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研究成果の概要（和文）：　これまで、スフィンゴミエリン（SM）代謝によるK+チャネルであるKCNQ1の発現制御が示
唆されている（Lu et al., 2012）。本研究は、これを細胞レベルで証明するために行われた。主な結果：１）SM合成
酵素（SMS1）阻害剤であるD609の投与により、KCNQ1/KCNE1電流密度が低下した。２）SMS1shRNAにより、電流密度が減
少し、電位依存性は変化しなかった。３）SMS1の過剰発現はshRNAと逆の効果を齎した。４）PKD阻害剤がshRNAと同様
に電流を抑制し、両者が非加算的であった。よって、SMS1によってKCNQ1/KCNE1が正に制御されることが初めて明らか
となった。

研究成果の概要（英文）： We previously showed that sphingomyelin synthase (SMS) deficiency leads to a 
reduction in expression of the K+ channel KCNQ1 in the inner ear, causing hearing loss. Here, we examined 
whether manipulation of SMS1 activity affects KCNQ1/KCNE1 currents in single cells. Application of 
tricyclodecan-9-ylxanthogenate, a nonspecific inhibitor of SMSs, significantly reduced current density 
and altered channel voltage dependence. Knockdown of SMS1 by a short hairpin RNA, however, reduced 
current density alone. Consistent with this, overexpression of SMS1 increased the current density without 
changing channel properties. Furthermore, application of protein kinase D inhibitors also suppressed 
current density without changing channel properties; this effect was nonadditive with that of SMS1 short 
hairpin RNA. These results suggest that SMS1 positively regulates KCNQ1/KCNE1 channel density in a 
protein kinase D-dependent manner.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
蝸牛障害による難聴の予防と治療は耳科学
の中心課題である。脂質は細胞機能に重要で
あるにも拘わらず、これまで内耳機能におけ
る脂質に関する研究は極めて少ない。申請者
らがスフィンゴ脂質であるスフィンゴミエ
リンと聴覚の関係に注目し、スフィンゴミエ
リン合成酵素（SMS1）の欠損動物を解析した
結果、内耳の異常による難聴が起きることを
見出した（Lu et al., 2012）。難聴の原因と
して、SMS1 欠損動物における蝸牛電位の顕
著な低下を突き止めた。更に、蝸牛電位低下
の原因として、蝸牛血管条における K+チャネ
ルである KCNQ1 の発現が著しく低下したこ
とを突き止めた。これらのことは、スフィン
ゴミエリン代謝が KCNQ1 の発現を制御する
ことを強く示唆する。 
 
２．研究の目的 
 KCNQ1 は内耳、心臓、膵臓などにおいて、
KCNE1 と複合体チャネルを形成し、聴覚のみ
ならず、心機能や膵機能などにも重要な働き
をしているため、その調節機序を解明するこ
とは重要である。そこで、本研究では、上記
背景を踏まえて、スフィンゴミエリン代謝が
KCNQ1/KCNE1 チャネル を調節するか否か、調
節する場合、どのような仕組みで調節するの
かを明らかにすることを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するために、単一細胞
で研究する戦略を採用した。なぜなら、組織
や全動物標本では、細胞・組織間の相互作用
などの間接的な要因を排除できないためで
ある。また、スフィンゴミエリン代謝活性の
操作はその合成酵素である SMS1 の操作を通
じて行うことにした。具体的には、HEK293T
細胞に KCNQ1/KCNE1 を発現させ、SMS1 活性を
操作した場合に、KCNQ1/KCNE1 チャネルにど
のような変化が起きるかを調べる。チャネル
の密度や性質はホールセル記録法で調べた。 
 
４．研究成果 
 KCNQ1/KCNE1 を発現していない HEK293T 細
胞（対照群）と発現させる細胞（実験群）の
K+電流を調べたところ、対照群では、低レベ
ルの電流しかなく、実験群の 15%程度であっ
た。また、電流の性質も異なり、実験群に見
られた典型的な KCNQ1/KCNE1 電流（ゆっくり
とした活性化と脱活性化）は対照群では全く
見られなかった。従って、HEK293T 細胞は
KCNQ1/KCNE1 チャネルを調べる良い発現系で
あることが言える。 
 SMS1 の活性を操作するために、まずその阻
害剤 D609 の効果を調べた。D609 を 6 時間投
与すると、KCNQ1/KCNE1 電流が著しく抑制さ
れ、またチャネルの電位依存性が大きく過分
極側にシフトした。すなわち、脱分極性刺激
に対して、KCNQ1/KCNE1 チャネルがより開き
やすくなった。これらの結果は SMS1 活性が

KCNQ1/KCNE1 チャネルの密度と性質を調節す
ることを示唆する。 
 しかし、D609 は SMS1 に対する特異性が高
くないことが知られている。より特異的に
SMS1 活性を操作するために、SMS1 に対する
shRNA の効果を調べた。shRNA プラスミドに
より、SMS1 の mRNA レベルが低下したが、SMS2
の mRNA レベルは影響を受けなかった。shRNA
を導入した細胞では、KCNQ1/KCNE1 電流密度
が統計的に有意に低下した。また、電圧コン
ダクタンス密度関係をボルツマン関数で近
似し、最大コンダクタンス密度を算出したと
ころ、やはりshRNAによって有意に減少した。
一方、チャネルの電位依存性に有意な変化は
見られなかった（図１）。 

 
 
 
 
 
逆に、SMS1 を過剰発現させる、KCNQ1/KCNE1
電流密度が増加し、チャネルの電位依存性に
変化は見られなかった（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 

図 1．SMS1 shRNA によって、KCNQ1/KCNE1
のチャネル密度は低下し、電位依存性は
変化しなかった。 

図 2．SMS１の過剰発現により、
KCNQ1/KCNE1 電流密度が増加し、電
位依存性は変化しなかった。 



 上記の結果を合わせて考えると、SMS1 は
KCNQ1/KCNE1 チャネルの密度を高める作用を
有する一方、チャネルの性質を変えないこと
が言える。D609 によるチャネル電位依存性変
化は、恐らく SMS1 以外の酵素に対する効果
によると考えられる。また、D609 がチャネル
に直接作用する可能性も否定できない。いず
れにせよ、本研究で見出した SMS1 による
KCNQ1/KCNE1 チャネルの正の制御は世界で初
めての知見で、SMS1 を制御することで、難聴
や心疾患を治療する新しい道が開かれたと
言える。 
 では、 SMS1 はどのような仕組みで
KCNQ1/KCNE1 チャネルを調節しているのだろ
うか？SMS1 はチャネルの密度を増加させ、性
質を変えなかったことから、形質膜における
チャネルタンパク質の密度のみを調節する
と考えられるため、細胞内タンパク輸送に
SMS1 が関わるのではないかと考えた。SMS1
がホスファチジルコリンとセラミドからジ
アシルグリセロール（DAG）とスフィンゴミ
エリンを生成する反応を触媒する。これらの
分子のいずれもKCNQ1/KCNE1チャネルの調節
に関わる可能性があるが、ここで DAG に注目
した。その理由は DAG 依存性キナーゼ D（PKD）
が膜タンパクの輸送に関わることが以前の
研究から報告されているためである。PKD 阻
害剤を投与すると、KCNQ1/KCNE1 電流密度が
減少した。複数種類の阻害剤が同一の抑制効
果をもたらしたため、PKD が KCNQ1/KCNE1 チ
ャネル密度を調節する可能性が強く示唆さ
れた。また、SMS1 shRAN と PKD 阻害剤を、そ
れぞれ単独で、また同時に投与した場合の効 

 
 
 
 
果を調べた結果、両者の抑制効果が非加算的
であることが明らかとなった（図３）。従っ
て、PKD が SMS1 の下流で働く可能性が支持さ
れた。 
 結論として、本研究によって、SMS1 によっ
てKCNQ1/KCNE1チャネルが正に制御されるこ
とが世界で初めて明らかにされた。また、そ
のメカニズムとして、SMS1→DAG→PKD→

KCNQ1/KCNE1 の経路を作業仮説として提示す
ることができた。本研究の成果は主に
American Journal of Physiology-Cell 
Physiology に発表した（Wu et al., 2016）。 
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