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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、イオンチャネル標的創薬のための革新的探索方法の開発を目的とした。本
課題の研究成果は以下の通りである。
(1)HEK293細胞にKir2.1と変異型Nav1.5を定常発現させ、刺激による1発の活動電位発生により細胞死が引き起こされる
細胞（新規作成細胞）を樹立し、維持法を確立した。さらに創薬標的候補となるイオンチャネルを発現させ、複数の作
用薬を用いて細胞死測定による高効率探索が可能か試験的に評価したところ、パッチクランプに匹敵する精度の容量作
用曲線が得られた。
(2)新規作成細胞を新規高効率スクリーニングシステムへ応用展開するため、96穴プレートで同時に電気刺激する装置
を開発した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed a novel screening system for drugs acting on 
ion channels. The achievements of results in this study are as follows;
(1) We established a recombinant cell line co-expressing mutant Nav1.5 and　Kir2.1 (IFM/Q3+Kir). 
Electrical stimulation (ES) of the cell line induced prolonged action potentials and subsequent cell 
death. Furthermore "third" ion channel (Kv,K2P or α7-nicotinic receptor) that are candidates for 
therapeutic targets was expressed in IFM/Q3+Kir. In these cells, drugs that modulate the third ion 
channel activity can change the mortality of the cells after ES. MTT assay using already-known drugs 
acting on the "third" ion channels demonstrated that dose-response curves obtained from our new system 
are as accurate as those obtained from patch-clamp recordings.
(2) We developed a new device that enables us to stimulate the recombinant cell lines　cultured on 96 
well plates with ES. Thus, our new system is available for high throughput screening.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
活動電位を発生する興奮性細胞において、

電位依存性 Na+チャネルが細胞機能上、圧倒

的な重要性を有していることは論を待たな

い。電位依存性 Na+チャネルは活性化に続く

極めて速やかな不活性化を起こすことで、活

動電位という高速シグナルを可能にしてい

る。一方、電位依存性 Na+チャネルの過剰な

活性は様々な疾患をもたらす。特に遺伝子異

常を含む何らかの原因による不活性化の遅

延は、てんかんや不整脈などの極めて重篤な

疾患をもたらす(Diss JK et al., Eur Biophys 

J., 2004)。また、トリカブト毒成分のアコニ

チンなどの数種の低分子化合物は、Na+チャ

ネルの不活性化を遅延させ、活動電位幅の延

長を引き起こすことにより毒性を発揮する。

従って、電位依存性 Na+チャネルの不活性化

機構は非常に深く研究され、不活性化を担う

複数部位のアミノ酸群の同定が行われてお

り、これらの部位のアミノ酸を遺伝子の点変

異で置換すると、不活性化が遅延されること

も明らかとなっている(Grant AO. et al., 

Biophys J., 2000)。さらにそのような変異を

有するNa+チャネル発現細胞は死に易いこと

も記述されている。しかしながら過剰な Na+

流入によるNa+貯留の定量的解析や細胞障害

発生機構の解明は充分なされていない。また、

不活性化遅延性の変異型Na+チャネルを定常

発現した細胞を作成し、これを用いて急速

Na+流入による細胞死を報告した例は、我々

の論文が最初である(Fujii M et al., J Biomol 

Screen, 2012)。 
 
２．研究の目的 
細胞レベルでの電気生理学的手法のゴー

ルドスタンダードはパッチクランプ法であ

るが、極めて労力を要する手法のため、イオ

ンチャネル標的創薬のための大規模高効率

探索には利用できない。そのため近年、幾種

類かのオートパッチクランプ機が開発され

ているものの、必ずしも効率は高くなく、汎

用されているとは言い難い。電位感受性蛍光

色素の利用やその他の方法も一長一短あり、

より簡便で革新的な探索方法の開発は、イオ

ンチャネル標的創薬の発展に資する。本研究

では(1)遺伝子改変 Na+チャネルの発現によ

り１発の超持続性活動電位発生で急速なNa+

流入と確実な細胞死をもたらすモデル細胞

系を確立すること、(2)その細胞系を利用して

イオンチャネル標的創薬の画期的高効率探

索系の開発・実用化に結び付けることを目的

としている。 
 
３．研究の方法 
(I) HEK293 細胞に Kir2.1 と変異型 Nav1.X 

を定常発現させ、刺激による 1 発の活動電位

発生により細胞死が引き起こされ、かつ安定

継代培養が可能な細胞（「新規作成細胞」）を

樹立した。さらに創薬標的候補となる各種イ

オンチャネル（Kv1.X、5-HT3A、nicotinic 7、 

two pore K+ channel、TMEM16A など）を

遺伝子導入により発現させ、細胞死測定によ

る作用薬候補化合物の高効率探索が可能か

を検証した。 

(II) (I)で作製した「新規作成細胞」において、

持続的活動電位発生による急速な細胞内Na+

濃度([Na+]i)上昇や細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)

変化を画像解析により計測し、細胞障害の発

生さらには細胞死の機構を解明する。 

(III) (I)で作製した「新規作成細胞」をイオン

チャネル標的創薬の新規高効率スクリーニ

ングシステムへと応用展開するため、96 穴

プレートで迅速かつ簡便に電気刺激する装

置の開発などを含めて実用化の展開を図る。 
 
４．研究成果 

①1 発の活動電位発生により細胞死が引き起

こされる細胞（「新規作成細胞」）の

evaluation： 

新規細胞の Na+電流の減少は、数百M のメ

キシレチン塩酸塩を培養液に添加すること

で回復することが明らかとなった。メキシレ



図１nicotinic 7 定常発現細胞の評価 
A：nicotinic7 のアゴニストである nicotine の用量作用
曲線を示した。B：本スクリーニング法で求めた EC50 と
その文献値を示した。 
 

図２「新規作成細胞」における細胞死機構 
A：WT Nav1.5+Kir 及び新規作成細胞(IFM/QQQ+Kir)
発現細胞に CoroNa Green を負荷し、細胞内 Na+濃度
([Na+]i)測定を行った。a：IFM/QQQ+Kir 発現細胞、b：
WT+Kir 発現細胞の[Na+]i 変化の原図を示した。c：それ
ぞれの細胞における脱分極刺激後の最大[Na+]iを示した。 
**P<0.01 vs WT + Kir 
B：「新規作成細胞」に fura-2AM と DiBAC4(3)を負荷し、
細胞内 Ca2+濃度と膜電位の同時測定を行った。 
 

チン塩酸塩により電流を回復させた細胞株

に、白金電極を用いた電気刺激を行ったとこ

ろ、50%以上の細胞死が観測された。また、

継代数が 40 を超えても、新規細胞の形質は

安定しており、ハイスループットスクリーニ

ングのための大量培養にも耐えうることが

示された。 

 

②イオンチャネル標的創薬での新規高効率

探索システムへの応用展開： 

（１）96 穴に同時に電気刺激する装置部分を

開発し、「新規作成細胞」を用いて装置の有

用性の評価を行った。本装置により、「新規

作成細胞」に対して、極めて短時間で効率的

に電気刺激を与えることが可能になった。 

２）Kv1.3、Kv1.5、nicotinic 7、5-HT3A、

TREK1 を「新規作成細胞」へ定常発現させ

た細胞を作製した。これらの細胞株を用いて、

複数の作用薬を試験的に評価したところ、パ

ッチクランプに匹敵する精度で容量作用曲

線が得られることが分かった。（図 1） 

 

③急速 Na+流入による細胞障害機構の解明： 

１）「新規作成細胞」に Na+感受性蛍光色素

の CoroNa Green を負荷し、電気刺激を行っ

た。電気刺激の直後に、蛍光強度の急速な増

大が見られたことから（図 2A）、「新規作成

細胞」の電気刺激誘発性細胞死は、Na+の細

胞内への過剰流入であることが示唆された。 

（２）「新規作成細胞」において Na+の過剰

流入の後、Na+-Ca2+交換体の逆回転による

Ca2+流入が起こり、アポトーシスによって細

胞死が起こると仮定した。そこで Ca2+感受性

蛍光色素である Fura2 を用いて[Ca2+]i の測

定を行った。結果、一部の細胞において、細

胞膜の持続的な脱分極に同期した、一過性の

[Ca2+]i上昇が起きるのみであった。（図 2B）

また、電気刺激の直後に細胞の膨潤が多数見

られ、さらには破裂して内容物を放出した細

胞も散見されたことから、「新規作成細胞」

における電気刺激誘発性細胞死は、イオン平

衡の破たんによるネクローシスであると考

えられる。 
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