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研究成果の概要（和文）： 

 

 

ヒト心筋カリウム電流（Kv1.5）の細胞内輸送に対する低温培養の作用機構を検討した．低温培

養がKv1.5電流を著明に増大させた．Western blotting法によってKv1.5チャネルが68 kDの

immature protein（小胞体に存在）と75 kDのmature protein（細胞膜に発現・機能）として検

出され，いずれも低温培養によって著明に増加した．免疫組織化学法によりKv1.5タンパク質の

細胞膜における局在が著明に増加したことが観察された．また蔗糖密度勾配法の検討により低温

条件下で，Kv1.5のmature proteinが明らかに細胞膜の分画にシフトした（Kv1.5の細胞内輸送が

促進された）ことが認められた．さらにKv1.5膜輸送障害の変異体(I502A, I508A)を用いた検討

では，低温培養により変異体の電流量、膜における局在はいずれも有意に増加した． 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 
We herein investigated the effect of low temperature exposure in the channel activity, expression, 
degradation and localization of human Kv1.5 (hKv1.5). In hKv1.5-expressing CHO cells, the currents 
significantly increased at a reduced temperature cultivation (28C) in comparison to those observed at 
37C. A Western blot analysis confirmed that the protein levels (immature and mature proteins) of 
hKv1.5 were significantly elevated under hypothermic conditions. The treatment with a proteasome 
inhibitor, MG132, significantly increased the immature (but not the mature) hKv1.5 protein at 37C; 
there were no changes in either the immature or mature hKv1.5 proteins at low temperature conditions 
after MG132 exposure, thus indicating that the enhancement of the mature hKv1.5 protein at reduced 
temperature may not result from the inhibition of proteolysis. Moreover, the hKv1.5 fluorescence signal 
in the HEK cells increased significantly on the cell surface at 28C versus those cultured at 37C. 
Importantly, the low temperature treatment markedly shifted the subcellular distribution of the mature 
hKv1.5 lighter fractions, which showed considerable overlap with the trans-Golgi component. Finally, 
the hypothermic treatment also rescued the protein expression and functional currents of 
trafficking-defective hKv1.5 mutants (I502A, I508A, located in the pore region). These results indicate 
that low temperature exposure stabilizes the protein in the cellular organs, modulates its recycling 
trafficking, thus enhancing functional hKv1.5 currents. 
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１．研究開始当初の背景 
 

心筋細胞に発生する活動電位は，他の興奮性

細胞（神経，分泌細胞，骨格筋，平滑筋など）

におけるのと同様に，主に，膜タンパク質で

あるイオンチャネルを通るイオンの流れ（膜

電流）によって形成される．ヒト心筋細胞（心

房筋，心室筋）の活動電位の発生に関わるイ

オンチャネルとして，内向き電流を発生する

膜電位依存性 Na+チャネルや Ca2+チャネル，

外向き電流を発生する膜電位依存性 K+チャ

ネルや内向き整流性 K+チャネルがあげられ

る．近年，イオンチャネルタンパク質の発現

をコードする遺伝子の変異に伴ってイオン

チャネルのさまざまな機能異常が惹起され，

その結果，種々の不整脈（遺伝性 QT 延長症

候群やブルガダ症候群）の発生に繋がること

が明らかにされている[チャネル病，2]．こ

のようなチャネル遺伝子の変異によるチャ

ネルタンパク質の機能障害の発生機転とし

て，タンパク質の生成障害（class 1），細胞

内輸送（トラフィッキング）障害（class 2），

チャネルの開口（ゲーティング）障害（class 

3）およびイオン透過性の障害（class 4）の

4つの機序が考えられている． 

 超急速活性型遅延整流性 K+チャネル（IKur

もしくは Kv1.5）は KCNA5 遺伝子によってコ

ードされ，他の膜電位依存性 K+チャネルと同

様に膜 6回貫通型の構造（S1〜S6, 613 amino 

acids）をもつ膜タンパク質であり，ヒトで

は主に心房筋に発現してその活動電位の再

分極過程を制御している．KCNA5 遺伝子の機

能喪失（loss of function）型のナンセンス

変異（E375X）により心房筋活動電位の再分

極過程に異常をきたし心房細動の発症に関

わることが示唆されている．また KCNA5 遺伝

子には多数の一塩基多型（SNP）が見いださ

れており，チャネル電流量の減少やチャネル

不活性化過程の遅延などのチャネルタンパ

ク質の機能障害を伴うことが報告されてい

る．しかし，現在までのところ KCNA5 遺伝子

の変異や多型に伴うKv1.5チャネルタンパク

質の機能障害に関わるメカニズムについて

はほとんど解明されていない． 

 一方，我々はこれまで Kv1.5 チャネルの薬

剤感受性を検討する目的でポア領域（P，イ

オンの通過する領域）およびそれを挟む S5

ならびに S6 領域のアミノ酸残基をアラニン

に置き換えてアラニンスキャニング）解析を

行ってきた．Kv1.5 チャネルのポア(P)から

S6 領域の数種類のアミノ酸のアラニン変異

体（T480A, I502A）では，ワイルドタイプ（WT）

チャネルと比較して電流量が著しく減少し

ており（loss of function），さらに興味深

いことに，遺伝子導入後に細胞を低温（28C）

で培養するとチャネル電流量が有意に回復

する（レスキュー）ことを見いだした．また

この低温培養による電流の増大効果は WT チ



ャネルにおいても認められた。しかし，どの

ように低温培養が心筋 Kv1.5 の機能を改善・

促進させたのかは未だ明らかにはされてい

ない． 

 
 
２．研究の目的 
 

本研究課題ではパッチクランプ法,免疫細胞

化学法，ウェスタンブロッティング（WB）法，

蔗糖勾配法などを駆使し， ヒト Kv1.5 チャ

ネルとその変異体を用い、チャネルの発現量

や細胞内輸送過程に対する低温培養や薬剤

によるレスキュー効果のメカニズムを明ら

かにすることを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 

 

1． GFP 付加 Kv1.5 チャネルの作製：Kv1.5 チ

ャネルタンパク質の S1S2 間の細胞外リ

ンカーにGFP遺伝子またはFLAGタグを挿

入して融合タンパク質（GFP または FLAG

付加 Kv1.5 チャネル）を作製する． 

 

2． Kv1.5 チャネル変異体の作製：前述のよ

うに T480A および I502A 変異体が細胞内

輸送障害を呈すると考えられる．ポア領

域（P，イオンの通過する領域）およびそ

れにかかわる S6 領域（G497V516）のア

ミノ酸残基をアラニンに置き換えた変異

体の作製も行う． 

 

3． チャネルタンパク質の定量：WB 法により

68 kD の core-glycosylated protein

（immature form; 小胞体内に存在）と

75 kD の fully-glycosylated protein

（mature form; 細胞膜に輸送・発現）の

２つのシグナル強度の比を求める． 

 

4． パッチクランプ法によるチャネル電流の

記録：パッチクランプ法によりチャネル

電流を記録してチャネルタンパク質の機

能を解析する． 

 

5． 細胞内局在の確認：共焦点レーザー顕微

鏡を用いて細胞全体の GFP 蛍光の観察お

よび抗 GFP 抗体を作用させた時に得られ

るシグナル（細胞膜に存在する GFP 融合

チャネルタンパク質の存在を示す）を解

析する（免疫細胞化学法）． 

 

6． 細胞内輸送(trafficking)に及ぼす低温

培養の効果：蔗糖勾配法を用い，細胞を

細胞膜(Na/K-ATPase 局在)，小胞体，ゴ

ルジ体分画(Calnexin, GM130)に分けて，

チャネルの局在変化を調べる． 

 

7． 糖鎖付加の程度に対する低温培養の効

果：低温作用が小胞体におけるチャネル

タンパク質の折りたたみや糖鎖添加にど

う影響するかを調べ，糖鎖添加阻害薬

(Tunicamycin)の存在下で低温培養の効

果を検討する． 

 
 
４．研究成果 
 

低温培養（低温ストレス：34℃, 31℃, 27℃

の条件下）は，Kv1.5電流を著明に増大させた

ことが明らかとなった．またこの電流量の増

大は，チャネルタンパク質の増加に比例する

ことも確認できた．すなわちWestern 

blotting法によってKv1.5チャネルが68 kDの

core-glycosylated protein（immature 

protein; 小胞体に存在）と75 kDの

fully-glycosylated protein（mature 

protein; 細胞膜に発現・機能）として検出さ

れて，いずれも低温ストレスによってprotein

の発現が増加したことが明らかとなった．チ

ャネルの分解経路についての検討では，細胞

内lysosome機能が低温ストレスによるチャネ

ルタンパク質の増加に関与しなかったことが

確認された．かわりにproteasome機能を阻害

するとimmature proteinが顕著に蓄積された. 

また薬剤で新生タンパク質の合成を止める実

験条件下で，低温培養するとimmature 

proteinが明らかに蓄積された．おそらく低温

条件下でproteasome活性の部分的な低下がチ



ャネルタンパク質の増加にある程度に関わっ

ていることが示唆された．しかしproteasome

分解系が低温培養によるmature protein量ま

たはKv1.5電流の増加にほとんど影響を与え

なかったことから、低温培養によるKv1.5発現

の増大効果にほかの機序も関与していると推

測される． 

 低温培養によるmature proteinに対する影

響を詳しく検討するために種々の試みを行っ

た．細胞から抽出された細胞膜タンパク質に

おいてKv1.5 proteinが低温ストレスによっ

て有意に増加したことが確認された．蔗糖密

度勾配法の検討により，細胞内小器官を１０

数個の分画に分けて検討し，Kv1.5のmature 

proteinは，低温培養条件下で細胞膜の分画に

有意にシフト（細胞内trafficking が促進さ

れた）した． 

 Kv1.5の細胞内分布様式に関して,Kv1.5抗

体を用いた免疫組織化学法を行い，低温処理

がKv1.5タンパク質の細胞膜における局在を

有意に増加させた．また,低温培養がチャネル

タンパク質の糖鎖添加に影響を与えるかどう

かについての検討を行い，37℃培養（対照）

に較べて低温環境下でN-glycosylationが効

率よく行われたことが観察された． 

 さらにKv1.5膜輸送障害の変異体(I502A, 

I508A)を用いて検討した．これらの変異体は

電流密度が小さく,低温培養によって電流量，

細胞膜における局在およびmature proteinの

量は,いずれも有意に増加した． 
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