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研究成果の概要（和文）：本研究では、イオンチャネル標的創薬のための大規模高効率探索法の開発・実用化を
目的とした。申請者らが独自に確立した独自のセルベースアッセイ系「1発の活動電位発生により確実に死ぬ細
胞（PCT/JP2011/064967）」に対して、低濃度Ba2+を投与することで活動電位をより簡便に誘発する手法を開発
した（特願2016-214685）。創薬標的チャネルとして様々な疾患発症に関わる2ポアドメインK+（K2P）チャネル
を選択した。K2Pチャネルを上述の細胞に発現させたところ、K2Pチャネルの活性変化を細胞の生死で測定するこ
とに成功した。化合物ライブラリーを用いたスクリーニングを進行中である。

研究成果の概要（英文）：To develop a new ion channel-targeted drug screening system for high 
throughput screening (HTS) assay, we have established HEK293-based “test cell” expressing a 
mutated Na+ channel lacking inactivation and a K+ channel (Kir2.1) that hyperpolarizes the membrane 
potential (PCT/JP2011/064967). We found that only treatment of the test cells with Ba2+ is enough to
 induce action potential and cell death. Then two-pore domain potassium (K2P) channels were 
additionally expressed in the test cells because K2P channels are involved in progression of various
 disease and thought to be druggable targets. In this system, both activating and inhibitory effects
 of drugs on K2P channels can be easily and accurately estimated using simple cell death assay. IC50
 values of these blockers acquired by both manual and automated process were close to those obtained
 using patch-clamp recordings. Now drug screenings using compound library are in progress.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネル創薬での低コスト高効

率の探索系確立を目指して、我々は静止膜電
位を深くする内向き整流性 K+ チャネル
（Kir2.1）を強制定常発現させた細胞に、遺
伝子変異により不活性化が極めて遅い電位
依存性 Na+チャネル（IFM/QQQ）を共発現させ
た。そして刺激が入らない限り通常の細胞寿
命を保ち、刺激により１発の活動電位が発生
すると確実に死に至る細胞で、安定的に増
殖・維持可能な培養細胞（以下では試験細胞）
の創成に成功した（「イオンチャネルに作用
する化合物のスクリーニング用材料及びそ
の利用」PCT/JP2011/064967）。本技術のイオ
ンチャネル標的創薬における高効率探索系
への応用を模索し、その可能性を示してきた
（ Fujii ら J Biomol Screen, 2012; J 
Pharmacol Sci, 2013）。 

15 種のサブファミリーからなるタンデ
ム型 2ポア K+（K2P）チャネルは比較的最近に
発見されたものが多い。各種細胞において静
止膜電位保持と細胞環境変化（細胞外 pH、温
度、酸素濃度、脂質系生理活性物質産生）へ
の対応機能を担っており、多様な疾患の原因
や病態に関連している。TASK1 や TREK1 を筆
頭に、極めて有望な創薬標的分子と考えられ
ているが、臨床試験に至る有効な新規化合物
は発見されていない。K+チャネル作用薬の大
規模高効率作用薬探索には、主に「タリウム
法」や「膜電位感受性色素法」が用いられて
いるが、両方法共に重大な欠点があり、一般
的な探索系とは全く成り得てない。従って、
新規のより精度の高い高効率探索系の開発
には大きな社会的ニーズがあると考えられ
る。本研究で開発する新規探索技術が実用化
されれば、重要なイオンチャネル標的創薬技
術の一つとなる可能性が高い。 
 
 
２．研究の目的 
（１）創薬標的イオンチャネルとして有望な
K2Pチャネル（特に「疼痛」「炎症」に深く関
わっている TASK1と TREK1チャネル）を上記
の試験細胞に発現させた際の活性変化を細
胞生存で評価できるか明らかにする。 
（２）従来法では 96 ウェルプレートに播種
した細胞に対して手動で電気刺激を与えて、
活動電位を誘発していた。しかし、ハイスル
ープットスクリーニングシステムへと応用
展開するためには 96 ウェルプレートで迅速
かつ簡便に電気刺激を与える装置の開発が
必要となる。本研究課題では、96 あるいは
386 ウェルプレートを用いた低コストかつ簡
便な刺激方法の実用化を目指す。 
 

 
３．研究の方法 
（１）上記試験細胞に対して創薬標的候補と
なる各種イオンチャネル（TASK-1, TASK-3, 
TREK-1など）をバキュロウイルスを用いて発
現させる。パッチクランプ法や膜電位感受性
色素を用いた膜電位測定法、MTT を用いた細
胞死測定により、K2Pチャネル活性を本スクリ
ーニング系で評価できるか検証する。 
（２）予備実験では低濃度の Ba2+を添加する
ことで試験細胞の細胞死が誘発されること
を確認している。そこで、この原理が簡便か
つ新規の活動電位誘発法になるか上記の手
法を用いて検証する。 
 
 
４．研究成果 

まず、試験細胞に低濃度 Ba2+（Kir 2.1
特異的阻害剤）を加えた際の膜電位変化を測
定した。その結果、膜電位が脱分極し、
IFM/QQQ が開口してオーバーシュートを起こ
して持続的な活動電位が発生した（図 1A-B）。
MTT 法によって細胞生存度を測定したところ、
Ba2+投与によって有意に細胞死が誘発されて
いた（図 1C-E）。DRC を作成して IC50を求め
たところ、得られた値はパッチクランプ法で
取得した Kir2.1 に対する IC50と殆ど同じで
あった。 

 

図 1 試験細胞に対する Ba2+の影響 
(A) ホールセルパッチクランプ法によって膜電位を
測定した。(B) 100 µM Ba2+ 投与時の膜電位を比較

した(n=6)。(C ＆ D) 100 µM Ba2+ 投与前後の細胞
生存度を測定するため細胞を MTT で染色した
(n=6)。 **p<0.01 vs. control, ##p<0.01 vs. Ba2+. (E) 
細胞生存度から DRC を作成した(N=3)。 



次に、TASK-1 あるいは TASK-3 をバキュ
ロウイルスによって一過性発現させて検討
を行った。パッチクランプ法で各イオンチャ
ネルの電流を測定したところそれぞれのチ
ャネルの高発現が観察された。膜電位感受性
色素で細胞膜電位をモニターしたところ、
TASK-1 あるいは TASK-3 発現細胞では Ba2+を
投与しても IFM/QQQの活性化による膜脱分極
は観察されなかったが、それぞれの阻害薬
（ML-365、および PK-THPP）存在下では膜脱
分極および持続的な活動電位が誘発された。
MTT 法にて阻害薬存在下および非存在下の
Ba2+による細胞死測定を行ったところ、各チ
ャネル阻害薬によって細胞生存度は有意に
低下した（図 2）。また、TASK-1 活性は中性
pH で 50％程度であり、細胞外アルカリ化に
よって活性が増大することが知られている。
そこで細胞外アルカリ化が TASK-1 の活性化
を介して Ba2+誘発性細胞死を抑制するか調べ
たところ、図 2に示すようにアルカリ化によ
って細胞生存度が増加し、その効果は TASK-1
阻害薬で抑制されることが実証された。本ア
ッセイ系の正確性を調べるため既知の阻害
薬の IC50を算出した。その結果、報告されて
いるパッチクランプ法によって得られた値
と同等の IC50が算出された（図 3）。TREK-1
についても MTT 法によって、8-Br-cAMP ある
いは温度による活性変化を細胞死で評価で
きるか解析した。その結果、チャネル活性と
細胞生存度が相関を示すことが明らかにな
った。 

大規模スクリーニングに向けて作業の
自動化を試みた。細胞のプレートへの播種と
薬物の投与、培地の洗浄の工程をそれぞれ機
器によって自動で行った。TASK-3 発現細胞に

ついて、MTT 法により Ba2+投与群と Ba2+＋
PK-THPP投与群の細胞生存度から Z’ factor
を算出したところ、0.5 を超える値が得られ
た（図 3）。従って本アッセイ系は優れたスク
リーニング系であることが明らかになった。
現在化合物ライブラリーを用いたパイロッ
トスクリーニングの進行中である。 
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図 3 K2Pチャネルアッセイ系のバリデーション結果 
 (A-B) ML365 あるいは PK-THPP の TASK-1 (A)およ
びTASK-3 (B)発現細胞の生存度に対するDRCを示し

た(n=3~4)。 (C) 自動化した系（TASK3 発現細胞）
での DRC を作製した (n=9)。 (D) 自動化した系
（TASK3 発現細胞）での Z’-factor 値を算出した。 ポ
ジティブコントロールとして 1 µM PK-THPP + 200 
µM Ba2+、ネガティブコントロールとして DMSO + 
200 µM Ba2+ を使用した。Z’-factor は 0.58 であった。 

 

図 2 MTT 法による K2P 活性の評価 
(A) 本アッセイ系のスキームを示した。 
(B and C)  MTT 法により細胞生存度を測定した。

**p<0.01, n=6. 
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