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研究成果の概要（和文）：本研究では、軟骨細胞株(OUMS-27)から発見した大コンダクタンスCa2+活性化K+(BK)チャネ
ル新規バリアント体(Δe2)の生理的機能の解明を目的とし、以下の点を明らかにした。
①Δe2は野生型(WT)とヘテロ4量体を形成し、その膜移行を抑制した。②ヘテロ4量体の単一チャネル電流はWT4量体よ
りも小さかった。③BKαのS0-S1 linker内のα-helixが膜移行に必須であった。④Δe2のノックダウンはOUMS-27のHis
誘発性COX-2発現を上昇させた。以上より、Δe2はOUMS-27のBKチャネル発現量を抑制し、[Ca2+]i上昇誘発性の生理応
答を負に制御することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Large-conductance Ca2+-activated K+ (BK) channels play essential roles in 
non-excitable cells such as chondrocytes. In the present study, functional roles of a new splice variant 
of the BK channel α subunit (Δe2) identified from a chondrocyte cell line, OUMS-27, were examined. 
Molecular image analyses revealed that Δe2 channels are not expressed on plasma membrane (PM), but can 
traffic to PM after forming hetero-tetramer with wild-type BKα (WT). Single-channel current analyses 
demonstrated that BKα hetero-tetramers containing one or two, but not three Δe2 subunits are 
functional. Site-directed mutagenesis identified helix2 and the linker to S1 as an essential segment for 
channel function. Δe2 knockdown in OUMS-27 chondrocytes increased BK current density and augmented the 
responsiveness to histamine assayed as COX2 gene expression. These findings provide significant new 
evidence that Δe2 can modulate cellular responses to physiological stimuli in human chondrocyte.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
大コンダクタンス Ca2+活性化 K+チャネル
（BK チャネル）は細胞膜脱分極と細胞内 Ca2+

濃度（[Ca2+]i）上昇によって活性化されるユ
ニークな性質を持ち、神経や骨格筋、平滑筋
などの興奮性細胞において、活動電位の形成
や神経伝達物質の分泌、筋収縮、静止緊張力
の維持などに寄与する（Ghatta et al, 
Pharmacol Ther, 2006）。また、核やミトコ
ンドリア、小胞体などのオルガネラにも局在
し、代謝や細胞増殖・遊走、遺伝子発現など
にも関与する（Toro et al, Pflugers Arch, 
2013）。BK チャネルはポアサブユニット（BK）
と修飾サブユニット（BK）が 1:1 で会合し
て 4 量体を形成する。BKには1~4 の 4 つが
あり、組織特異的な発現分布を示す。また、
近年 BKγ サブユニットも報告され、非興奮
性細胞における機能修飾が示唆されている
（Yan et al, Proc Natl Acad Sci USA, 2012）。
BKと BKは選択的スプライシングにより、異
なる性質を示すことが明らかになっている。
このように BK チャネルは修飾サブユニット
や選択的スプライシングによって電位/Ca2+

依存性、薬物感受性等の修飾を受け、多様な
チャネル特性を示す。 
神経や筋などの興奮性細胞では、膜脱分
極により電位依存性 Ca2+チャネル（VDCC）が
開口し、神経伝達物質の遊離や筋収縮を引き
起こす。同時に[Ca2+]iが上昇し、BK チャネル
が活性化され、膜を過分極させる。これによ
り、VDCC 活性が低下し細胞の興奮を抑える
（負帰還機構）。 
一方、我々は非興奮性細胞である軟骨細
胞モデル細胞株（OUMS）においても BK チャ
ネルが機能発現することを明らかにした。軟
骨細胞において、ヒスタミンが[Ca2+]i上昇を
誘発し、X型コラーゲンの mRNA 発現を上昇さ
せることが知られている。OUMS においても、
ヒスタミンによって、IP3産生を介した小胞体
からの Ca2+放出が引き起こされる。我々はこ
れに続く細胞外からの持続的な Ca2+流入と細
胞内シグナリングの形成において、BK チャネ
ル が 関 与 す る こ と を 明 ら か に し た
（ Funabashi et al, Am J Physiol Cell 
Physiol, 2010）。我々はこの研究過程で、OUMS
から exon2 が欠損した新規 BKバリアント体
（BKe2: AB524033.1）を同定した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BKe2 の、（１）野生型 BK
に対する影響、（２）軟骨細胞における生理
的意義及び病態時の発現変化、（３）生体内
における発現分布と機能的役割の解明を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
BKe2の生理的意義を分子レベルで解明し、
生体内における発現分布・機能を明確にする
ため、以下の実験を行った。①蛍光イメージ
ング法とパッチクランプ法により、BKWT と

のヘテロ四量体形成時の機能連関を調べた。
②BKWT の exon2 領域に変異を導入し、チャ
ネル機能が消失した原因を調べた。③定量的
PCRにより全身におけるmRNA発現量を調べた。
④培養軟骨細胞株に対して BKe2 のノック
ダウンを導入し、軟骨細胞の機能解析を行っ
た。⑤ヒト軟骨組織を用いて、BKWT と
BKe2 の正常時と病態時の発現変化を調べ
た。⑥軟骨以外の発現細胞の内、BK チャネル
機能が顕著あるいは不明な組織について、
BKe2 の意義を調べた。 
 
４．研究成果 
パッチクランプ法による膜電流測定と、
共焦点レーザー顕微鏡によるイメージング
解析から、BKe2 は小胞体に維持され、チ
ャネルとしての機能を示さないことが明ら
かになった。BKe2 と BKWT を HEK293 細胞
へ同時に発現させて同様の解析をおこなっ
た。その結果、ヘテロ4量体は膜移行するが、
その効率は BKWT 4 量体よりも低く、BKチャ
ネルの細胞膜発現を有意に減少させた。ホー
ルセルパッチクランプ法による電流測定も
同様の結果を示した。インサイドアウトパッ
チクランプ法により、単一チャネル電流を測
定した。その結果、ヘテロ 4量体の単一チャ
ネル電流は BKWT 4 量体よりも小さかった。
詳細な解析の結果、BKWT と BKe2 の比が
3:1 の場合は BKWT4 量体の単一チャネルコ
ンダクタンスと同等であったが、2:2 の場合
は単一チャネルコンダクタンスが有意に減
少した。1:4 の場合は機能的な電流が観測さ
れなかった。BKの S0-S1 linker には 2つの
-helix が含まれることが知られている。ア
ミノ酸欠損体および変異体を作製し、どの領
域が膜移行に必須か調べた。その結果、2 つ
めの-helix および S1 とのリンカー部分が
膜移行に必須であることが判明した。BKWT
あるいは BKe2 を選択的にノックダウンす
る siRNA を作製して、これらのサブユニット
の軟骨細胞株における機能を調べた。BKWT
の選択的ノックダウンは BK チャネル電流量
を有意に減少させたのに対し、BKe2 のノ
ックダウンは BK チャネル電流量を有意に増
大させた。これらのsiRNAを処置したOUMS-27
の His 誘発性 COX-2 発現を解析したところ、
BKWT のノックダウンは COX2 量を有意に減
少させたのに対し、BKe2 のノックダウン
は COX2 発現量を有意に増大させた。以上の
結果より、BKe2 は OUMS-27 における BK チ
ャネルの機能的発現量の抑制し、[Ca2+]i上昇
誘発性の生理応答を負に制御することが示
唆された。 
  健常者及び変形性関節症(OA)患者由来
のヒト関節組織を用いた mRNA 発現解析から
BKe2 がこれらの組織に発現することが明
らかになった。今後、定量的な解析を行い OA
病態時での発現変化を明らかにする必要が
ある。 
  マウス組織のおける、BKe2 の mRNA 発



現を調べたところ、大動脈や気道のような平
滑筋組織でも mRNA 発現が検出された。現在
siRNA を用いて、これらの組織における
BKe2 の役割を解析している。 
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