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研究成果の概要（和文）：摘出心において、KCNQ1（心臓の興奮性に対して重要な役割を有するK+チャネル）の
細胞膜発現量の変化をリアルタイムで可視化できる系を確立することを目的に研究を行なった。
１．pHluorin（pH感受性が高いGFP変異体）とKCNQ1を融合させたコンストラクトを作製し、α1受容体刺激によ
ってKCNQ1のエンドサイトーシスを起こし検討した。エンドサイトーシスによって酸性環境に置かれるため、
pHluorinの蛍光が減弱することが期待されたが、顕著な変化は認められなかった。
２．よりpH感受性の高い変異体を得る目的で、大腸菌の系を用いてスクリーニングを開始したが、目的の変異体
はまだ得られていない。

研究成果の概要（英文）：KCNQ1 is the pore-forming subunit of the slowly activating delayed rectifier
 K+ channel that plays an important role in repolarization of cardiac action potential. This study 
was designed to develop the imaging method to visualize changes of surface expression of KCNQ1 in 
the isolated perfused animal hearts. 
1.pHluorin (pHl), the GFP mutant with higher pH sensitivity, was fused to the extracellular region 
of KCNQ1 (KCNQ1-pHl). α1 adrenergic receptor (α1AR) was co-expressed with KCNQ1-pHl in HEK293 
cells, and α1AR was stimulated to cause endocytosis of KCNQ1-pHl. Since inside of early endosome is
 acidic, pHl fluorescence was expected to be diminished. However, activation of α1AR did not lead 
to significant changes in pHl fluorescence.
2.To obtain a GFP mutant that has pH sensitivity higher than pHl, we started screening of cDNA 
clones using the E. coli protein expression system. Unfortunately, we could not obtain such a GFP 
mutant so far.

研究分野： 循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
代表的なチャネル病のひとつに、致死的不

整脈を引き起こす QT 延長症候群（LQT）が
ある。LQT1 型は KCNQ1 の異常であるが、
KCNQ1 はヒト心室筋の再分極に寄与してい
る IKs チャネル（ゆっくりと活性化する遅延
整流性 K+チャネル）の主サブユニットであり、
副サブユニット KCNE1 とで複合体（IKsチャ
ネル）を形成する。我々は、培養細胞発現系
を用いて、GqPCR（Gq 蛋白共役型受容体）
刺激によって KCNQ1 がエンドサイトーシス
されることを明らかにしていた。GqPCR とし
て、アンジオテンシン受容体１型（AT1R）お
よび α1 アドレナリン受容体（α1AR）を用い
て検討したところ、特に α1AR の刺激によっ
てコンスタントな KCNQ1 のエンドサイトー
シスが観察された。そして、そのエンドサイ
トーシスはクラスリン依存性であり、ユビキ
チンが関与しているものと思われた。このよ
うに、GqPCR 刺激によって KCNQ1 の細胞膜
発現量の低下が認められることは確かであ
ったが、培養細胞の実験系での検討であり、
その生理的意義は明らかではなかった。 

 
２．研究の目的 
 
培養細胞発現系で明らかになった KCNQ1

のエンドサイトーシスが、生体内で意義を有
していることを明らかにする前提として、器
官レベルで同様の現象を観察する必要性を
考え、本研究を計画した。 
培養細胞の実験系においては、KCNQ1 の細

胞外領域に HaloTag を導入し（KCNQ1-Halo）、
共有結合する蛍光 Halo リガンドを用いて、
KCNQ1-Halo をラベリングした。そして、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて、生細胞での
KCNQ1 の局在変化を観察した。器官レベル
での KCNQ1 の細胞膜発現量の変化を観察す
る上において、同様の方法は使用できないた
め、エンドサイトーシスされた膜蛋白が初期
エンドソームを経由すること、そして初期エ
ンドソーム内が酸性環境であることに注目
した。それらのことから、緑色蛍光蛋白（GFP）
の変異体で、より高い pH 感受性（酸性環境
で蛍光が減弱する）を有する pHluorin（pHl）
を用いることを考えた。pHl と KCNQ1 との
融合蛋白を用いれば、KCNQ1 がエンドサイ
トーシスされた際に pHl の蛍光が減弱し、そ
れによって、器官レベルでの KCNQ1 の細胞
膜発現量変化を検出できる可能性がある。 
本研究の目的は、動物摘出灌流心臓を用い

て、KCNQ1 の細胞表面発現量をリアルタイ
ムで可視化でき、かつ定量的評価が可能なモ
デルを確立することである。 
 
３．研究の方法 
 
(1) KCNQ1-pHl、β2AR—pHl の作製 
膜蛋白がエンドサイトーシスされると、そ

の細胞外領域が初期エンドソーム内に入る
ため、pHl を酸性環境にさらすことを目的
に KCNQ1 の細胞外領域（第 1‐2 膜貫通領
域を繋ぐループ）に pHl を付加したコンス
トラクト（KCNQ1-pHl）を作製した。また、
アゴニスト刺激によるエンドサイトーシス
が良く知られている β2受容体のアミノ末端
（エンドソーム内に入る）に pHl を融合さ
せたコンストラクト（β2AR—pHl）を作製し
た。作製は PCR 法を用いて行なった。 
 

(2)哺乳動物培養細胞への発現 
KCNQ1-pHl および α1AR を、Fugene6 を用
いて HEK293 細胞にトランスフェクション
し、発現させた。 
 

(3)イメージング 
KCNQ1-pHl と α1AR を発現させた HEK 293
細胞、および β2AR—pHl を発現させた HEK 
293 細胞（コントロールとして）において、
薬物による受容体刺激を行ない、その際の
KCNQ1-pHl ならびに β2AR—pHl の局在変化
を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的
に観察した。 
 

(4)電気生理学的方法 
KCNQ1-pHl を鋳型として、in vitro で合成し
た cRNA をツメガエル卵母細胞にインジェ
クションした。KCNQ1-pHl の機能を確認す
るために、KCNQ1-pHl を発現させた卵母細
胞において、2 電極膜電位固定法を用いて
全細胞電流を測定した。 
 

(5) pH 感受性 Halo リガンドを用いた検討 
KCNQ1-Halo を発現させた HEK293 細胞に
おいて、pH 感受性 Halo リガンド（酸性環
境で蛍光が増大する）で KCNQ1-Halo をラ
ベルし、共焦点レーザー顕微鏡を用いて局
在変化を観察した。 
 

(6)大腸菌を用いた検討 
pET22b（プラスミドベクター）に pHl をサ
ブクローニングした後、大腸菌に導入する
ことによって、pHl を大腸菌のペリプラズ
ムに発現させた。そして、外部の pH 環境を
変化させた際の蛍光変化を、実体顕微鏡を
用いて検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) KCNQ1-pHl の機能の確認 
 

KCNQ1-pHl を用いた KCNQ1 の局在変化に
ついてのイメージングを行なう前提として、
KCNQ1-pHl がイオンチャネルとして機能
することを確認した。ツメガエル卵母細胞
に KCNQ1-pHl を発現させ、電位固定法によ
って全細胞電流を記録した。 
図1に示すようにKCNQ1-pHlがイオンチャ
ネルとして機能していることが確認できた
ため、作製したコンストラクトをその後の
実験に用いた。 
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(3)大腸菌の蛋白発現系を用いた検討
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かな蛍光の減弱が観察された。また、逆に

に変化させた際には、蛍光の
。これらの結果はほぼ報告さ

反映している。

で検討したような性質を有
との融合体を用いても、目的とす
のエンドサイトーシスを検出で

pH 感受性がより
が、残念ながら、

研究期間内にそのような変異体を得

挑戦的萌芽研究として、刺激伝導
系が維持された状態のランゲンドルフ灌流
心臓を用いて、器官レベルで KCNQ1 の発現
量変化を検出する系を確立することを目的
として計画した。我々が明らかにしてきた

のエンドサイトーシ
スが生理的・病態生理的意義を有することを
明らかにするためには、培養細胞だけではな

が必要である。 
で期待する結果が得られなかった場合に、

pH 7.0 

pHlを発現 

pHl 

：大腸菌のペリプラズムにベクターのみ（左側）
（右側）を発現させ、中性環境で蛍光を観察。

をペリプラズムに発現させた大腸菌において、細
を変化させた際の蛍光を観察。 

ネガティブな結果であった。 
現存する方法では目

ものと考え

中性環
境と酸性環境における蛍光強度の差が、

変異体を
得ることが必要と考えられた。そのため、
大腸菌のペリプラズムに導入蛋白を発現

 

、ペリプ
pH 環境

、大腸菌ペリ
の蛍光を観察

蛍光強
pH = 7.4

に変化させたところ、明ら
かな蛍光の減弱が観察された。また、逆に

、蛍光の増強
報告さ

反映している。 

ような性質を有
、目的とす

のエンドサイトーシスを検出で
感受性がより
残念ながら、

得るこ

挑戦的萌芽研究として、刺激伝導
系が維持された状態のランゲンドルフ灌流

の発現
量変化を検出する系を確立することを目的
として計画した。我々が明らかにしてきた受

のエンドサイトーシ
スが生理的・病態生理的意義を有することを
明らかにするためには、培養細胞だけではな

 
で期待する結果が得られなかった場合に、

pH 8.5 

：大腸菌のペリプラズムにベクターのみ（左側）
（右側）を発現させ、中性環境で蛍光を観察。

をペリプラズムに発現させた大腸菌において、細



もっとも大きなハードルは、GFP 変異体（pH
変化による蛍光強度変化が大きいもの）を得
ることだと考えていたが、そのハードルを越
えることができなかった。しかしながら、そ
のようなGFP変異体を得ることができれば、
器官レベルで膜蛋白のエンドサイトーシス
を検出するということばかりでなく、様々な
実験において有用であると考えられるため、
引き続き検討を行っていきたい。 
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