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研究成果の概要（和文）：生体内でのKCNQ1チャネルの機能を明らかにする目的で、KCNQ1と修飾サブユニット
KCNE遺伝子を同定、単離した。その中のKCNE3のオーソログと思われた遺伝子が、実はまったく新しいKCNE遺伝
子であることが判明した。この新規遺伝子が実際にKCNQ1チャネルの修飾サブユニットとして機能していること
を電気生理学的解析により確認した。この遺伝子を含むKCNQ1関連遺伝子にGFPをつなげたものを発現するトラン
スジェニックゼブラフィッシュを現在作成中である。
KCNE3がKCNQ1を常時開状態にするメカニズムについて、KCNE3とKCNQ1の相互作用に関わるいくつかの重要なアミ
ノ酸を同定した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the in vivo functions of KCNQ1 channels, we identified and 
isolated the KCNQ1 channel ortholog and its auxiliary subunit KCNE orthologs from the zebrafish cDNA
 library. It turned out that the KCNE3-like gene from zebrafish was a newly-identified KCNE gene. 
Furthermore, we confirmed that the new KCNE gene works as a KCNQ1 modulator using Xenopus oocytes as
 an expression system. We are now analyzing the expression and functions of the new KCNE gene in 
zebrafish. We are also making transgenic zebrafish that express GFP-tagged KCNQ1 and KCNE genes. It 
is still a work in progress.
Another result we obtained in the project is that we found the mechanism of how KCNE3 modulates 
KCNQ1 channels. It has been known that KCNE3 makes the KCNQ1 channel constitutively open channel. By
 taking advantage of the newly-revealed KCNQ1-KCNE3 structure, we identified several critical amino 
acid residues in the KCNE3 and S1 segment of the KCNQ1 channel.

研究分野：分子生理学

キーワード： イオンチャネル　KCNQ1チャネル　複合体　ゼブラフィッシュ　修飾サブユニット　KCNEタンパク質　電
気生理学　イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
KCNQ1は心臓、内耳、腎臓、膵臓、胃腸、気管支の上皮細胞など、体中のあらゆる場所に発現する、生理学的に
非常に重要なイオンチャネルである。実際、不整脈、難聴、糖尿病などの疾患との関連が知られている。KCNQ1
は体の各部位で異なるKCNEサブユニットと複合体を作っていることがしられており、その発現部位、複合体構成
を知ることは、KCNQ1チャネルをターゲットとした創薬研究などにおいて重要な意味を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
心臓がポンプとして正しく機能するためには、その膜興奮性を制御する各種のイオンチャネ
ルが、それぞれのタイミングで正しく開閉することが必要である。それが破綻すると、心臓のリ
ズムが乱れて不整脈が起こる。例えば不整脈の一種である QT延長症候群は、カリウムチャネル
をはじめとするイオンチャネル、あるいはその機能修飾タンパク質の異常により、心室筋の活動
電位が延長した状態である。QT延長症候群などの不整脈は、イオンチャネルが原因で起こるチ
ャネル病(channelopathy)の代表的なものの一つである。 
研究代表者は、QT延長症候群の原因遺伝子の一つである KCNQ1チャネルを中心に研究をす
すめ、KCNE1 をはじめとする修飾サブユニット KCNE が、KCNQ1 チャネルのゲーティング
を変化させるメカニズムを明らかにする目的で研究を行ってきた。そしてその中で、複数種類の
KCNEタンパク質が同時に結合し、非常に多様な KCNQ1/KCNEタンパク質複合体が存在する
可能性を提示していた。しかし、以前の研究は主にアフリカツメガエル卵母細胞等、発現系での
研究であり、実際に生体内で KCNQ1と KCNEタンパク質がどのような組み合わせの複合体で
存在し、そして機能しているのかについて知ることが、KCNE タンパク質によっておこる各種
の心臓疾患を理解するためにも重要であった。 
実際 KCNEタンパク質には KCNE1から KCNE5まで、５種類の遺伝子が存在することが知
られており、そのすべてが KCNQ1 に結合し、ゲーティングをはじめとするチャネル機能を修
飾することができる。例えば KCNQ1 と KCNE3 が複合体を構成すると、電位依存性が失われ
た常時開状態のカリウムチャネルを構成する。この KCNQ1/KCNE3チャネルは、腸や気管の上
皮細胞ではカリウムイオンのリサイクルを行うことで塩化物イオンの輸送に重要な役割を果た
している。心臓での機能ということでは KCNQ1/KCNE1 複合体チャネルの理解が最も進んで
いるが、一方ですべてのサブタイプが心臓で発現していることが知られていた。そして実際
KCNE3は心室細動を生じるブルガダ症候群の原因遺伝子として同定されおり、KCNE4も最近
心房細動との関連が指摘されている。これらのタンパク質がどのような機序で不整脈を引き起
こすのか、そして心臓では本来どのような生理機能を担っているのかなど、不明な点は多く残さ
れていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 心臓の電位依存性カリウムチャネル KCNQ1 の機能（電流）は、KCNQ1 の修飾サブユニ
ットである１回膜貫通型タンパク質 KCNE に依存して大きく変化する。したがって心臓におい
て、どのタイプの KCNE タンパク質が KCNQ1 チャネルに結合しているかを知ることは、不
整脈をはじめとする心臓の病態を理解し、その解決策を考えるうえで大変重要である。しかしな
がら、生体中で KCNQ1 がどの KCNE タンパク質とどの程度の割合で複合体を構成している
かについては、あまり良く分かっていない。本研究は、ゼブラフィッシュをモデル動物として用
い、心臓における各 KCNE タンパク質の生理機能における重要性を明らかにすることを目的と
した。 
 
(2) ゼブラフィッシュの KCNQ1 および KCNE タンパク質をアフリカツメガエルの卵母細胞
に発現し、電気生理学的手法を用いて哺乳類の KCNQ1、各種 KCNEと比較することにより、
KCNEによる KCNQ1チャネルの機能調節機構を明らかにすることをもう一つの目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ゼブラフィッシュの cDNA ライブラリより、KCNQ1 遺伝子と、KCNQ1 チャネルの修飾
サブユニットである KCNE遺伝子(3種)を単離した。得られた KCNQ1および KCNE遺伝子を
アフリカツメガエルの卵母細胞に発現させ、二本刺し膜電位固定法により電流を測定した。ゼブ
ラフィッシュのゲノムより、KCNQ1と KCNE遺伝子のプロモーター領域をクローニングし、
GFP をつなげたコンストラクトを作成した。これをゼブラフィッシュ胚にインジェクションす
ることで、生体における KCNQ1と KCNEの可視化を試みた。さらに研究の過程で KCNEフ
ァミリーの新規遺伝子が同定されたため、ゲノム編集によるノックアウトゼブラフィッシュの
作成を行った。 
 
(2) KCNE3 が KCNQ1 のゲーティングを修飾する機構を明らかにする目的で、KCNQ1-
KCNE3の立体構造情報(Sun and MacKinnon, Cell 2020)を基に、KCNQ1の S1セグメントと
KCNE3が相互作用する部位のアミノ酸に変異を入れた。各変異体はアフリカツメガエル卵母細
胞に発現させたのち、電気生理学的手法で解析した。また、S4セグメントを Alexa 488で蛍光
ラベルし、導入した変異による電位センサーの動きの変化を検出、解析した。 
 
 
 



４．研究成果 
(1)  ゼブラフィッシュの KCNQ1と三種類の KCNEタンパク質について、まずアフリカツメ
ガエルの卵母細胞に発現させ、二本刺し膜電位固定法により測定を行った。KCNQ1と KCNE1
の組み合わせの場合は、哺乳類と同様に非常に遅いキネティクスを持った遅延整流性の K+電流
が測定された。KCNQ1と KCNE4の組み合わせの場合も哺乳類の場合と同様、電流がほぼ完全
に抑制された。一方、KCNQ1と KCNE3に組み合わせに関しては、哺乳類の場合は常時開状態
の電流が測定されるが、ゼブラフィッシュの KCNQ1 と KCNE3 の組み合わせの場合、電位に
依存して開閉する電流が測定された（図１）。 

 
この“KCNE3”遺伝子についてさらに解析を進めたところ、実は KCNE3 ではなく、新規の
KCNE 遺伝子であることが判明した。ヒトから魚類まで、脊椎動物に広く存在することをゲノ
ム上で確認した。ヒトを含めた複数種の哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類の新規 KCNE遺伝子を
人工合成し、アフリカツメガエルの卵母細胞で発現させたところ、両生類～鳥類では KCNQ1チ
ャネルの修飾サブユニットとして機能することを確認できたが、一方で哺乳類では有袋類(コア
ラ)の遺伝子を除き、機能しなかった。したがってヒトも含めた多くの哺乳類では機能を失った
偽遺伝子となっていると考えられた。ゼブラフィッシュの新規 KCNE遺伝子について、その発
現部位と生理機能を同定するため、プロモーター領域を同定し、ゼブラフィッシュゲノムよりク
ローニングした。プロモーター領域に GFPを結合したコンストラクトをゼブラフィッシュに発
現させたところ心臓での発現が確認されたため、既存の KCNE1 と同様、心臓の興奮性制御に
寄与していると予想された。さらにゲノム編集により、新規 KCNE遺伝子を欠損したノックア
ウトゼブラフィッシュを作成しているところである。 
 
(2) KCNE3がどのようなメカニズムで KCNQ1チャネルを常
時開状態に固定することができるのかについては、まだ不明な
点が多い。2020 年に発表されたクライオ電子顕微鏡による
KCNQ1-KCNE3 の複合体構造 (Sun and MacKinnon, Cell 
2020)により、KCNQ1の S1と KCNE3が相互作用しているこ
とがわかった。この構造情報をもとに、S1セグメントと KCNE3
のアミノ酸残基に変異を入れ、この２つの膜貫通部位の相互作
用の重要性について検討した。これまでの我々の成果により、S1
セグメントの 127 番目と 130 番目のフェニルアラニン残基
(F127, F130)が重要であることがわかっていたが、今回さらに
KCNE3 側の F68、V72,、I76 がこれらのアミノ酸に相互作用
し、この相互作用が KCNE3の機能に重要であることを同定した。
KCNQ1 S1側の F127A変異導入により、KCNQ1-KCNE3チ
ャネルの開状態は不安定になるが、KCNE3 側の G73L によ
って機能が回復することも見出した（図 2）。以上の結果から、
KCNE3 は KCNQ1 の S1 セグメントにかなりタイトに相互
作用する必要があることがわかった。また電位センサーであ
る S4セグメント上にあるM238、V241の各アミノ酸残基が
S1セグメントと KCNE3の相互作用部位に向いており、この
3 者の相互作用が、電位センサーの動きに影響を与えている
ことが示唆された。 
 電位センサーの動きは、S4 セグメント上部を蛍光分子
Alexa488 でラベルし、その蛍光強度変化を用いる voltage-
clamp fluorometry 法により解析した。この手法を用いるこ
とで、KCNE3 が KCNQ1 の S4 セグメントを中間状態に安
定すること、さらに上記の重要なアミノ酸に変異を入れるこ
とにより中間状態が安定化しなくなることを見出した（図 3）。
したがって、KCNE3 が KCNQ1 チャネルのゲートを常に開
状態にするためには、上記のアミノ酸の相互作用により電位センサーの中間状態を安定化する
ことが必要であることが明らかとなった。 
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