sensitive anion channel (VSOR) is one of essential proteins. Molecular structu
re of VSOR, however, has not been identified yet. Here, we synthesized the photoaffinity probe based on th
e structure of DCPIB, a specific inhibitor of VSOR. In a series of experiments such as the analysis of lab
elled proteins and the electrophysiological patch-clamp recording, we found that VC-1 (tentative name) is 
an essential molecule which constitutes VSOR.
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１．研究開始当初の背景 
これまでに世界の多くの研究者が容積感

受性アニオンチャネル  (volume-sensitive 
outwardly rectifying anion channel; VSOR)
の分子同定を試み、P 糖タンパク質、ClC-3
などの候補分子を報告してきた（Valverde et 
al., Nature, 1992; Duan et al., Nature, 
1997）が、それらの候補分子は、ノックアウ
トマウスの作製によりことごとく否定され
たため、このチャネルの分子同定はなされて
いなかった。他方、VSOR の機能が細胞生存
のための細胞容積調節機構だけでなく、アポ
トーシスおよびネクローシスといった細胞
死にも重要な役割を果たしていることが報
告された（Okada et al., Pflügers Arch., 
2004）。これまでの分子同定の失敗は、多く
の細胞に普遍的発現を示す VSOR に発現ク
ローニング法を用いたためであると考えら
れる。本研究では、VSOR 阻害薬の光アフィ
ニティーラベル体によるタンパク質単離法
を導入し、容積感受性アニオンチャネルの分
子同定に挑んだ。 
 
２．研究の目的 

VSOR は、「細胞の生死を制御するイオン
チャネル」として現在注目されてきている。
このように生理的に重要な機能を果たして
いるチャネルであるが、その分子実体は世界
中の研究者の多大なる尽力にもかかわらず、
明らかとなっていない。したがって本研究で
は、このアニオンチャネルの特異的阻害剤で
ある 4-(2-butyl-6,7-dichloro-2-cyclopentyl- 
indan-1-on-5-yl) oxobutyric acid (DCPIB)を
基盤とした光アフィニティーラベル体を作
製し、独創的なタンパク質単離法により、容
積感受性アニオンチャネルの分子実体を世
界に先駆けて明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) DCPIB 結合タンパク質の同定 

VSOR を機能的に発現しているヒト口腔
類表皮癌 KB 細胞に DCPIB の光アフィニテ
ィープローブを負荷した後、UV 照射し、
DCPIB 結合タンパク質にプローブを非可逆
的に結合させた。DCPIB 結合タンパク質を
ビオチン/アビジン反応を利用することで単
離した後、LC/MS/MS を用いたショットガン
法により DCPIB 結合タンパク質を同定した。 
 
(2) KB 細胞およびそのシスプラチン耐性株
（KCP-4 細胞）を用いた VSOR 候補タンパ
ク質の探索 

KB細胞および VSOR機能が観測されない
KCP-4 細胞から単離した膜画分を用いて二
次元電気泳動を行った。KCP-4 よりも KB 細
胞 で 発 現 量 の 多 い ス ポ ッ ト を
MALDI/TOFMS 解析した。 
 
(3) VC-1, VC-2, VC-3 ノックダウン細胞を用

いた VSOR の電気生理学的解析 
Alexa Fluor 488タグを付加した siRNAに

より VC-1、VC-2、VC-3 をノックダウンし
た各 KB 細胞において、蛍光顕微鏡下でパッ
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 CsCl, 5 MgSO4, 
12 Hepes, 7 Tris, 40 mannitol, pH 7.3 (270 
mOsm/kg H2O) であり、標準バス溶液 (330 
mOsm/kg H2O) には 60 mM mannitol を付
加した。ピペット溶液の組成 (mM) は 110 
CsCl, 2 MgSO4, 1 Na2ATP, 15 Na-Hepes, 10 
Hepes, 50 mannitol, pH 7.3 (300 mOsm/kg 
H2O) であった。 
 
(4) VC-1 ノックアウト細胞を用いた VSOR
チャネルの電気生理学的解析 

VC-1 ノックアウトマウスおよびワイルド
タイプマウスの胎児から単離した線維芽細
胞にパッチクランプ法を適用し、(3)で用いた
方法と同様に VSOR 電流を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) DCPIB 結合タンパク質の同定 
まず、合成した DCPIB の光アフィニティ

ーラベル体が VSOR の活性を阻害するかに
ついてホールセルパッチクランプ法により
検討した。ラベル体は 10 µM の濃度で、
VSOR 電流をほぼ完全に、2.5 µM で約 80%
抑制した。ラベリングには、2.5 µM の DCPIB
を用いた。 

LC/MS/MS を用いたショットガン法によ
り、約 150 種類の DCPIB 結合タンパク質を
同定できた。興味深い膜タンパク質として
VC-1（仮称）が検出された。これまでに VC-1
が VSOR の分子実体であるという報告はな
されていない。 
 
(2) KB 細胞および KCP-4 細胞を用いた
VSOR 候補タンパク質の探索 
これまでに、KB 細胞のシスプラチン耐性

株である KCP-4 細胞では、低浸透圧刺激に
よる細胞容積膨張に伴う VSOR 電流が観測
されないことが報告されている（Lee et al., J. 
Cell. Physiol., 2007）。そこで、KB 細胞およ
び KCP-4 細胞から単離した膜画分における
タンパク質の発現量を比較・検討した。興味
深いことに、（1）で同定した VC-1 の発現量
が、KCP-4 細胞に比べ、KB 細胞において顕
著に多いことが明らかとなった（図 1）。 
 

図 1. 二次元電気泳動による VC-1 の検出 



 
(3) VC-1, VC-2, VC-3 ノックダウン細胞を用
いた VSOR の電気生理学的解析 

VC-1 およびその関連タンパク質である
VC-2, VC-3（仮称）をノックダウンした KB
細胞における VSOR 電流を測定したところ、
コントロールの KB 細胞に比べ、VC-1 ノッ
クダウン細胞（VC-1-KD）の電流が顕著に減
少していた。一方、VC-2 ノックダウン細胞
（VC-2-KD）における VSOR 電流の有意な
抑制は観察されなかった（図 2）。また、VC-3
のノックダウンも VSOR 電流に影響を与え
なかった。 

図 2. VC-1、VC-2 ノックダウンによる VSOR 電流
の変化 
 
(4) VC-1 ノックアウト細胞を用いた VSOR
チャネルの電気生理学的解析 

VC-1 ノックアウト線維芽細胞（VC-1-KO）
における VSOR 電流を測定したところ、ワイ
ルドタイプ細胞（WT）に比べ、電流が顕著
に減少していた（図 3）。 

図 3. VC-1 ノックアウトによる VSOR 電流の変化 
 
(5) VC-1 の細胞における分布の検討 
免疫細胞染色により、KB 細胞における

VC-1 の局在を検討したところ、VC-1 は原形
質膜および細胞内オルガネラに存在し、その
量は細胞内の方が多いことがわかった。 
 
(6) 総括 
以上の結果から、VC-1 が VSOR の分子実

体（構成サブユニット）もしくは調節タンパ
ク質として機能していることが強く示唆さ
れた。また VC-1 は細胞内にプールがあり、

刺激により原形質膜に移行する可能性が示
唆された。 
つい最近、パネキシンと同様のトポロジー

を有する LRRC8A が VSOR の構成分子であ
るという報告がなされた（Voss et al., 
Science, 2014; Qiu et al., Cell, 2014）。我々
は、VC-1 ノックアウト細胞においても
LRRC8A が発現していることを確認してお
り、少なくとも VC-1 は VSOR の機能発現に
必須の分子であるものと考えられる。 
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