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研究成果の概要（和文）：心臓の電位依存性カリウムチャネルKCNQ1チャネルについて、その修飾サブユニットのKCNE1
がKCNQ1電流へ与える影響について検討した。KCNE1の結合数が増えるほどチャネルが開きにくくなることが明らかとな
り、またKCNE1をKCNQ1から遠ざけるほどKCNQ1電流の活性化が遅くなることもわかった。別の電位依存性カリウムチャ
ネルであるKv4チャネルについても、KCNQ1と同様に、修飾サブユニットKChIPおよびDPP10の発現量依存的にKv4電流の
性質が変化することを明らかにした。以上の結果により、心臓などにおいて、イオンチャネル修飾サブユニットの発現
量が重要である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：I investigated how the expression level of KCNE1 affected the slow current 
kinetics of a cardiac voltage-gated potassium channel KCNQ1. I found that the more binding of KCNE1 to 
KCNQ1, the less activity KCNQ1 showed. I also found that the longer the distance between the two 
subunits, the slower the activation kinetics became. In another cardiac voltage-gated potassium channel 
Kv4, the current kinetics was also dependent on the expression level of its auxiliary subunits KChIP4 and 
DPP10. The expression levels of auxiliary subunits for ion channels could be a key factor in cardiac 
excitability.

研究分野：イオンチャネルの分子生理学・生物物理学

キーワード： イオンチャネル　カリウムチャネル　蛍光イメージング　KCNQ1　KCNE1　全反射蛍光顕微鏡　Kv4
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１．研究開始当初の背景 
(1) 心臓の電位依存性カリウムチャネルであ

る KCNQ1は、不整脈の一種 QT延長症候群

の原因遺伝子であることからも明らかなよ

うに、心臓の電気的活動あるいはポンプ機能

において重要な働きを担っている。KCNQ1

にはKCNE1と呼ばれる副サブユニットが存

在し、心臓において両分子が膜機能複合体を

形成して働いていると考えられている。研究

代表者のこれまでの成果により、一つの

KCNQ1-KCNE1 複合体には、４分子の

KCNQ1と０～４分子のKCNE1が含まれて

いることが明らかとなっていた。そして

KCNE1の結合数は、KCNE1の KCNQ1に

対する相対的な発現密度に応じて変化する

ことがわかっていたが、その生理的な意義と

メカニズムについては不明であった。 

 

(2) KCNQ1 以外のイオンチャネル複合体に

おいて、相対発現レベル依存的なストイキオ

メトリーの変化が生じる例が存在するかど

うか不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) KCNQ1 と KCNE1 の発現比をコントロ

ールすることにより、KCNQ1と KCNE1の

結合状態がイオンチャネルの性質に与える

影響を検討することを目的とした。それによ

り、イオンチャネル複合体が、従来考えられ

ているような固定されたものではなく、細胞

膜上でダイナミックに結合解離するのでは

ないかという仮説を検証することを目的と

した。 

 

(2) KCNQ1 と同じく心臓などに発現する電

位依存性カリウムチャネル Kv4を対象に、そ

の副サブユニットとして知られている

KChIP4と DPP10の 2種類のタンパク質そ

れぞれについて、Kv4に対する相対発現密度

依存的なストイキオメトリー変化を検討し、

イオンチャネル複合体の相対発現量依存的

なストイキオメトリーの変化が、KCNQ1チ

ャネル以外にも起こっているか検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) KCNQ1 と KCNE1 をリンカーでつない

だタンデムコンストラクトを作成し、電気生

理学的解析によりKCNQ1:KCNE1の分子比

が 4:4、4:2、4:1 となっているイオンチャネ

ル複合体の電流の性質を調べた。さらにリン

カーの長さの異なるさまざまなコンストラ

クトを作成し、電流への影響を検討した。

KCNQ1-KCNE1 間にダイナミックな相互作

用が存在するのであれば、リンカーの長さに

よって電流の性質が変化するのではないか

と予想した。 

 

(2) GFP 等の蛍光タンパク質をつないだ

KChIP4 あるいは DPP10 をアフリカツメガ

エル卵母細胞に発現させ、全反射蛍光顕微鏡

下で一分子レベルのイメージングを行い、直

接蛍光分子の数を数えることで決定した。 
 
４．研究成果 

(1) KCNQ1および KCNE1の cRNAをそれ

ぞれアフリカツメガエルの卵母細胞に発現

させた。両遺伝子の cRNA量比をさまざまに

変えたとき、電流活性化のキネティクスにど

のような変化が生じるかを、電気生理学的手

法により解析、比較した。KCNQ1に対して、

KCNE1 の発現量が増えるほど、電流活性化

のキネティクスは遅くなった。KCNE1 の結

合数が増えることでKCNQ1が活性化しにく

くなっていることが示唆された。 

(2) １つの KCNE1 遺伝子に対し、１～４分

子 の KCNQ1 遺 伝 子 を つ な ぎ 、

KCNQ1-KCNE1 複合体のストイキオメトリ

ーがそれぞれ 4:4、4:2、4:1 となるようなタ

ンデムコンストラクトを作成した。KCNE1

分子が結合するほど、KCNQ1チャネルが開

く電位の閾値が脱分極側にシフトし、活性化

しにくくなっていた(図 1)。活性化のキネテ



ィクスも、4:4チャネルでは遅くなっていた。 

 

図 1. タンデムコンストラクトの電流と活性化曲線 

 

(3) タンデムコンストラクト中の KCNE1 と

KCNQ1をつないでいるリンカーの長さを変

え、KCNQ1電流のキネティクスにおける影

響を検討した。リンカーの長さはそれぞれ 34、

100、268 アミノ酸長のものを導入した。リ

ンカーの長さが長くなるほど電流活性化の

キネティクスが遅くなった(図 2)。 

 

図 2. リンカーの長さによる活性化キネティクスの変化 

リンカーが長いということは、KCNE1が

KCNQ1から遠く離れていることになるので、

KCNE1の結合する確率はさがると考えられ

る。したがって、リンカーが長くなるほど活

性化のキネティクスが遅くなるというのは、

直感的には(1)、(2)の結果と矛盾する。しかし

ながら、リンカーの長さに応じて電流の性質

が変わるということは、KCNQ1と KCNE1

の間にダイナミックな結合解離が生じてい

ることを示唆する結果である。本当に細胞膜

上で結合解離が起きているかどうかを検証

することは今後の課題である。 

(4) 電位依存性カリウムチャネル Kv4.2と、

その細胞内ドメインに結合する副サブユニ

ット KChIP4とのストイキオメトリーを一

分子蛍光イメージングにより検討した。

KChIP4は四量体のKv4.2に対し最大４分子

結合すること、そしてその結合数は Kv4.2と

KChIP4の相対発現密度依存的に変化しうる

ことを見出した(図 3)。KCNQ1-KCNE1と同

様、ストイキオメトリーが発現量に依存して

変化することがわかった。

 
図 3. 一分子イメージングによる Kv4.2チャネル複合体

中の KChIP4の分子数の決定 

 

(5) Kv4のもうひとつの副サブユニットであ

る DPP10について、KChIP4と同様にスト

イキオメトリーを決定し、発現量依存的な変

化を決定した。DPP10は細胞膜タンパク質

であり、細胞外に２量体化するための比較的

大きなドメインを持つ。DPP10のみでスト

イキオメトリーを決定したところ、少なくと

も７割が細胞膜上で２量体として存在する

ことが判明した。Kv4.2とのイオンチャネル

複合体中においては、最大４分子の DPP10

が結合できることがわかったが、KChIPの場

合とは異なり、２分子結合している状態、す

なわち 4:2のストイキオメトリーがもっとも

よく観察された(図 4)。細胞外ドメインが２

量体化することで、３分子目、４分子目の

DPP10の結合を妨げていると結論した。



 

図 4. 一分子イメージングによる Kv4.2チャネル複合体

中の DPP10の分子数の決定 
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