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研究成果の概要（和文）：生体内でKCNQ1チャネルはKCNEと呼ばれる修飾サブユニットと複合体を構成し、その
機能を大きく変化させる。本研究では、腸管などの上皮細胞に発現するKCNE3と、心臓に主に発現するKCNE1のそ
れぞれについて、KCNQ1チャネルのS1セグメントと相互作用することがチャネル機能の修飾に重要であることを
明らかにした。また新しく同定したKCNE6遺伝子について、真獣類をのぞく脊椎動物に広く存在し、KCNE1と同様
に心臓に発現していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In vivo, KCNQ1 channels form complexes with auxiliary subunits called KCNEs 
that significantly alter their function. In this study, we found that KCNE3, which is expressed in 
some epithelial cells, and KCNE1, which is mainly expressed in the heart, interact with the S1 
segment of the KCNQ1 channel, which is important for modifying channel function. We also found that 
the newly identified KCNE6 gene is widely distributed in non-eutherian vertebrates and, like KCNE1, 
is expressed in the heart.

研究分野：分子生理学

キーワード： イオンチャネル　複合体　修飾サブユニット　カリウムチャネル　QT延長症候群　電位センサー　ゼブ
ラフィッシュ　電気生理学

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
KCNQ1は心臓ではQT延長症候群や難聴の原因遺伝子であり、ヒトの生理学に非常に重要である。今回の成果によ
り、KCNQ1がKCNE1やKCNE3の結合によりどのように機能修飾されるかを、構造情報を基に明らかにしたことで、
KCNQ1の変異によりどのようにＱＴ延長症候群などの疾患が引き起こされるかを理解する手がかりになりうる。
またヒトでは機能していないKCNE6ではあるが、KCNE1、KCNE3の機能修飾メカニズムを明らかにする手がかりと
なる可能性があるため、その学術的意義は大きい。

※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 
 イオンチャネルは心臓や神経細胞など、いわゆる興奮性細胞において電気信号を形作る重要
な膜タンパク質である。そのためイオンチャネルの異常により、てんかんや不整脈といった興奮
性異常による疾患が引き起こされることがある。例えば KCNQ1 は心臓に発現する電位依存性
K+チャネルであるが、KCNQ1 遺伝子の変異により QT 延長症候群などの先天性不整脈が引き
起こされることがある。一方、KCNQ1チャネルには KCNEと呼ばれる一回膜貫通型の修飾サ
ブユニットが存在し、KCNQ1チャネルは結合する KCNEの種類によってその機能が大きく変
化する。例えば KCNQ1と KCNE1で構成される複合体は、心臓の主要な遅延整流性 K+電流の
ひとつである IKsを構成する。KCNE1も QT延長症候群の原因遺伝子であることから、両者が
心臓の正常な興奮に欠かせないことは明らかである。KCNQ1と KCNE1の複合体については、
その生理学的重要性からこれまで多くの研究がなされてきた。KCNQ1 と KCNE1 のストイキ
オメトリー、すなわち 4量体の KCNQ1チャネルに対し何分子の KCNE1が結合するかについ
ては、長年 2分子の KCNE1が結合するという“4:2説”が有力であったが、研究代表者は 1分子
蛍光イメージングを利用したサブユニットカウンティング法により、最大 4 分子の KCNE1 が
結合しうることを示した(Nakajo et al. PNAS, 2010)。この“4:4説”は、近年構造解析を含む他の
手法によっても支持される結果が報告されている(Murray et al. eLife, 2016; Sun & MacKinnon, 
Cell, 2020)。つまり KCNQ1 チャネルには 4 か所の KCNE 結合サイトが存在することになる
が、だとすると複数種類の KCNEが結合する可能性が考えられる。実際、アフリカツメガエル
卵母細胞を用いた発現系では、KCNQ1と複数種の KCNEが共発現してイオンチャネルを構成
していることを示唆する報告があるが(Morin & Kobertz, ACS Chem Biol, 2007)、実際に生体
内でこのような複数種の KCNEを含む KCNQ1が存在するかどうかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は生体内におけるイオンチャネル複合体構成の制御機構と生理機能を明らかにするこ
とが目的であった。強制発現系などにおいて、イオンチャネルのサブユニット構成を明らかにし
た研究は多く存在するが、生体内で実際にどのようなサブユニット構成を持つかを示した論文
は、構造生物学的手法によるものが少数存在するのみである。特に生きた状態でサブユニット構
成を示した報告はほぼ皆無であり、本研究の学術的独自性であると考える。さらに透明で心臓を
生きたままイメージングできるゼブラフィッシュ幼魚を使用することで、イオンチャネルのサ
ブユニット構成と心臓機能を対比しながら研究をすすめることができ、これまでにない創造性
のある成果が期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) KCNQ1 チャネルと KCNE1、KCNE3 をそれぞれアフリカツメガエルの卵母細胞に発現さ
せ、それらが複合体を構成したときの、機能修飾メカニズムについて、電気生理学的手法と蛍光
強度変化測定による構造変化解析を適用した。KCNQ1-KCNE3 の複合体解析（Sun & 
MacKinnon, Cell, 2020）を基に、特に S1セグメントに注目して、網羅的に S1セグメントの変
異体を作成し、KCNE3および KCNE1の機能修飾メカニズムについて解析を行った。 
 
(2) 新規の遺伝子 KCNE6をゼブラフィッシュより同定した。KCNE6をさまざまな動物種より
クローニングし、アフリカツメガエル卵母細胞を用いて電気生理学的解析を行った。また、その
KCNE6 と KCNE1 について、その発現を解析する目的でゼブラフィッシュの各遺伝子のプロ
モーター領域をクローニングし、それにGFPを繋いで、ゼブラフィッシュでの発現を解析した。 
 
(3) KCNE4サブユニットの生理機能を明らかにする目的で、KCNE4による KCNQ1チャネル
の抑制メカニズムについて検討した。KCNQ1の S1セグメントの各種変異体を、電気生理学的
手法により解析した。また細胞内領域のみのタンパク質をアフリカツメガエルの卵母細胞に発
現させ、KCNQ1チャネルを抑制するかどうかを検討した。 

 
４．研究成果 
(1) KCNE3が KCNQ1チャネルを常時開状態にするメカニズムを明らかにするため、構造上に
おける相互作用部位である、一番目の膜貫通領域 S1セグメントの KCNQ1チャネル変異体を網
羅的に作成した。その結果、KCNE3と直接相互作用しているすべての S1上のアミノ酸残基に
ついて、少しでも側鎖の大きさを変えると、KCNQ1-KCNE3の開状態が減弱した。また同様に
KCNE3の相互作用面に存在するアミノ酸残基を変異させると、やはり KCNQ1-KCNE3の開状
態が減弱した。以上のことから、KCNQ1の S1セグメントと KCNE3は、非常にタイトに相互
作用していることが明らかとなった。Voltage clamp fluorometry (VCF)法により S4 セグメン
トの動きを解析すると、KCNE3 が相互作用することで、S4 セグメントの中間状態が安定化さ



れることがわかった。以上の成果は、eLife 誌に論文として掲載
された(Kasuya & Nakajo, eLife, 2022)。 
次に KCNE1 についても同様の解析を行った。KCNE1 も

KCNE3と同様の形で相互作用すると仮定した(図 1)。KCNQ1チ
ャネルを常時開状態にする KCNE3 とは異なり、KCNE1 は
KCNQ1チャネルを開きにくい性質に変換する。KCNQ1チャネ
ルの S1セグメント変異体をKCNE1とアフリカツメガエル卵母
細胞に共発現し、その電流を二本刺し膜電位固定法、VCF 法に
より解析したところ、膜貫通領域の下側に変異を入れると S4の
中間状態が安定化され、膜貫通領域の上側に変異を入れると S4
の中間状態が不安定化されることがわかった。この成果は現在投
稿中である。 
 
 
(2) ゼブラフィッシュより新規の KCNE 遺伝子であると考えられる KCNE6 を同定した。
KCNE6 は KCNE3 様のアミノ酸配列を持つものの、KCNQ1 チャネルと共発現させると、
KCNE1 と同様の遅い電位依存性カリウムチャネル電流を呈することがわかった。VCF 法によ
り S4セグメントの動きを解析したところ、やはり KCNE1と同様に、F-Vカーブ（S4セグメ
ントの電位依存性を示す）が脱分極方向にシ
フトしていることがわかった。ゼブラフィッ
シュにおける発現部位を探索する目的で、
KCNE6 のプロモーター領域をゼブラフィッ
シュゲノムよりクローニングし、GFPをつな
いだコンストラクトを作成し、これを導入し
たトランスジェニックゼブラフィッシュ
(Tg(kcne6:eGFP))を作成した。このゼブラフ
ィッシュにおける GFPの発現部位を解析し
たところ、心臓のみに発現することが明らか
となった（図 2 上）。一方、ヒトなどで心臓
に発現する KCNE1 の発現部位を同様の手
法で解析したところ、心臓だけではなく、内
耳、側線などに発現が認められた（図 2下）。 
 
 
 KCNE6の遺伝子を様々な脊椎動物のゲノムで検索したところ、魚類から哺乳類まで遺伝子が
存在することがわかった。これらのうち、いくつかの動物種の KCNE6遺伝子を全合成し、ヒト
KCNQ1チャネルの機能を修飾することが可能かどうか、アフリカツメガエル卵母細胞に発現さ
せて、確認を行った。すると、魚類（ゼブラフィッシュ）、両生類（ネッタイツメガエル）、爬虫
類（グリーンアノール）、鳥類（ニワトリ）は機能したが、哺乳類は有袋類（コアラ）では機能
したものの、ヒトを含むその他の哺乳類では機能せず、偽遺伝子となっていることが示唆された。
したがって、魚類～有袋類では、KCNE6が KCNE1と心臓で共発現し、ともに心臓の興奮性に
影響を与えていると考えられた。一方、胎盤を持つ哺乳類（真獣類）では、KCNE6は機能せず、
心臓では主に KCNE1 が KCNQ1 の修飾サブユニットとして働いていると考えられた。以上の
結果は、現在論文投稿準備中である。 
 
(3) KCNE4は KCNQ1チャネルを抑制することが知られており、心臓などに多く発現している
が、その生理機能はよくわかっていない。その抑制メカニズムについては、15 年以上前に報告
が１報あるのみであり、細胞内領域の４つのロイシン残基（テトラロイシンモチーフ）が重要で
あると言われているが、それ以降の報告はほとんどない。(1)の研究成果により、KCNE1 と
KCNE3においては、KCNQ1の S1セグメントとの相互作用が重要であることが示された。そ
こで KCNE4 においても S1 セグメントが何らかの役割を果たしていると予想し、S1 セグメン
ト変異体と KCNE4 を共発現し、アフリカツメガエル卵母細胞で解析を行った。しかしすべて
の変異体において、KCNE4の抑制効果は減弱することがなかった。さらに膜貫通領域を欠失し
た細胞内領域のみの変異体を作成し、KCNQ1チャネルとともにアフリカツメガエルの卵母細胞
に発現させたところ、細胞内領域のみでもある程度 KCNQ1 電流を抑制することがわかった。
したがって、KCNE4の膜貫通領域は、KCNQ1チャネルの抑制には重要ではないことがわかっ
た。 
 KCNE4の細胞内領域のうち、KCNQ1チャネルの抑制に重要なところを、デリーション変異
体のシリーズを作成して解析したところ、これまでに報告されているテトラロイシンモチーフ
の他に、重要だと考えられる、約 10アミノ酸からなる領域を同定した。この領域にはセリン残
基が多く含まれており、KCNQ1チャネルと相互作用することでチャネル機能を抑制すると予想
される。現在その抑制メカニズムの詳細を明らかにするために、研究を継続している。 

図 1 

図 2 
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