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研究成果の概要（和文）：マクロファージは自然免疫系において非常に重要な役割を担っている。マクロファー
ジの一連の免疫応答に対するイオンチャネルの寄与については未だ不明な点が多い。本研究では、マクロファー
ジに発現するK+チャネルのうち役割が未知である2ポアドメインK+チャネル（TWIK-1）と内向き整流性K+チャネ
ル（Kir2）の生理的意義の解明を目的とした。TWIK-1はマクロファージにおいてK+チャネルではなくむしろ非選
択的な陽イオンチャネルとして機能し、膜電位制御を介してサイトカイン産生などに寄与することが示唆され
た。一方、Kir2.1はマクロファージのM1分化に対する抑制因子の1つとして機能すると推測される。

研究成果の概要（英文）：Macrophages play key roles in innate immunity. Ion channels in macrophages 
modulate membrane potentials and control intracellular calcium signaling to cause immune responses 
against various types of stimulation. In the present study, we focused on two kinds of potassium 
channels, TWIK-1 (a member of two pore domain K+ channel family) and Kir2.1 (a member of inwardly 
rectifying K+ channel family), whose roles in macrophages are unknown. In our study it was indicated
 that TWIK-1 functions as a non-selective cation channel not a K+ channel and modulates membrane 
potentials and cytokine production. On the other hands, Kir2.1 may be one of the negative regulators
 of differentiation into M1 state.

研究分野：薬理学

キーワード： イオンチャネル　薬理学　薬学　カルシウムシグナル　マクロファージ　蛍光イメージング　パッチク
ランプ
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１．研究開始当初の背景 
マクロファージは自然免疫系において
非常に重要な役割を担っている。マクロファ
ージの主な機能として、生体外から侵入した
異物の貪食作用、貪食した異物の情報を他の
免疫細胞に伝える抗原提示作用、他の免疫細
胞の活性化をコントロールするサイトカイ
ンの産生作用などが挙げられる。マクロファ
ージは一連の免疫応答を引き起こすために、
細胞外の環境変化を感知し、細胞内に情報を
伝達する多様な機構を備えている。この情報
伝達機構の一つに、イオンチャネルによる細
胞膜電位の制御がある。骨髄由来マクロファ
ージの静止時、あるいは M1/M2 の各活性化状
態において、K+チャネル発現は大きく変化す
るが（Moreno ら J Immunol. 2013）、その意
義については十分に解明されていない。 
我々は、マウス腹腔マクロファージを単
離し、K+チャネルのうち 2 ポア型 K+チャネル
(K2P)の発現を調べた。その結果、単独では細
胞膜に発現せず機能を持たない“サイレン
ト”チャネルである TWIK-1, TWIK-2 などの
発現を見出した。これまでに、TWIK-1 がサイ
レ ン ト で あ る 原 因 と し て 、 (1)Small 
Ubiquitin Modifier (SUMO)化によるという
説と、(2)定常的なエンドサイトーシスによ
るという説の 2つがあるが、いずれも再構築
系の実験に基づくものであり、生体内での
TWIK1 の機能は依然不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、①サイレントチャネル TWIK-1、
②マクロファージの状態で発現レベルが大
きく変動する内向き整流性K+チャネル（Kir2）
の、マクロファージ機能への寄与を明らかに
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
マウス腹腔マクロファージあるいは骨髄由
来マクロファージを用いて実験を行った。パ
ッチクランプ法により、イオンチャネル電流
あるいは膜電位変化を解析した。さらに、カ
ルシウム蛍光色素や膜電位感受性蛍光色素
によるイメージング解析を行った。siRNA に
よる特異的ノックダウンあるいは過剰発現
を行い標的イオンチャネルの機能解析を行
った。免疫染色法や定量的 PCR 法、ウエスタ
ンブロッティング法など汎用されている生
化学的手法も用いた。 
 
 
４．研究成果 
発現解析の結果、マウス腹腔マクロファ
ージにおいて TWIK-1 の mRNA およびタンパク
質レベルでの発現が検出された。TWIK-1 は持
続的にエンドサイトーシスを受けるため、細
胞膜発現が不安定であることが報告されて
いる。そこで、TWIK1 の細胞外ドメインを認

識する抗体を用いて、非膜透過処理下で染色
したところ、意外なことに TWIK-1 がマウス
腹腔 Mφの細胞膜上に安定的に発現すること
が明らかになった（図１）。 
ホールセルパッチクランプ法により膜
電流を測定したところ、想定される K+電流は
検出されなかった。細胞外の K+を除くと、
TWIK-1 は非選択的陽イオンチャネルとして
機能することが知られている。そこで、0 mM 
K+条件下で膜電流を測定したところ、非選択
的な陽イオン電流が検出された（図２）。こ
の電流は shTWIK-1 によるノックダウンによ
り有意に減少した。パッチクランプ法あるい
は膜電位感受性色素 DiBAC4(3)による膜電位
測定を行ったところ、TWIK-1 のノックダウン
により静止膜電位が脱分極方向にシフトす
ることが示唆された。最後に、ATP あるいは
シリカビーズによって引き起こされるサイ
トカイン（IL-1）産生に対する TWIK-1 の寄
与を調べた。その結果、ATP による IL-1産
生量に変化はなかったが、シリカビーズによ
るIL-1産生量はTWIK-1ノックダウン群で減
少傾向であった。以上より、TWIK-1 は Mφに
おいて K+チャネルではなくむしろ非選択的
な陽イオンチャネルとして機能し、膜電位制
御を介してサイトカイン産生などに寄与す
る可能性が示唆された。 

 
図１免疫染色による TWIK-1の細胞内局在解析 
腹腔マクロファージに対して、それぞれ TWIK-1 の
細胞内ドメインを認識する抗体と細胞外ドメインを
認識する抗体を使用して免疫染色を行った。 
 

 

図２パッチクランプ法による TWIK-1電流解析 
shRNA による TWIK-1 のノックダウンを行った結
果、細胞外の K+を除去することで発生する非選択的
陽イオン電流が有意に減少した。 



マウス骨髄細胞に MCSF を処置してマク
ロファージに分化させた。ホールセルパッチ
クランプ法により膜電流を測定した結果、
Kir2.1 と Kir2.2 由来の内向き整流性電流が
観察された。ストア作動性 Ca2+流入（SOC）に
対するKir2活性の影響を調べたところ、Kir2
活性は SOC活性を上昇させることが明らかに
なった。SOC 活性は様々な細胞で分化・増殖
などに関与することが知られている。そこで、
Kir2の特異的阻害剤である低濃度Ba2+を用い
て、単球からマクロファージへの分化に対す
る Kir2 の関与を調べた。しかし、マクロフ
ァージの分化に対する Kir2 の関与は認めら
れなかった。さらに細胞増殖やビーズ貪食に
対する Kir2 の影響を調べたが、いずれの場
合も Ba2+投与による変化は見られなかった。 
一方、LPS でマクロファージを刺激して
M1 に分化させると、Kir2.1 の mRNA レベルお
よび電流量は有意に低下した。また M1 時で
は、静止膜電位の脱分極シフトと静止時の細
胞内 Ca2+濃度の低下が観察された。マクロフ
ァージに対して Kir2.1 を過剰発現させた後
に、LPS 刺激により M1 状態に分化させるとサ
イトカイン産生（IL-1b や TNFa など）は有意
に低下した。以上より、Kir2.1 は Mφの M1
状態への分化に対する抑制因子の1つとして
機能しており、LPS 刺激後の発現減少は M1 分
化へのスイッチとして働く可能性がある。 
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