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研究成果の概要（和文）：本研究は、酸で活性化するアニオンチャネル（ASORの生存に係る生理的役割と、ASOR
の分子実態を明らかにする事を目的として研究を行った。まず、私たちが絞り込んだ候補分子Aのノックアウト
細胞（KO細胞）を作成した。KO細胞と野生株細胞（WT細胞）との比較実験を行った結果、KO細胞の増殖率がWT細
胞に比べて低い事、そして、KO細胞の断面積がWT細胞に比べて大きい事を明らかにした。他の研究グループが最
近報告した、ASORの候補分子、TMEM206について検証実験を行った結果、TMEM206のノックダウン細胞のASOR電流
がコントロール細胞に対して著しく抑制される事を確認した。

研究成果の概要（英文）：We performed to reveal the physiological function of the acid-activated 
anion channel (ASOR), which contribute to survival, and the molecular identity of ASOR. First, we 
created down candidate molecule A knockout cells (KO cells). As a result of a comparative experiment
 of KO cells and wild type cells (WT cells), it was revealed that the proliferation rate of KO cells
 was lower than that of WT cells and the cross-sectional area of KO cells was larger than that of WT
 cells. Also, we examined whether TMEM206, one of the molecular candidates for ASOR reported in a 
recent study, is actually candidate for ASOR in human cervix HeLa cells. It was found that the ASOR 
current of the TMEM206 knockdown HeLa cell was significantly suppressed compared to the ASOR current
 of the control HeLa cell.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： アシドーシス　アニオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で私たちが作成した候補分子Aのノックアウト細胞（KO細胞）は、細胞増殖率と細胞断面積におい
て、野生株細胞（WT細胞）と比べて明らかに差があることが明らかになった。このKO細胞とWT細胞との比較実験
は、ほかにも様々な点において比較検証する必要があり、これらを明らかにすることで候補分子Aの生存に寄与
する生理学的役割が新たに明らかになることが期待できる。また、パッチクランプ法により確認されたもう一つ
の候補分子TMEM206において、候補分子Aとの相互作用については今後の研究課題として残ったが、複雑なASOR分
子実態を解明するうえで大きな手掛かりを得ることができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

酸感受性外向整流性アニオンチャネル ASOR（acid-sensitive outwardly rectifying anion 

channel）は、2003 年にセルトリ細胞で初めて発見された酸で活性化するアニオンチャネルであ

り[1]、その後、心臓や大脳皮質神経細胞など、様々な細胞種に発現していることが次々に報告

された[2-4]。ASOR について、これまでに私たちの研究グループが世界をリードして研究を進め

ており、1. ASOR は外傷により二次的に引き起こされる強度のアシドーシス条件下で活性化し、

細胞を膨張させてネクローシス性細胞死を引き起こす事[3]、2. 子宮頸癌由来 HeLa 細胞に発現

する ASOR に温度感受性があり、体温に近い温度で活性が増大すること[5]、3. マウスの大脳皮

質神経細胞にも ASOR が発現しており、脳虚血や外傷によって脳神経が受けるネクローシス性細

胞死は、ASOR の低温性抑制によって抑制される事[2]などを明らかにした。これまでに明らかに

なっている ASOR の生理的役割は、細胞のネクローシス性細胞死を引き起こすという、細胞が『死

ぬため』に担っている役割だけであり、最近では、『死』のイオンチャネルと捉えられがちにな

っている現状にある。体内において、教科書的に生命を維持できる pHの範囲は、pH 7.0～pH 7.7

と言われており、ASOR の活性領域である pH 6.0 以下にはなり得ないと考えられている。しかし

ながら局所的に見ると、分泌顆粒内は pH 5 付近であり、分泌顆粒の開口分泌時にその近傍で pH

が一時的に非常に低くなることが推定されているなど、病的な状態に限らず正常状態でも pH は

一時的に非常に大きく変動していることが十分予想される。このことから、ASOR は正常状態で

も機能していることが推測され、何かしら生存のため

に重要な役割を担っていると考えられるが、現時点で

はほとんど研究がなされていない。 

一方、ASOR の分子実体において、これまで多くの研

究者が分子同定に挑戦し、塩素イオンチャネルの 1つ

である ClC-3 などの候補分子が報告されている。しか

しながら、いずれの分子も私たちの研究グループで

ASOR として研究を進めているイオンチャネルではな

い事を実験的に明らかにし[5-8]、現在も分子実体が不明のままにある。そのため、ASOR は、主

に電気生理学的手法を用いて研究が行われているが、薬理学的性質についてもあまり研究が進

んでいない現状にある。最近、薬理学的に性質が類似している容積感受性外向整流性アニオンチ

ャネル VSOR（volume-sensitive outwardly rectifying anion channel）が、酸性条件下におい

て機能が変化して ASOR になるという説が報告された[9]。しかしながら、私たちは、ASOR の新

規阻害剤を明らかにすると共に、VSOR における阻害効果が異なること[6]、VSOR のコア分子であ

る LRRC8A や、そのパラログが、ASOR の活性やキネ

ティクスに関与しないこと[7]から、ASORが VSORで

ある説を否定した。その後、さらに ASOR の新規阻

害剤を明らかにし（佐藤、未発表：図 1）、ASOR の

候補の選定を行っている。最近、候補のうち、１つ

の分子AをsiRNAによりノックダウンして得た候補

分子 Aのノックダウン（候補 A-KD）細胞とコントロ

ール細胞との電流密度を比較した結果、コントロー

ル細胞に比べて、候補 A-KD 細胞の電流密度が小さ

い実験結果を予備的に得ることができた（佐藤、未

発表：図 2）。 



 

２．研究の目的 

本研究は、上記の学術的背景及び、これまでに得られた研究成果を基に、1. ASOR が『生きるた

め』に担っている生理的役割、2. ASOR の真の分子実体、の２つについてこの３年間で明らかに

する。まず、細胞移動や、細胞が能動的に膨張する事が知られている細胞周期において、アシド

ーシス条件下における ASOR の関与を、細胞移動測定法、細胞容積測定法、細胞周期モニタリン

グ法を適用して検討する。さらに、最近明らかにした ASOR の候補分子 Aについてパッチクラン

プ法を用いた電気生理学的性質の比較検討だけではなく、PI 染色陽性テストを用いた酸毒性死

における比較検討、容積測定法を適用してより詳細な解析を進める。また、ASOR は、細胞の種

によって陰イオンの透過性が異なることや、阻害剤の抑制効果にばらつきがあること[10]が報

告されていることから、ASOR が単一の分子のみで構成されているという理論では説明が難しい。

そこで、ASOR が複数の分子によって構成されていると推測し、これまでに私たちが明らかにし

た薬理学的性質から他の候補分子を選定し、候補分子ノックダウン細胞とコントロール細胞に

よる比較実験を行い、候補分子を特定する。 

 

３．研究の方法 

ASOR の生存に係る生理的役割の解明については、細胞移動測定法、細胞容積測定法、細胞周期

モニタリング法、行動解析法、パッチクランプ法、PI 染色陽性テストの計 6 種類を適用して行

う。また、ASOR の分子実体の解明においては、遺伝子サイレンシング法、遺伝子導入法、PI 染

色陽性テスト、細胞容積測定法、パッチクランプ法、PCR 法の計 6 種類を適用して ASOR 候補分

子の絞込みを行う。さらに、ASOR の真の分子による生理的役割をノックアウトマウスと野生型

マウスを用いて、細胞レベルだけではなく、組織や個体など多階層からアプローチし、より詳細

な解析を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 酸性条件下における細胞移動測定実験 

野生株の HeLa 細胞において、細胞移動測定実験を行った。ｐH 7.5 の条件下に比べて、pH 5.5

の条件下では、細胞の移動率が高かったが、ASOR の阻害剤存在下においてその影響が ASOR によ

るものである、と断定できる結果を得ることができなかった。 

(2) ノックアウト細胞（KO細胞）と野生株細胞（WT細胞）との比較実験 

私たちがこれまでの研究により絞り込んだ ASOR の候補分子 Aについて、遺伝子サイレンシング

法を用いて、HeLa 細胞を用いて KO細胞を作成した。試行錯誤を繰り返した結果、ヒト子宮頸癌

細胞由来 HeLa 細胞とヒト胎児腎細胞由来 HEK 細胞でそれぞれ 3 種ずつ作成することに成功し

た。KO細胞と WT細胞を用いて、増殖率を比較した結果、6種すべての KO細胞の増殖率が WT細

胞の増殖率に比べて著しく低いことが明らかになった。細胞の大きさについて、KO 細胞と WT細

胞との細胞断面積を比較した結果、KO細胞が WT細胞よりも大きいことが明らかになった。容積

についての比較実験は今後の課題とし、ASOR が生きるために担っている生理的役割についてさ

らに追究する。 

(3) 新規 ASOR 分子 TMEM206 における電気生理学的検証実験 

 2019 年に、ASOR の分子実態が TMEM206 であるという報告が 2つの研究グループから発表され

た[11,12]。ASOR は、細胞種によって陰イオンの透過性が異なることや、阻害剤の抑制効果にば

らつきがあることから、複数の分子によって構成されていると推測されている。そこで、TMEM206



が ASOR 構成分子のうちの 1 つであるか否かについて、検証実験を行った。HeLa 細胞において、

siRNA を用いた遺伝子サイレンシング法により TMEM206 遺伝子の発現を抑制した KD 細胞を作成

し、コントロール細胞（CNT 細胞）と比較実験を行った結果、酸性条件下における KD 細胞の ASOR

電流が、CNT 細胞に比べて著しく抑制されたことが確認された。この 2種の分子の相互作用等に

ついては今後の研究課題となるが、複雑な ASOR 分子実態を解明するうえで大きな手掛かりを得

ることができた。 
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