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研究成果の概要（和文）：細胞内在性物質のファーマコフォアをインシリコで解析し、薬物と共

通するファーマコフォアを有する新規生理活性物質の発見を目指した。スフィンゴシンのファ

ーマコフォアは内向き整流性カリウム（Kir）チャネル阻害薬のファーマコフォアモデルの特徴

に適合した。電気生理学的解析によりスフィンゴシンが Kir チャネル阻害作用を持つことを実

証した。さらに、細胞においてスフィンゴシンの生合成を刺激することで Kir チャネル機能が

抑制されることを示した。スフィンゴシンはカリウムチャネル機能を制御する生理活性物質で

ある可能性がある。 

 

研究成果の概要（英文）：This study aimed to explore a novel bioactive molecule that regulate ion 

channel function by in silico screening with a pharmacophore model of its chemical ligands. 

Sphingosine fits the pharmacophore model for inwardly rectifier potassium (Kir) channel 4.1 blockers. 

Sphingosine has an inhibitory effect on Kir4.1 channels. When biosynthesis of sphingosine from 

sphingomyeline via ceramide is stimulated, Kir4.1 channel currents decrease. These results suggest that 

endogenous sphingolipids inhibit Kir4.1 channels via sphingosine. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）内向き整流性カリウムチャネル： 

内向き整流性カリウム（Kir）チャネルは細胞
膜の電気的興奮性の制御や細胞膜を超える
カリウム輸送などを担うカリウムチャネル
である。Kir チャネルに属する Kir4.1 チャネ
ルはアストログリア細胞に豊富に発現し、そ

の細胞でカリウム輸送を担うことで脳内の
カリウムイオン濃度の恒常性を保ち、中枢神
経系の機能に関与すると考えられている。当
該研究開始時点において、シグナル伝達系や
細胞内代謝経路系によるこのKir4.1チャネル
のダイナミックな機能制御はほとんど理解
されていなかった。 
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（２）Kir チャネル作用薬の解析： 

当該研究課題を実施する以前に、研究代表者
らはKir4.1チャネルに対する薬物の作用を系
統的に解析した。この研究の成果として、
Kir4.1 チャネルのポア領域と相互作用しチャ
ネル機能を阻害する薬物の構造活性相関に
関する理解が進んだ。阻害薬のファーマコフ
ォアモデルが作成され、リガンドの構造に基
づいたKir4.1チャネル阻害作用のインシリコ
予測が可能になりつつあった。 

 

（３）細胞内在性生理活性物質の探索方法： 

イオンチャネルなどの膜蛋白質の機能が生
理活性物質との相互作用によって制御され
る。膜蛋白質の細胞外に面した領域に作用す
る分子の場合、chemical libraryを用意し、実
際に様々な物質をロボットなどを活用して
網羅的に投与して、細胞内 Ca2+シグナル応答
や電気生理学応答を指標に作用評価するハ
イスループットスクリーニング(HTS)も可能
である。しかし細胞質側から作用する分子の
場合、物質の膜透過性などが問題となり、HTS

には技術的な困難がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ファーマコフォアの共通性に基
づいた薬理作用の予測とその実証研究を実
施する。この方法論によりカリウムチャネル、
特にKir4.1チャネルの機能を制御する生理活
性物質を新たに同定することを目的として
いる。 

  

３．研究の方法 

（１）ファーマコフォア解析： 

ファーマコフォアモデルの作成やモデルを
使ったインシリコ探索には、分子モデリン
グ・シミュレーションソフト Discovery Studio

（accelrys 社製）に統合されたファーマコフ
ォア解析の世界的標準ソフトCatalyst や他の
モジュールを使用した。 

 生理活性物質の探索に virtual libraryとして
用いるデータベース（DB）には、無償で提供
されている human Metabolome Database 

(HMDB, human metabolome project より提供、
収容構造データ数おおよそ 6500)を用いた。
この DBには糖、アミノ酸、ペプチド、脂質、
ヌクレオチド、及びそれらの生合成・代謝過
程に産生される中間代謝物の構造が網羅的
に含まれている。 

 

（２）イオンチャネル機能の解析： 

培養哺乳類細胞（HEK293細胞）あるいはア
フリカツメガエル卵母細胞にカリウムチャ
ネルを異所性に発現させ、パッチクランプ膜
電位固定法あるいは二極電極膜電位固定法
によりカリウム電流を測定し、チャネル機能
を評価した。 

４．研究成果 

（１）ファーマコフォアに基づいた薬物の
Kir4.1チャネル阻害作用の予測： 

生理活性物質の探索を始める前に、薬物のフ
ァーマコフォアの解析から薬物の作用予測
が可能かまず検討した。薬物構造情報 DB か
らKir4.1阻害薬のファーマコフォアモデルに
適合する薬物をインシリコ探索することに
よって、Kir4.1 チャネル阻害作用が事前に知
られていなかった薬物（ハロペリドールやベ
スナリノンなど）が新たに見出された。一方、
構造的には Kir チャネルを阻害する可能性が
示唆されるものの、実証研究で作用が認めら
れなかった薬物も探索結果に含まれた。予測
と実際の結果が異なった理由としては、分子
量の上限や脂溶性の低さなど候補薬物とし
ては排除すべき特性の理解がこの時は十分
でなかったと考察された。この予備的研究か
ら薬物構造と作用の関連に対する理解が更
に進み、ファーマコフォアモデルの精緻化や
インシリコ探索の手法などに関する情報を
得ることが出来た。 

 

（２）ファーマコフォアに基づいた細胞内在
性物質の Kir4.1チャネル阻害作用の予測： 

細胞内に存在する分子による Kir チャネル阻
害をインシリコで予測するために、Kir4.1 チ
ャネル阻害薬のファーマコフォアモデルに
適合する分子を human Metabolome Database

からインシリコ探索した。結果として、スフ
ィンゴ脂質に属するスフィンゴシン及び類
縁代謝物がKir4.1チャネル阻害薬のファーマ
コフォアモデルに適合する分子として見出
され（図１）、Kir4.1チャネル阻害作用を有す
る可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）Kir4.1 チャネルに対するスフィンゴシ
ンの作用の解析： 

スフィンゴシンのKir4.1チャネルに対する作
用を解析した。Kir4.1 チャネルを発現させた
HEK293細胞から inside-outパッチ、もしくは



 

 

outside-out パッチを作成し Kir チャネルを流
れるカリウム電流を測定しながら、細胞質側
もしくは細胞外側にスフィンゴシンを投与
して効果を解析した。10 µMスフィンゴシン
の細胞質側へ投与によりKir4.1チャネル電流
は抑制されるが、細胞外への投与ではほとん
ど抑制されなかった（図２、図３）。この結
果より、スフィンゴシンが予測通りに Kir4.1

チャネルを阻害することが明らかとなり、ま
たスフィンゴシンの受容部位はイオンチャ
ネルの細胞質に面した領域に存在すると考
えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）他の Kir チャネルに対するスフィンゴ
シンの作用の解析： 

Kir4.1 チャネルを阻害する薬物の多くは同じ
ファミリーに属する他の Kir チャネル、特に
薬物受容部位の構造がアミノ酸レベルで類
似しているKir2.1チャネルに対して同じよう
な強度で阻害することが知られている。
Kir4.1 チャネル以外の Kir チャネルに対する
スフィンゴシンの作用を解析し、Kir2.1 チャ
ネルやKir1.1チャネルの機能も抑制すること
が分かった。スフィンゴシンによる Kir2.1チ
ャネル電流抑制の IC50は 1.2 µM（細胞質側
に投与時）であり、他の Kir チャネルも数 µM

のオーダーであった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）スフィンゴ脂質シグナル伝達系による
Kir チャネル機能制御の解析： 

精製されたスフィンゴシンの外因的な投与
ではなく、内因性のスフィンゴシンによって
Kir チャネルの阻害がおこるか調べるために、
細胞においてスフィンゴシンの生合成を刺
激する実験を行った。通常、細胞において最 

も豊富に存在するスフィンゴ脂質は細胞膜
のスフィンゴミエリンであり、スフィンゴシ
ンはスフィンゴミエリンからセラミドを介
して代謝的に生合成される。スフィンゴミエ
リンの加水分解により数分間にわたって
Kir4.1チャネル電流は減少を続ける（図４A）。
さらに、この電流減少はスフィンゴシンの生
合成経路に対する薬理学的阻害により抑制
された（図４B, C）。つまり、細胞膜のスフィ
ンゴミエリンの分解によって引き起こされ
る内因性のスフィンゴ脂質シグナル伝達が
Kir チャネル機能を負に制御することを発見
した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（６）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望： 

① 生理活性物質の同定やその作用の解明は
生命現象の分子機構の理解、病気の分子機構
の理解、そして治療ターゲットの発見に繋が
る。今回の研究の第一の成果として、生理活



 

 

性物質の探索に計算機を用いた次世代の方
法論を提唱できたことにある。作用が既知な
薬物のファーマコフォアをまずモデル化し、
次いでそのファーマコフォアを有する生体
内物質をインシリコ探索することで、論理的
に生理活性物質候補物質を見つけることが
出来る。現在においては、薬物のファーマコ
フォア研究は今回着目したカリウムチャネ
ルに限らず、様々なシグナル伝達分子に関し
て実施されている。作成されたファーマコフ
ォアモデルを再利用することで新たな細胞
機能、およびシグナル伝達の制御機構を見つ
けることが出来る可能性がある。 

 

② スフィンゴ脂質シグナル伝達系を活性化
するホルモンや伝達物質に関する研究が進
められている。今回の研究は、スフィンゴ脂
質シグナル伝達系の下流でカリウムチャネ
ルが標的となる可能性を初めて示唆してい
る（図５）。今回の研究の成果に立脚し、ス
フィンゴ脂質シグナル伝達系の理解がさら
なる研究によって深められていくと期待さ
れる。 
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