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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、アレルギー性疾患、炎症性疾患の発症や癌悪性化におけるpH感受性カリウ
ムチャネルK2P5.1の病態生理学的役割を明らかにすることである。本研究では、炎症性腸疾患（クローン病、潰瘍性大
腸炎）モデルマウスを用いて、K2P5.1阻害により炎症、下痢、血便などの病態が改善することを見出し、炎症性サイト
カイン産生の増加にCD4陽性T細胞におけるK2P5.1の発現・活性亢進が関与していることを示唆した。また、K2P5.1の機
能不全型スプライスバリアントを単離し、Tリンパ球モデル細胞においてpre-mRNAスプライシング阻害剤がK2P5.1活性
を抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The two-pore domain K+ (K2P) channels are possible therapeutic targets for 
autoimmune diseases and several cancers. We elucidate the pathological significance of the K2P5.1 K+ 
channel in inflammatory bowel disease (IBD). Significant upregulation of K2P5.1 K+ channel were observed 
in the CD4+ T cells of the IBD model. The knockout of K2P5.1 in mice significantly suppressed the disease 
severity in the IBD model. Additionally, we identified an N-terminus-lacking, novel splicing isoform of 
K2P5.1 K+ channel, K2P5.1B from the human lymphoid tissues. In a heterologous expression system, K2P5.1B 
inhibited the plasma membrane trafficking of K2P5.1A. The pre-mRNA splicing inhibitor significantly 
enhanced the expression levels of K2P5.1B in human leukemic K562 cells, resulting in decrease in the 
K2P5.1 activity. The pre-mRNA splicing mechanism underlying the posttranscriptional regulation of K2P5.1 
K+ channel may be a new therapeutic strategy for autoimmune diseases and cancers.

研究分野： 薬理系薬学

キーワード： イオンチャネル　カリウムチャネル　炎症性腸疾患　Tリンパ球　スプライシング阻害　癌細胞増殖

  １版



１．研究開始当初の背景 

（１）Two-pore domain カリウム（K2P）チャネル

ファミリーに属する pH 感受性カリウムチャネル

は、酸性 pH により活性が抑制される。

K2P3.1(TASK-1)、K2P5.1 (TASK-2)、K2P9.1 (TASK-3) 

サブタイプにより構成され、K2P3.1 と K2P9.1 とは

相同性が高く、K2P5.1 は K2P3.1、K2P9.1 との相同

性が比較的低い。K2P3.1、K2P5.1、K2P9.1 活性化を

介した細胞内カルシウム動員はリンパ球活性化、

癌細胞増殖を促進するため、その阻害薬が免疫疾

患、癌治療薬として期待されている（Meuth et al., 
J. Biol. Chem., 2008; Patel & Lazdunski, 

Pflügers Arch., 2004; Enyedi & Czirják, 

Physiol. Rev., 2010）。最近、自己免疫疾患（多

発性硬化症・関節リウマチ）患者から採取した T

リンパ球の K2P5.1 活性、発現が増大し、それらが

病態スコアと相関することが報告され（Bittner 

et al., Arthritis. Res. Ther., 2011; Bittner 
et al., Ann. Neurol., 2010）、pH 感受性カリウ

ムチャネルは免疫疾患の治療標的分子として注

目されている。しかし、in vivo 薬理実験で使用

可能な選択的な阻害剤はほとんどなく、病態時に

おける酸感受性カリウムチャネル活性・発現制御

の分子機構も明らかにされていない。 

（２）電位依存性カリウムチャネル KV1.3 やカル

シウム活性化カリウムチャネル KCa3.1 は、抗原刺

激時に免疫シナプス接触面にて様々な分子群と

協関してクラスター形成するが、K2P3.1, 5.1, 9.1

では 14-3-3 のような機能促進に関与する分子群

が一部明らかになっているものの（Zuzarte et 
al., J. Physiol., 2009）、活性化 T細胞やアポ

トーシス耐性、抗癌剤耐性を獲得した癌細胞にお

ける pH 感受性カリウムチャネル活性・発現制御

やそのクラスター形成に関わる分子群との複合

体形成・機能協関の分子機構は明らかにされてい

ない。 

 

 

２．研究の目的 
本 研 究 の 目 的 は 、 炎 症 性 腸 疾 患

（Inflammatory Bowel Disease, IBD）モデルマ

ウスを用いて、自己免疫疾患の炎症性 T細胞にお

ける pH 感受性カリウムチャネル K2P5.1 の病態生

理学的意義を解明するとともに、免疫シナプスに

おける機能的複合体形成の分子機構・病態的意義

を明らかにすることである。乳癌細胞増殖、悪性

化における pH 感受性カリウムチャネルの役割と

エピジェネティック制御についても明らかする。

また、免疫疾患の発症・進展や癌悪性化（転移、

薬剤耐性）を予防、治療するための pH 感受性カ

リウムチャネル関連分子の探索を目指す。 
 
 

 
３．研究の方法 
（１）炎症性腸疾患モデルマウスの作成：6-7 週

齢の雄性 C57BL/J マウスに 5% (wt/vol) デキス

トラン硫酸ナトリウム 5000（DSS）含有水を 7

日間自由飲水させた。頸椎脱臼によりマウスを安

楽死させた後、下痢、血便レベルをスコア化する

とともに、脾臓及び大腸を摘出して実験に使用し

た（Nakakura et al., 2015）。 

 

（２）マウス CD4 陽性細胞の単離：マウス脾臓を

生理溶液に懸濁した後、Dynabeads FlowComp 

Mouse CD4 Isolation kit を用いて CD4 陽性細胞

を単離した。CD4 陽性細胞の割合が 90 %以上であ

ることをフローサイトメーターにより確認した

後、得られた細胞を発現解析、機能解析に利用し

た 。 K2P5.1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

（B6;CB-Kcnk5Gt(pU-21)81Imeg）は熊本大学生命資源研

究・支援センターから購入した。 

 

（３）膜電位感受性蛍光指示薬 DiBAC4(3)による

膜 電 位 の 測 定 ： 浜 松 フ ォ ト ニ ク ス の

ORCA-Flash2.8 digital camera を搭載した蛍光

イメージング装置を用いて、膜電位感受性蛍光指

示薬 DiBAC4(3)の蛍光変化を膜電位変化として計

測した（Nakakura et al., 2015）。データ収集、

解析には HC Image System を用いた。 

 

（４）リアルタイム PCR 実験：単離した CD4 陽性

T 細胞から RNA を抽出し、ReverTra AceTM（東洋

紡）と dN6 ランダムヘキサマーを用いて cDNA を

合成した。Applied Biosystems リアルタイム PCR

システム 7500 を用いて SYBER Green 法により定

量的 PCR 実験を行った。単一の PCR 産物が生成し

ていることを解離曲線にて確認し、対象となる転

写物の発現量を内在性標準-アクチン（ACTB）の

発現量に対する比として算出した。 

 

（５）ウェスタンブロッティング法：単離した

CD4 陽性 T 細胞を可溶化し、タンパク試料を

SDS-PAGE (10.0 %) により電気泳動し、PVDF 膜

に転写した。ブロッキング後、一次抗体として抗

K2P5.1 抗体（G14 または H170）（Santa Cruz 

Biotechnology）、二次抗体として抗ヤギまたは

ウサギ IgG-HRP 標識抗体で処理し、ECL Advance 

Western Blotting kit (Amersham Biosciences) 、

イメージングシステムVersaDoc 5000を用いて可

視化解析した。 

 

（６）大腸組織の Hematoxylin-Eosin (HE) 染

色：摘出した大腸をリン酸緩衝ホルマリン液で

48 時間以上固定した後、脱水、パラフィン包埋

し薄切切片をスライドグラスに固定し、脱パラフ



ィ ン し た 。 標 本 を Mayer’s hematoxylin 

solution に浸漬した後に水洗し、エタノール及

びキシレンを用いて脱水した。光学顕微鏡観察下

（倍率 x100）、デジタルカメラで拡大像を撮影し、

炎症細胞の浸潤度、陰窩障害度をスコア化した

（Nakakura et al., 2015）。 

 

（７）共焦点レーザー顕微鏡を利用した K2P5.1

タンパクの細胞内分布の可視化解析：蛍光タンパ

ク質融合発現ベクターpECFP及びpEYFPにそれぞ

れヒト K2P5.1A 及びヒト K2P5.1B をサブクローニ

ングした。次に、Lipofectamine 2000 を用いて

ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293 細胞にトランス

フェクションした。トランスフェクション 48 時

間後における細胞膜、細胞膜における蛍光像を共

焦点レーザー顕微鏡LSM510 METAにより観察した

（Endo et al., 2015）。 

 

（８）ヒト白血病細胞株 K562 細胞における

K2P5.1A、K2P5.1B過剰発現： K562細胞は、RPMI1640

培地（10% ウシ胎児血清、抗生物質含有）で 37oC、

5% CO2 の環境下で培養した。 

ヒト K2P5.1A 及びヒト K2P5.1B をヒト哺乳動物細

胞発現ベクターpcDNA3.1(+)/Neor にサブクロー

ニングし、エレクトロポレーション装置 NEPA21

またはリポフェクション試薬 Lipofectamine LTX

を用いて K562 細胞にトランスフェクションした

（Endo et al., 2015）。 
 
※全ての実験は、学内の動物実験委員会、遺伝子

組換え委員会において承認された実験計画に従

い、実施された。 

 

 

４．研究成果 

（１）炎症性腸疾患 IBD モデルマウスにおける

K2P5.1 カリウムチャネルの病態生理学的意義 

DSS誘発性 IBDモデルマウスの脾臓からCD4陽

性 T 細胞を単離し、K2P5.1 の mRNA 発現、タンパ

ク発現を検討したところ、正常マウスと比較して

K2P5.1 発現量の有意な亢進が見られた。また、ア

ルカリ pH 溶液（pH8.0, 8.5）で刺激したところ、

細胞膜の過分極反応が観察された。また、磁気ビ

ーズ細胞分離キットにより、CD4+CD25-（炎症性 T

細胞）及び CD4+CD25+（制御性 T 細胞）サブセッ

トを分取し、K2P5.1 mRNA 発現量を比較したとこ

ろ、IBD モデルの CD4+CD25-細胞サブセットにおい

て K2P5.1 が高発現していた。 

次に、K2P5.1 ノックアウトマウスを用いて IBD

モデルマウスを作成したところ、K2P5.1 ホモ欠損

マウスでは下痢、血便症状、大腸肥厚の軽減が観

察された。また、HE 染色像から陰窩障害、炎症

性細胞浸潤をスコア化して評価したところ、

K2P5.1 ホモ欠損マウス（-/-）では両パラメータ

ーのスコアが有意に低下した。 

 

（２）K2P5.1 N 末端領域欠損スプライスバリアン

トの単離と pre-mRNA 阻害剤による K2P5.1 発現・

活性制御 

K2P5.1 の PCR クローニングを行ったところ、ヒ

ト脾臓から exon 3 を欠損するスプライスバリア

ント hK2P5.1B を単離した。hK2P5.1B は、N末端の

細胞膜貫通ドメインを欠失していた。完全長

K2P5.1A と K2P5.1B に蛍光タンパク CFP、YFP をそ

れぞれ融合させて、共焦点レーザー顕微鏡を用い

て細胞内分布を解析したところ、K2P5.1B は

K2P5.1A の細胞膜移行を阻害した。また、内因性

に K2P5.1 機能発現するヒト白血病細胞株 K562 細

胞に K2P5.1B を過剰発現させたところ、K2P5.1 活

性は有意に抑制された。以上の結果より、K2P5.1B

発現により、K2P5.1 活性が抑制されることが示唆

され、K2P5.1 の新規阻害機構が見出された。 

最近、癌をはじめとするいくつかの疾患におい

て、pre-mRNA スプライシング制御が注目されて

おり、pre-mRNA スプライシング阻害剤が開発さ

れている（Barrie et al., 2012; Singh et al., 

2012; Bonnal et al., 2012）。本研究では、K562

細 胞 を pre-mRNA ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 剤

pladienolide B で 4-18 時間処理することにより

生じる発現・活性変動を解析した。K562 細胞を 1 

μM Pladianolide B で処置したところ、処置後 4

時間から K2P5.1B 転写が亢進した。また、K562 細

胞におけるK2P5.1活性は18-24時間経過後に有意

に抑制された。以上より、pre-mRNA スプライシ

ング阻害剤が間接的に K2P5.1 を阻害し、関節リウ

マチ、多発性硬化症、炎症性疾患等自己免疫に奏

功する可能性が示された。 

図１．Two-pore 型 K+チャネルスプライスバリア

ントの役割．Graphic Abstract (Endo et al., 

2015 から引用)． 

 

（３）まとめと展望 

K2P5.1 K
+チャネルは自己免疫疾患、癌の治療標

的分子として注目されている（Bittner et al., 

2010, 2011; Williams et al., 2013）。本研究課



題では、炎症性腸疾患モデルを用いて、K2P5.1 K
+

チャネルが新規治療標的であることを示唆する

とともに、pre-mRNA スプライシング阻害剤が

K2P5.1 活性を抑制することを明らかにした。しか

し、in vivo 投与による pre-mRNA 阻害の K2P5.1

関連疾患の治療効果を検討することが今後の課

題である。 

本研究課題の目的として「免疫シナプスにおけ

る機能的複合体形成の分子機構・病態的意義の解

明」を掲げていた。酵母 Two-hybrid 実験により

K2P5.1 と相互作用する炎症関連細胞表面分子の

単離に成功し、この分子をノックダウンすると

K2P5.1 活性が抑制されることを見出した。また、

この分子は乳癌細胞にも比較的高発現しており、

乳癌細胞の K2P5.1 活性調節にも関与する可能性

がある。現在、この分子による K2P5.1 活性調節の

分子機構を解明し、免疫疾患の発症・進展や癌悪

性化（転移、薬剤耐性）を予防、治療するための

標的分子としての可能性を見出しつつある。 

転写後修飾に関わる化合物としてヒストン脱

アセチル化酵素（HDAC）阻害剤が開発されている。

癌をはじめ炎症性疾患においても HDAC 阻害剤の

有効性が報告されており、これら疾患の発症、進

展、悪性化にエピジェネティック制御を介したイ

オンチャネル阻害が関与している可能性がある。

本研究成果を基盤として、イオンチャネル発現制御に

着目したイオンチャネル創薬の実現に向けてさらに研

究を発展させたい。 
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