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研究成果の概要（和文）： 

単純でありながら効率の高いイオンチャネル標的創薬スクリーニング系を創成するため、遺

伝子改変イオンチャネルを発現させた１発の活動電位発生により細胞死が引き起こされる細胞

を作成した。電位依存性 Na+チャネル Kv1.5 の極めて遅い不活性化を示す点変異型 Na+チャネ

ルと内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1）を定常発現させた HEK293 細胞（基準細胞）を作成

した。この細胞に電気刺激を加えると非常に長い活動電位が発生し細胞死をもたらした。さら

に創薬標的となるイオンチャネル、特に再分極電流を発生する K+イオンチャネルもこの細胞に

定常発現させると、活動電位幅が短縮され細胞死は抑制された。標的チャネルの阻害薬存在下

で刺激すると、阻害薬用量依存的に活動電位持続時間が延長され細胞死の確率が上昇した。本

スクリーニング系は簡便な系であるにも関わらす、定量的なスクリーニングが可能であり、実

用化が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To provide a simple but high throughput screening method for compounds acting on ion 
channels, a new recombinant cell line, in which single action potential (AP) induced cell death, 
was produced by gene transfection. Mutated human cardiac Na

+
 channel Nav1.5 (IFM/Q3), 

which shows extremely slow inactivation, and wild type inward rectifier K
+
 channel, Kir2.1 

were stably co-expressed in HEK293 cells (IFM/Q3+Kir2.1). In IFM/Q3+Kir2.1, application of 
single electrical stimulation (ES) elicited a long AP lasting over 30 s and led cells to die by 
over 70 %, while HEK293 co-transfected with wild type Nav1.5 and Kir2.1 fully survived.  

The additional expression of hERG K
+
 channels in IFM/Q3+Kir2.1 shortened the duration of 

evoked AP and, thereby, markedly reduced the cell death. The treatment of the cells with 
nifekalant, E-4031, cisapride, terfenadine and verapamil, hERG channel inhibitors, recovered 
the prolonged AP and dose-dependently facilitated cell death upon ES. Results indicate the 
high utility of this cell system for hERG K

+
 channel safety assay.  

Moreover, to develop a screening system for blockers of voltage-gated Kv1.3 and Kv1.5 
channels, new cell lines co-expressing IMF/Q3, Kir2.1 and Kv1.3 or Kv1.5 were introduced as 
IFM/Q3+Kir+Kv1.3 and IFM/Q3+Kir+Kv1.5, respectively. Co-expression of Kv1.3 or Kv1.5 to 
IFM/Q3+Kir shortened the evoked APs and prevented the cell death. In the presence of 
margatoxin, a selective Kv1.3 blocker, ES induced the cell death in IFM/Q3+Kir+Kv1.3, but 
not in IFM/Q3+Kir+Kv1.5. In the presence of 4-aminopyridine, a non-selective Kv channel 
blocker, ES application elicited cell death in both cell lines. The IC50s of acacetin, a Kv1.5 
blocker, and citalopram, a 5-HT uptake-inhibitor, in IFM/Q3+Kir+Kv1.3 were almost identical 
to those in IFM/Q3+Kir+Kv1.5. It was, thereby, found that acacetin and citalopram block both 
Kv1.3 and Kv1.5 without significant selectivity.  

The new cell lines for hERG, Kv1.3 or Kv1.5 channel inhibition assay fit to the 
high–throughput screening because of its simplicity, accuracy and high cost-performance. 
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１．研究開始当初の背景 
活動電位を発生する興奮性細胞において、

電位依存性 Na
+チャネルが細胞機能上、圧倒

的な重要性を有していることは論を待たな
い。活動電位という高速シグナルの担い手の
分子であり、活性化に続く極めて速やかな不
活性化がその分子機能を可能にしている。一
方、電位依存性 Na

+チャネルの過剰な活性は
様々な疾患をもたらす。特に遺伝子異常を含
む何らかの原因による不活性化の遅延は、極
めて重篤な疾患、例えば、特定のてんかんや
不整脈などをもたらす（Diss JK,, Eur Biophys 

J. 2004)。また、トリカブト毒成分のアコニチ
ンなどの数種の低分子化合物は、Na

+チャネ
ル不活性化を遅延させ、活動電位幅の延長を
引き起こすことにより毒性を発揮する従っ
て、電位依存性 Na

+チャネルの不活性化機構
は非常に深く研究され、不活性化を担う複数
部位のアミノ酸群の同定が行われており（図
1 参照）、これらの部位のアミノ酸を遺伝子の
点変異で置換すると、不活性化が遅延される
ことも明らかとなっている(Grant AO. et al., 

Biophys J., 2000)。さらにそのような変異を有
する Na

+チャネル発現細胞は死に易いことも
記述されている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかしながら過剰な Na

+流入による Na
+貯留

の定量的解析や細胞障害発生機構の解明は
充分なされておらず、中枢神経や心筋などそ

れぞれの細胞種で異なった議論が行われて
いる。また、不活性化遅延性の変異型 Na

+チ
ャネルを定常発現した細胞を作成し、これを
用いて急速 Na

+流入による細胞死の機序の解
明などを行った報告は、本研究までなかった。
２．研究の目的 
高頻度の活動電位発生やウィンド（不活性

化を受けない微弱な定常的）Na+電流など、電
位依存性 Na+チャネルの過剰な活性が、神経
や筋細胞に障害、さらに細胞死をもたらすこ
とはよく知られているが、その障害機構の解
明は充分でなかった。その理由として、有用
なモデル細胞が欠如していることが挙げら
れるため、本研究では下記の 3点を目的とし
た。 
(1) 1 発の超持続性の活動電位発生により

急速な Na+流入と確実な細胞死がもたらされ
るモデル細胞系を構築すること。 
(2) このユニークなモデル細胞を用いて

急速な Na+流入による細胞障害発生機構と細
胞死に至る過程を解明すること 
(3) イオンチャネル標的創薬の画期的ス

クリーニング系の開発に結び付けること。 
 
ただし、このモデル細胞に関するアイデア

自体は既に、本申請以前に特許出願している。
「イオンチャネルに作用する化合物のスクリ
ー ニ ン グ 用 材 料 及 び そ の 利 用 」 特 願
2010-147255. 
 

３．研究の方法 

 (I) 電気刺激による 1 発の活動電位発生に

より細胞死が引き起こされ、かつ安定継代培

養が可能な細胞（基準細胞）を作成するため、

HEK293 細胞にまず Kir2.1 を定常発現させ、

さらに変異型 Nav1.5 を定常発現させた。膜

電流や活動電位はパッチクランプ法を用い

て測定した。96 穴プレートに基準細胞を短期

培養し、白金双極電極をそれぞれのウェルに

挿入して電気刺激した。この電気刺激により

生じた細胞死の割合を MTT 法により測定・定

量化した。 

図 1  Nav1.5 とその点変異領域 
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(II) (I)で作製する基準細胞において、持続

的活動電位発生による急速な細胞内 Na+濃度

上昇や細胞内 Ca2+濃度変化を画像解析により

計測した。 
(III) (I)で作製する基準細胞をイオンチャ
ネル標的創薬の新規高効率スクリーニング
システムへと応用展開するため、「基準細胞」
へ創薬標的候補となるイオンチャネルをさ
らに遺伝子導入により発現させ、候補化合物
のスクリーニングが可能かを検証する。また
hERG チャネル阻害の安全性試験への応用を、
hERG も定常発現した「新規試験細胞」の作製、
刺激電極付の 96 穴プレートの開発などを含
めて実用化の展開を図る。 
 
４．研究成果 
１．変異型 Nav1.5 の電位依存性の精査 
図 1 に示した変異を含む Nav1.5(IFM-QQQ)を
HEK293 細胞に一過性に発現させ、天然型
Nav1.5 と活性化・不活性化の電位依存性を精
査したところ、図 2 に示すとおり、-55 mV よ
り正の電位に於いて定常的に大きなチャネ
ル活性が見られることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．Kir2.1 と変異型 Nav1.5 を定常発現させ
た細胞における活動電位の解析 
HEG293 細胞に Kir2.1 を定常発現させた細胞
を作成したところ、-80 mV 程度の静止膜電位
を保った。さらに変異型 Nav1.5 も加えて定
常発現させた細胞を作成した。この細胞を電
流固定下で短いパルスで脱分極刺激したと
ころ、図 3に示す 1 分近い持続時間を有する
活動電位が記録された。Na+チャネル阻害薬の
1 mM リドカイン存在下では、刺激による活動
電位の発生が抑制されるか、もしくは持続時
間は著しく短縮された。多細胞を同時に 1 発
のフィールド刺激により活性化したところ、
80％以上の細胞に於いて、5 分以内に細胞死
が生じることが、トライパンブルー染色によ
り明らかになり、速やかなネクローシスが生
じた可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、細胞内 Na+濃度を CoroNa Gree を用い
て測定したところ、細胞内 Na+濃度が刺激後 5
分で 60 mM、10 分後に 100mM を超えた。さら
に 96穴プレートに短期培養した基準細胞を、
電気刺激したところ 70％程度の細胞で細胞
死が生じ、この細胞死は完全に抑制された。 
以上より、1 発の活動電位発生により、細胞
死を生じる細胞の作成に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．hERG 遺伝子の追加発現による hERG 安全
性試験用細胞の作成 
基準細胞にさらに hERG K+チャネルを遺伝

子導入により定常発現させ、電気刺激したと
ころ、活動電位持続時間は短く、細胞死は生
じ難かった。hERG 抑制薬のニフェカラントの
存在下で電気刺激したところ、それらの hERG
抑制薬の濃度に依存して、活動電位持続時間
が延長し（図５）、細胞死が増加した。hERG
抑制作用が知られているシサプリド、E-4031、
テルフェナジン、ベラパミル存在下の電気刺
激により、同様に用量依存性の細胞死が誘発
され、それらの EC50 はパッチクランプ法で
測定した hERG に対する IC50 と非常に近かっ
た。これらの結果から、本試験細胞が hERG
安全性試験に有用であると結論づけられた。 
 
４．イオンチャネル標的創薬の高効率スクリ

 
図 2 正常及び変異型 Nav1.5 の活性化･

不活性化曲線 

図 3 

 

図 4 
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ーニングシステムとしての可能性 
 電位依存性 K+チャネルのうち、Kv1.3 は T
リンパ球などの免疫細胞に、Kv1.5 は心房細
胞に高発現しており、それぞれ自己免疫疾患、
心房細動の治療標的分子として注目されて
いる。そこでこれらのイオンチャネルをそれ
ぞれ定常発現した基準細胞を作成し、高効率
スクリーニングへの有用性を検討した。 
 Kv1.3 あるいは Kv1.5 を定常発現した基準
細胞では、電気刺激による活動電位の持続時
間は短く（図 6）、細胞死の発生率は低かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
非選択的な電位依存性K+チャネル阻害薬であ
る 0.3 mM 4-aminopyridine の存在下では、
活動電位持続時間が大きく延長され、細胞死

が生じた。 
Kv1.3 選択的なペプチド性阻害薬のマリガ

トキシン存在下では、刺激により Kv1.3 発現
基準細胞でのみ、用量依存的に細胞死が生じ
た。これまで Kv1.5 に比較的に選択的な阻害
薬として知られるアカセチン（天然物成分）
やシタロプラム（5-HT 再取込阻害薬）は、
Kv1.3 も抑止したころから、Kv1.5 に対する
選択性は低いことが明らかとなった。 
 以上より、基準細胞にさらに創薬標的のイ
オンチャネルを共発現させた細胞系は、当該
イオンチャネルの活性化が活動電位波形を
短縮するならば、そのチャネルに対する阻害
薬の高効率スクリーニング系として用いる
ことができると推測される（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、5-HT3A 受容体やニコチン性アセチル

コリン受容体のような、活性化により脱分極
を引き起こすイオンチャネル内蔵型受容体
を共発現した基準細胞の場合は、アゴニスト
による脱分極で持続時間の長い活動電位が
発生することから、やはり高効率スクリーニ
ング系として用いることができると推測さ
れる。 
 従って本法はイオンチャネル標的創薬に
おいて汎用性のある簡便な新規アッセイ系
として有用であることが示された。さらなる
実用化が期待される。 
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図７ 

 

図６ A: Kv1.3 も発現した基準細胞での
活動電位。B: Kv1.5 も発現した基準細胞
での活動電位。どちらの細胞でも 4-AP 存
在下で活動電位が顕著に延長された。 

 

図 5 A:電圧固定下の膜電流。保持電位
-80 mV から 0 mV へ脱分極、さらに-50 
mV へ再分極させ、hERG 電流を測定し
ている。ニフェカラントにより抑制。 B: 
hERG を発現した基準細胞での活動電
位。C: B にニフェカラントを加えて電気
刺激した。 
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