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研究成果の概要（和文）：不整脈の原因遺伝子でもある電位依存性カリウムチャネル KCNQ1

は、修飾サブユニットである KCNE1とイオンチャネル複合体を構成し、心拍の調節に重要な

役割を担う。この複合体の分子構成を知る目的で、KCNQ1と KCNE1にそれぞれ蛍光タンパ

ク質のタグを付け、全反射蛍光顕微鏡下で一複合体中のそれぞれの分子数を決定することに成

功した。一複合体中に含まれる KCNE1分子数は 1~4であり、KCNQ1と KCNE1の細胞膜上

での相対発現密度に依存していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：KCNQ1, which is known as a causative gene of cardiac arrhythmia, 

is an alpha subunit of voltage-gated K+ channel.  KCNQ1 and its auxiliary subunit 

KCNE1 form an ion channel complex, which regulates the heartbeat.  To determine the 

stoichiometry of this complex, I attached fluorescent tags on these subunits, and counted 

the number of each subunit in a single KCNQ1-KCNE1 complex by using total internal 

reflection microscope.  One complex contained 1~4 KCNE1 subunits, and the number of 

KCNE1 was dependent on the relative expression densities of KCNQ1 and KCNE1 

subunits. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２０１０年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

２０１１年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 

研究分野：分子生理学 

科研費の分科・細目：基礎医学、生理学一般 

キーワード：イオンチャネル、カリウムチャネル、不整脈、複合体、一分子イメージング、全

反射蛍光顕微鏡、修飾サブユニット、ストイキオメトリー 

 
１．研究開始当初の背景 

(1) 心臓のカリウムチャネル KCNQ1 とその
修飾サブユニットKCNE1が構成するイオン
チャネル複合体のストイキオメトリーは 20

年以上にわたって議論されており、4 分子の
KCNQ1に対して 2分子のKCNE1が結合す

るとされていたが、決定的な証拠にかけてい
た。 

(2) ストイキオメトリーはしばしば固定され
たものであると考えられがちであるが、発現
状況などに依存して変化する可能性がある
のではないかと考え、検討することとした。 
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２．研究の目的 

(1) ストイキオメトリー決定のために、一分
子イメージングの手法を導入し、各蛍光スポ
ット(一つのイオンチャネル複合体)中のそれ
ぞれのサブユニットの分子数を検討する。 

(2) それぞれのサブユニットの発現量を変化
させ、ストイキオメトリー構成に与える影響
を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) GFPなどの蛍光性タンパク質をタグとし
て KCNQ1あるいは KCNE1に導入し、全反
射蛍光顕微鏡を用いて、アフリカツメガエル
卵母細胞に発現させたこれら分子の蛍光を
一分子レベルで観察した。蛍光の褪色イベン
トを一分子レベルで観測することで、一つの
蛍光スポット（一つのイオンチャネル複合
体）中に含まれるそれぞれのサブユニットの
分子数を決定した。 

(2) 両サブユニットの細胞膜上での発現量を
卵母細胞に注入する RNA の量を変えること
で調節し、相対発現密度に対するストイキオ
メトリーの依存性を検討した。 

(3) KCNE1 の RNA 量を変化させたときの、
KCNQ1 チャネルの電位依存性の変化を、二
本刺し膜電位固定法を用いた電気生理学的
手法により解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 4 分子の KCNQ1 に対し、何分子の
KCNE1 が結合しているかを、KCNE1 に付
けたGFPの褪色イベントの数で直接数えた。
いくつかの複合体からは 4回の褪色イベント
が観察され、複合体中に最大 4 分子の
KCNE1が結合することが確認された(図 1)。 
この結果は、これまでの主流の考えであった、
KCNQ1 と KCNE1 が 4:2 のストイキオメト
リーを取るという考えとは全く異なるもの
であった。しかし、ストイキオメトリーが 4:4

で固定されているというわけでもなく、さま
ざまなストイキオメトリーが混在している
という興味深い結果を得た。これは各イオン

チャネル複合体のサブユニット構成を直接
数えることができる、一分子イメージングの
手法ならではの成果である。 

 

(2) KCNQ1 と KCNE1 の相対発現密度を変
化させ、混在するさまざまなストイキオメト
リーの割合が変化するのかを検討した。
KCNE1 の相対発現密度を高めるほど、一複
合体中のKCNE1の結合分子数が増えること
がわかった(図 2)。KCNQ1-KCNE1のストイ
キオメトリーは両分子の発現密度に依存し
て柔軟に変化することがわかった。 

(3) 異なるストイキオメトリー(4:2, 4:4)のそ
れぞれの膜電位依存性を電気生理学的手法
により検討した。KCNE1 の結合数が増える
ほど、より開きにくくなり、活性化のために
は強い脱分極が必要になることが判明した。
ストイキオメトリーが変わると機能も変化
することから、(2)で見出した発現密度依存的
なストイキオメトリーの変化が、心臓の膜興
奮性に影響を与えることが示唆される。 

 

(4) 今後の展望として、今回明らかになった
ストイキオメトリーの変化が、細胞膜上でダ
イナミックに起こるのかどうか、また膜電位
依存性があるかどうかなどを検討する必要
がある。今回の成果はすべてアフリカツメガ
エル卵母細胞を発現系として用いた実験に
よるものであるため、実際の心筋細胞でのス
トイキオメトリーを知ることも今後の課題
である。 
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