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研究成果の概要（和文）：ヒトKv2.1を内膜に強制発現させた大腸菌を抗生物質処理することによりスネーク状にした
後、外膜を酵素処理で剥がすことによって直径約5-10ミクロンの大腸菌巨大スフェロプラストを得、この大腸菌巨大ス
フェロプラストを自動パッチクランプ装置に適用することにより安定にパッチクランプによる電流測定が可能とする技
術を開発した。更にICKペプチドが各種タンパク質分解酵素の耐性を持つことを明かにした。これらの知見は、本研究
の基礎となるものである。低閾値電位依存性カルシウムチャネルのパドルキメラを作製し、PERISS法を適用することに
より新規ペプチドの創製を継続している。

研究成果の概要（英文）：We expressed a eukaryotic voltage-gated ion channel Kv2.1 in Escherichia coli 
using prokaryotic codon, and prepared giant spheroplasts large enough for the patch clamp. Human Kv2.1 
currents were successfully recorded from giant spheroplasts with the automated system. ProTx-I, ProTx-II, 
GTx1-15, and GsMTx-4 were spider-derived ICKs and incubated with pepsin, trypsin, chymotrypsin, and 
elastase in physiological conditions to find that all tested peptides were resistant to pepsin, and 
ProTx-II, GsMTx-4, and GTx1-15 showed resistance to all tested proteases. These results become the basic 
knowledge of this theme. After construction of paddle chimeras, we have performed multiple peptide 
screening by PERISS method and we have obtained several results.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
いわゆるイオンチャネルは主に神経や心

臓に分布しており、電位依存性カルシウムチ
ャネルはてんかんや痛み、高血圧症の標的分
子と考えられている。低閾値活性化型電位依
存性チャネルであるナトリウムチャネルは
Nav1.4 以外は中枢および末梢神経に分布し
ており、てんかんや疼痛、不整脈治療の重要
な標的分子である。電位依存性カリウムチャ
ネルはもっとも種類が多く、神経や心臓、筋
肉などに発現しており、多発性硬化症、自己
免疫疾患、疼痛、心房細動、糖尿病、不整脈、
てんかん、神経痛、尿失禁、ガン、アルツハ
イマー病などの標的分子である。 
これらイオンチャネルは細胞の膜表面に

存在し重要な機能を発揮していることから
薬剤の標的として注目されている。イオンチ
ャネルの特徴的な点は、①内因性リガンドが
ないこと、②アロステリック調節部位が多様
で複数のファーマコフォアが存在する可能
性があること、③細胞の膜電位に依存的なイ
オンチャネルの開口状態の変化や頻度など
の state-dependent と呼ばれる性質を有する
ことである。しかし、これまでの低分子化合
物などの薬剤のスクリーニング法ではチャ
ネルの各サブファミリーを識別するリガン
ドを高効率に得ることはできていない。 
 
２．研究の目的 
電位依存性カルシウムチャネル、特に低閾

値活性化型は鎮痛を始めとする創薬ターゲ
ットとして期待されている。筆者らが発見し
た低閾値活性化型電位依存性カルシウムチ
ャネル(Cav3.1)の電流を抑制するペプチドの
活性に必要と考えられる部位をランダムラ
イブラリー化するとともに、筆者らが研究開
発し特許を取得している膜タンパク質を認
識するペプチドを創製する新規分子進化工
学技術である PERISS 法を用いて、低閾値活
性化型電位依存性カルシウムチャネルのサ
ブファミリーである Cav3.1, Cav3.2 および
Cav3.3 を識別するペプチドの創製を試みる。
これらのペプチドは副作用の少ない低分子
化合物医薬品の開発への一助となるととも
に、それ自体をペプチド医薬品へと展開する
可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
標的分子とする Cav3.1, Cav3.2 および

Cav3.3 の電位センサーパドル（S3b-S4 部
分）を Kv2.1 イオンチャネルの電位センサ
ーパドルと置換し、都合 12 種類の電位セ
ンサーパドルキメラを作製する。筆者らが
発見した GTx1-15 を鋳型とし、In silico 
ODA 法により結合活性に重要な役割を持
っていると予測された部分を中心にペプチ

ドライブラリーを作製する。これらの準備
ができたところで、筆者らが研究開発し日
本国特許を持つ新規分子進化工学的手法で
ある PERISS 法を適用し、各電位センサー
パドルに特異的に結合するペプチドを取得
する。PERISS 法を実施するに当たっては
サブトラクション法を併用し、各電位セン
サーパドルに特異的なペプチドをより高効
率に取得できるよう工夫する。得られたペ
プチドの活性、特異性は、アフリカツメガ
エル卵母細胞発現系による二本電極電位固
定法によって解析、評価する。 
 
４．研究成果 
電位センサーパドルキメラを作製するベ

ースとなるヒト Kv2.1 が大腸菌内膜で機能
的に発現しているかどうかを大腸菌を用い
たパッチクランプ法にて検討するための技
術開発を行った。 
ヒト Kv2.1を内膜に強制発現させた大腸菌

を抗生物質処理することによりスネーク状
にした後、外膜を酵素処理で剥がすことによ
って直径約 5-10m の大腸菌巨大スフェロプ
ラストを安定的に得る技術を開発した（図
１）。しかしこれらは数m のデブリや様々な
大きさのスフェロプラストの混合物であり、
この中に 20%程度しか存在しない目的の大き
さの巨大スフェロプラストを効率良く得る
方法が必要であった。そこで粒子の大きさで
ソーティングできるマイクロ流路の一種で
あるスパイラルソーターを用い、目的とする
巨大スフェロプラストを約 80%以上の濃度ま
で濃縮することができた。 
この大腸菌巨大スフェロプラストを自動

パッチクランプ装置に適用することにより
安定にパッチクランプによる電流測定が可
能となった（図２）。これらの成果をまとめ
論文発表した。 
 
タランチュラなどの毒液に含まれる

Inhibitor Cystine Knot (ICK) ペプチドは、
ジスルフィド結合を3つ持つポリペプチドで
ある。ICK ペプチドはその構造からプロアー
ゼ耐性を持つことが期待される。本研究では
ICK ペプチドを基本としてペプチドライブラ
リーを作製することからICKペプチドのプロ
テアーゼ耐性について検討した。 
4 種の ICK ペプチド；GsMTx4, GTx1-15, 

ProTxI, ProTxII をペプシンやトリプシン、
キモトリプシン、エラスターゼとともにイン
キュベートした。SDS-PAGE 後に CBB 染色を行
い、残存ペプチド量を定量化した。また、
ProTxII については、ラット血漿中での残存
性とラット尾静脈投与後の血中濃度を MS に
より測定したところ、GsMTx4, GTx1-15, 
ProTxII は検討した全てのプロテアーゼに耐 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１；a:未処理大腸菌、b:長く延びた大腸菌、
c;得られた巨大スフェロプラスト、d:巨大ス
フェロプラストの拡大像。 
 
 

 
図２；巨大スフェロプラストに発現させた
Kv2.1 の電流。 
 

性を示した。一方で、ProTxI はトリプシンと
キモトリプシンによって分解され、エラスタ
ーゼにも感受性を示した（図３）。 
ProTxII はラット血漿中で 37℃、24時間イ

ンキュベートしても分解は認められなかっ
た。ProTxIIの血中半減期は約40分であった。 
考察：ICK ペプチドは、化学的な修飾を施さ
なくてもプロテアーゼに対する抵抗性を持
ち、生理活性ペプチドの弱点である易分解性
を克服することが期待される。一部の ICK ペ
プチドはプロテアーゼに感受性であること
から、そのメカニズムを解析することで、ICK
ペプチドの持つプロテアーゼ耐性のメカニ
ズムの解明に活かせる可能性がある。これら
をまとめ、論文発表した。 
 

 
図３；a:検討した ICK ペプチドはペプシンに
耐性を示す。b:ProTxI 以外はトリプシンに耐
性を示す。c: ProTxI 以外はキモトリプシン
に耐性を示す。d:ProTxI はエラスターゼに感
受性を示した。 
 
 
上述した技術開発と並行して、標的分子と

する Cav3.1, Cav3.2 および Cav3.3 の電位セ
ンサーパドル（S3b-S4 部分）を Kv2.1 イオン
チャネルの電位センサーパドルと置換し、都
合 12 種類の電位センサーパドルキメラを作
製した。現在、PERISS 法を適用することによ
り新規ペプチドの創製を継続している。 
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