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序章 

T細胞において、カリウム（K+）チャネルは、カルシウム（Ca2+）シグナルや細胞容量を調

整することを通じて、細胞増殖、分化、アポトーシス、遊走、遺伝子発現の制御に重要な役割

を果たしている。K+チャネルは、イオンチャネルの中でも最も多様なサブタイプ（100以上）

により構成されており、免疫系細胞では、電位依存性 K+チャネル、KV1.3と Ca2+活性化 K+チ

ャネル、KCa3.1 が主に機能発現している。現在、自己免疫疾患やアレルギー性疾患の治療薬

として、K+チャネル阻害薬が注目されている。 

Two-pore 型 K+ (K2P) チャネルは、4回膜貫通型構造を有し、二量体として機能発現する K+

チャネルであり、静止膜電位の形成、維持に重要な役割を果たす。デキストラン硫酸ナトリ

ウム誘発性炎症性腸疾患（IBD）モデルマウスの脾臓由来 CD4陽性 T細胞では、K2Pサブタイ

プのひとつである K2P5.1 の発現、及び活性が亢進しており、その結果、炎症性サイトカイン

の産生が促進されることが明らかとなっている。K2P5.1 の活性制御機構に関しては未だ不明

な点が残されており、その解明は、IBD に対する新たな治療法の開発につながる可能性があ

る。 

 本研究では、リンパ組織を対象に K2P5.1遺伝子をクローニングし、mRNAスプライシング

を介する活性制御機構の可能性を検討した。また、炎症時の低酸素環境に着目し、低酸素環

境で活性化される転写因子 HIFによる K2P5.1の発現制御機構について検討を行った。 

 

第 1章 K2P5.1スプライスバリアントの同定及び活性機能への影響 

リンパ組織（脾臓、胸腺、腸間膜リンパ節）を対象とした K2P5.1 遺伝子のクローニングに

より、ヒトおよびマウスにおいて、新規 K2P5.1スプライスバリアント（K2P5.1B）を単離した。

K2P5.1Bは、N末端側の膜貫通部位を大部分欠損するが、二量体形成に関与する C末端側は保

持していることが推定された。シアン蛍光タンパク（CFP）とイエロー蛍光タンパク（YFP）

をそれぞれ融合発現する CFP-K2P5.1A（完全長）と YFP -K2P5.1B のプラスミドベクターを作

成し、ヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞に単独発現または共発現させ、各蛍光タンパクの細胞

内分布を共焦点レーザー顕微鏡で解析した結果、CFP-K2P5.1A単独発現では、CFP が細胞膜に

局在したが、 YFP-K2P5.1B の共発現により CFP-K2P5.1A の細胞膜への移行が阻害された。高

い K2P5.1 活性を有するヒト白血病細胞株 K562 細胞株に K2P5.1B を過剰発現させたところ、

K2P5.1 活性を評価するアルカリ pH 誘発性過分極反応とそれに伴う細胞内 Ca2+濃度上昇は、

有意に減少した。以上の結果より、N 末端欠損 K2P5.1 スプライスバリアント K2P5.1B は、



K2P5.1Aと二量体を形成して K2P5.1Aの細胞膜移行を阻害するという、K2P5.1活性制御の新規

機構を発見した。現在のところ、K2P5.1 の選択的かつ強力な阻害薬は開発されていない。そ

こで、pre-mRNAスプライシング阻害薬による K2P5.1発現・活性制御について検討した。K562

細胞を 1 μM pladienolide B（PB）で処置したところ、K2P5.1B発現の亢進に伴い、K2P5.1活性

が減少した。また、活性化マウス脾臓細胞を 1 μM PBで処置したところ、同様に K2P5.1活性

が減少した。したがって、pre-mRNA スプライシング阻害薬により K2P5.1B 発現が亢進し、

K2P5.1活性が抑制されることが示唆された。 

 

第 2章 炎症性腸疾患モデルマウスの CD4陽性 T細胞における K2P5.1発現亢進機構 

 マウス脾臓から単離した CD4陽性 T細胞における HIF の発現を解析したところ、IBDモデ

ルにおいて HIF-1αの発現亢進が観察された。コンカナバリン A刺激したマウス脾臓由来 CD4

陽性 T細胞を、低酸素（1.5% O2）に 24時間曝露したところ、正常酸素（20.8% O2）群と比較

して K2P5.1 発現が亢進した。膜電位の蛍光イメージング解析により、低酸素曝露群ではアル

カリ pH誘発性過分極反応が有意に増大しており、K2P5.1 活性が上昇していた。低酸素曝露に

よる K2P5.1 転写亢進は、活性化マウス胸腺細胞やマウス T 細胞株 CTLL-2 においても観察さ

れた。次に、低酸素曝露時に HIF阻害剤 FM19G11 (1 μM) で処置したところ、CD4 陽性 T細

胞における K2P5.1転写亢進は抑制され、K2P5.1活性化が阻害された。一方、選択的 HIF-2α阻

害剤 HIF-2 antagonist 2 (10 μM) の処置は K2P5.1発現・活性に影響を及ぼさなかった。以上よ

り、HIF-1αにより K2P5.1転写が制御されることが示唆された。 

 低酸素シグナルを介した転写調節は、エピジェネティック制御や翻訳後修飾の影響を受け

ることが知られている。また、IBD 患者や IBD モデルにおいてヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC/SIRT）発現・活性が変動し、HDAC阻害薬により IBD症状が改善することが報告さ

れている。最近我々は、KCa3.1 転写が HDAC 阻害により減少することを報告した。しかし、

マウス脾臓由来 CD4陽性 T細胞を HDAC阻害薬 vorinostat (1 μM) や SIRT-1/2阻害薬 NCO-01 

(50 μM) で 24時間処置したが、K2P5.1発現への影響はほとんど見られなかった。 

以上の結果及び K2P5.1は 5’非翻訳領域に hypoxia response element (HRE) を有していること

から、K2P5.1転写亢進には HDAC/SIRTを介したエピジェネティック制御ではなく、主に HIF-

1複合体の HREへの結合が関与することが考えられる。 

 

総括 

 本研究では、CD4 陽性 T 細胞における K2P5.1 の発現・活性制御機構の解明を目的として、

リンパ組織から新規 K2P5.1 スプライスバリアント K2P5.1B を分子同定し、K2P5.1B が完全長

K2P5.1Aの細胞膜移行を阻害するドミナントネガティブ体として、チャネル活性を負に制御す

ることを明らかにした。興味深いことに、pre-mRNAスプライシング阻害薬は、K2P5.1B発現

を亢進させ、K2P5.1活性を抑制した。また、低酸素曝露による HIF-1シグナル活性化により、

K2P5.1 の活性が転写レベルで増大することを明らかにした。本研究で得られた K2P5.1 阻害機

構を利用することにより、IBD をはじめとする自己免疫疾患の新規薬物治療戦略を考案、検

証することが今後の課題である。 
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ACTB   β-actin 
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序論 

1. 自己免疫疾患 

 正常では自己成分に対して免疫反応を示さない（免疫寛容）が、何らかの原因で崩れ、免

疫系が自己抗原と非自己抗原を識別できなくなると、自己の正常な細胞や組織を攻撃する自

己免疫反応が起こり、これが続くと慢性的に炎症が起こる [1, 2]。自己免疫疾患として挙げら

れる疾患は 100 近く存在し、その患者数は世界中の 3～5%程度といわれている。また、疫学

研究より、主に先進国でその頻度が増加している。これらの自己免疫疾患の病因として遺伝

的要因や環境要因が考えられているが、未だ不明な点が多い [3, 4]。そのため、自己免疫疾患

の根治的治療薬は未だ存在せず、主な治療法は免疫抑制薬を用いた免疫異常の是正や対症療

法的に症状を抑制することしかできない現状である。 

潰瘍性大腸炎とクローン病に大別される炎症性腸疾患 (inflammatory bowel disease, IBD) は、

大腸及び小腸の粘膜に慢性の炎症や潰瘍を引き起こす原因不明の疾患であり、自己免疫疾患

の一つであると考えられている。日本において、これらの疾患は厚生労働省の指定難病とな

っており、2013 年度の統計では、潰瘍性大腸炎患者数は約 17万人、クローン病患者数は約 4

万人であり、現在に至るまで増加している。IBD の主な症状としては下痢や血便、腹痛など

が挙げられる。病因は明らかになっていないが、遺伝的要因、環境的要因、微生物学的要因

の関与や、リンパ球などの免疫反応が過剰に反応することで発症、増悪に至ると考えられて

いる。治療には、栄養療法や食事療法による消化管病変の改善の他、内科治療として、腸の

炎症を抑えることを目的とした 5-アミノサリチル酸製剤であるサラゾスルファピリジンや副

腎皮質ステロイド、免疫抑制薬などが用いられている。近年、抗 TNF-α抗体をはじめとする

抗体製剤の登場により、IBDの治療は大きく進歩した [5, 6, 7]。しかし、副作用や治療抵抗例

なども報告されており、さらなる治療オプションが必要である。 

 

2. カリウムチャネルの機能 

 イオンチャネルは、細胞膜を貫通し、イオンを選択的に透過する膜タンパクである。イオ

ンチャネルのうち、カリウムチャネルは主に細胞の膜電位の調節を介して細胞内カルシウム

濃度制御に寄与している。神経細胞や心筋、平滑筋といった興奮性細胞において、カリウム

チャネルが活性化し、細胞外へカリウムが流出することで引き起こされる細胞膜の再分極（過

分極）反応により、興奮性細胞において主に寄与する電位依存性カルシウムチャネル (voltage-

dependent Ca2+ channel, VDCC) の活性を抑制するため、膜電位を静止状態に維持し、活動電位

の発火頻度を減少させる (Fig. 1A) [8-10]。一方、T 細胞をはじめとする免疫細胞やがん細胞

などの非興奮性細胞では、VDCC ではなく電位非依存性カルシウムチャネルである transient 
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receptor potential (TRP) チャネル及びカルシウム遊離活性化カルシウム (Ca2+-release activated 

Ca2+, CRAC) チャネルがカルシウム流入に主に寄与するため、カリウムチャネルの活性化に

よる細胞膜の過分極反応は、電位非依存性カルシウムチャネルの電気的駆動力を増大して細

胞内カルシウム流入を促進する。そのため、非興奮性細胞において、カリウムチャネルの活

性化は細胞内カルシウムシグナルの活性化を引き起こし、細胞増殖、細胞分化、アポトーシ

ス、細胞遊走、遺伝子発現など様々な細胞機能の亢進を引き起こす (Fig. 1B) [10-12]。実際に

Guéguinou らは、細胞膜電位と細胞内カルシウム濃度の同時測定により、細胞膜電位の低下

（再分極、過分極反応）時に、興奮性細胞では細胞内カルシウム濃度が減少し、非興奮性細

胞では細胞内カルシウム濃度が増加することを示している [10]。 

イオンチャネルの中でもカリウムチャネルは 100 以上の最も多様なサブタイプにより構成

されており、他のイオンチャネルと比べて組織特異的に発現している [13]。そのため、疾患

治療において、カルシウムチャネルを標的とした薬剤よりも、カリウムチャネルを標的とし

た薬剤の方が他の臓器への副作用が少ない薬物治療が期待できる。 

 

Figure 1. The role of K+ channel in excitable (A) and non-excitable cells (B). 

VDCC: voltage-dependent Ca2+ channel, TRP: transient receptor potential channel, CRAC: Ca2+-release 

activated Ca2+ channel 

 

3. T細胞におけるカリウムチャネル 

T 細胞において、電位依存性カリウムチャネル Kv1.3 及びカルシウム活性化カリウムチャ

ネル KCa3.1が機能発現していることが知られており、多くの研究成果が報告された。例えば、
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これらのカリウムチャネルは T 細胞の活性化、分化状態によりその発現が変動し、ヘルパー

T (Th) 1 及び Th2 細胞では KCa3.1 が、Th17 細胞やエフェクターメモリーT (TEM) 細胞では

Kv1.3が主なカリウムチャネルとして機能する [12]。Kv1.3は多発性硬化症 (multiple sclerosis, 

MS) や関節リウマチ (rheumatoid arthritis, RA)、自己免疫性 1型糖尿病の患者の末梢血及び病

変組織における TEM 細胞において発現が亢進しており、これらの疾患モデル動物において、

Kv1.3阻害薬が病態改善に有効であることが報告されている [14-16]。また、IBDやMS、RA

などの自己免疫疾患や、アレルギー性鼻炎、喘息といった炎症疾患モデル動物において、KCa3.1

阻害による症状改善効果が報告されている [17-20]。以上のことから、自己免疫疾患や炎症性

疾患において、T 細胞に発現するカリウムチャネルが治療標的として着目されており、臨床

研究も進められている。実際に、乾癬患者を対象とした臨床試験において、Kv1.3 阻害薬は T

細胞活性化マーカーの発現を調節し、血中の炎症メディエーターを阻害することで乾癬の皮

膚病変を改善した [21]。 

 

4. two-pore型カリウムチャネル 

1996年、Lasage らにより新たなカリウムチャネルとして two-pore型カリウム (K2P) チャネ

ルが同定された [22]。Kv チャネルや KCaチャネルは 6 回膜貫通型構造で、1 つの分子中に 1

つのイオン孔（ポア, pore）ドメインを持ち、四量体を形成して機能する (Fig. 2A)。一方、K2P

チャネルはこれらのチャネルとは異なり、4回膜貫通型構造で、1分子中に 2つのポアドメイ

ンを保持しているため、二量体を形成することでチャネル機能を発揮する (Fig. 2B)。K2Pチャ

ネルは、「背景カリウムチャネル」とも呼ばれ、静止膜電位の維持や調節に重要な役割を果た

している。K2Pチャネルは、現在までに 15 のサブタイプが分子同定されており、遺伝子相同

性と機能類似性に基づき、TWIK (Tandem of pore domain in a Weak Inwardly-rectifying K+)、TREK 

(TWIK-RElated K+)、TASK (TWIK-related Acid-Sensitive K+)、TALK (TWIK-related ALkaline-pH-

activated K+)、THIK (Tandem pore domain Halotane-Inhibited K+)、TRESK (TWIK-RElated Spinal 

cord K+) の 6 つのサブファミリーに分類され、それぞれ様々な特徴を持つ (Fig. 2)。これらの

サブファミリーのうち、TASK サブファミリーに属する K2P3.1 (TASK1/KCNK3) 及び K2P9.1 

(TASK3/KCNK9)、TALKサブファミリーに属する K2P5.1 (TASK2/KCNK5)、K2P16.1 (TALK16/ 

KCNK16)、K2P17.1 (TALK2/KCNK17) は pH感受性を持ち、特に TASKサブファミリーは酸性

pH により阻害され、TALK サブファミリーはアルカリ pH により活性化される [23, 24]。ま

た、K2P3.1、K2P5.1、K2P9.1 は T細胞において機能発現することが報告され、これらのチャネ

ルを阻害することで、細胞増殖やインターフェロン(IFN) -γなどのサイトカイン産生が抑制さ

れる [25]。さらに、K2P5.1 は低浸透圧下における細胞容量の調節にも関与しており、T 細胞

恒常性に重要な役割を果たす [26-28]。 
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Figure 2. K+ channel structures (A, B) and dendrogram of the K2P channel subtypes (C). 

A, B: S and P indicate the transmembrane segment and pore-forming domain, respectively. C: The 15 

K2P channel subtypes were classified into 6 subfamilies according to their sequence homology and 

functional similarity. 

 

5. 自己免疫疾患における K2P5.1チャネル 

T細胞において発現が報告された K2Pチャネルのうち、K2P5.1はMS患者及び RA患者の末

梢血由来 T細胞において発現亢進が認められた。MS患者及び RA疾患において、疾患の重症

度と K2P5.1 発現量との間にはいずれも正の相関があり、MS や RA の病態悪化に K2P5.1 が関

与することが示唆された [29, 30]。また RA患者において、抗リウマチ薬や生物学的製剤によ

る治療により、症状の改善と共に K2P5.1 発現が減少すること、症状が再発した患者では、病

態スコアの悪化の前に K2P5.1 発現増加が見られ、K2P5.1 発現が診断マーカーとして有用であ

る可能性が示された [30]。自己免疫疾患における K2P5.1 の病態生理学的意義を明らかにする

ために、我々は 5%デキストラン硫酸ナトリウム (Dextran Sulfate Sodium, DSS) 溶液を自由飲

水させることで作製した IBDモデルマウスを用いた。IBDモデルマウスの脾臓由来 CD4 陽性 

T細胞において、K2P5.1発現・活性亢進及びそれに伴う細胞内カルシウム流入の促進、IFN-γ、

インターロイキン (IL) -17Aなどの炎症性サイトカイン産生の増加が認められた。また、K2P5.1

ノックアウトマウスを用いて IBDモデルを作製したとき、炎症性サイトカイン産生量の減少

や IBDの主症状である下痢や血便の軽症化、大腸の炎症及び陰窩障害の改善が見られた。こ

れらの結果より、IBDにおいて、K2P5.1が治療標的となり得ることが示唆された [31]。K2P5.1

は、キニジン、リドカインなどの局所麻酔薬や非選択的カリウムチャネル阻害剤である

clofilium によって阻害され、ハロタンなどの揮発性麻酔薬によって活性化される [32, 33]。し

かし、K2P5.1 の選択的かつ強力な阻害剤は未だ開発されておらず、さらに K2P5.1 発現・活性

制御機構に関しても不明な点が多い。そのため、K2P5.1 発現・活性制御機構の解明は K2P5.1

関連疾患の新たな治療法の開発につながる可能性がある。 
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6. 本研究の目的 

本研究では、K2P5.1の発現・活性機構を解明することで、K2P5.1が関与することが想定され

る IBDを含む各種疾患に対する新規治療戦略の提唱を目標に、以下の検討を行った。第 1章

では、リンパ組織を対象に K2P5.1遺伝子をクローニングし、mRNAスプライシング機構を介

する活性制御の可能性を検討した。第 2 章では、炎症時の低酸素環境に着目し、低酸素環境

で活性化される転写因子 hypoxia-inducible factor (HIF) による K2P5.1の発現制御機構について

検討した。 
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第 1章 K2P5.1 スプライスバリアントの同定及び活性機能への影響 

第 1節 緒言 

DNA から転写された mRNA 前駆体 (pre-mRNA) は、スプライシングを受けることで成熟

mRNA となる。選択的スプライシングにより、1 つの遺伝子から塩基配列の異なる複数種類

のmRNAが生成されることで、アミノ酸配列が異なる複数種類のタンパクが合成される (Fig. 

3)。ヒトでは 95%以上の遺伝子で選択的スプライシングが起こることが知られており、選択

的スプライシングによりヒトのプロテオームの形態、機能は大幅に拡大している [34, 35]。し

かし、選択的スプライシング異常は様々な疾患に繋がり、パーキンソン病や骨髄性筋萎縮症、

筋ジストロフィーといった神経・筋疾患におけるスプライシング調節不全が報告されている。

これらの疾患において、RNAの結合とスプライシングに関与するタンパクが、運動失調を引

き起こす様々なタンパクと相互作用することが知られており、RNAスプライシングを標的と

した治療により症状が改善することが明らかになっている [36-38]。また、がん領域では、様々

な腫瘍タイプにおいて、RNAスプライシングに関与するタンパクをコードする遺伝子の変異

が比較的高い頻度で発生し、がん化により多くの遺伝子の選択的スプライシングが破壊され

る。がんにおける選択的スプライシングは、発がん性タンパクを生成するだけでなく、抗腫

瘍タンパクを生成するため、腫瘍の形成や転移といったがん悪性化に関与するだけでなく、

アポトーシスを導くことでがん抑制化に働く場合もある [37-42]。がん治療において、pre-

mRNA スプライシング機構を標的とした小分子阻害薬が開発されており、それらが様々なが

ん細胞種において抗腫瘍活性を示すことが報告されている [42]。この mRNAスプライシング

阻害薬のほとんどは、スプライシングにおいて重要な役割を持つスプライソソームを阻害す

る。スプライソソームは多くの RNA及びタンパクで構成される巨大分子複合体であり、RNA-

RNA 相互作用や RNA-タンパク相互作用に関与している [35, 43]。スプライソソーム阻害薬

の多くがイントロンにおいて分岐部位配列を認識してイントロン除去に寄与する SF3b 複合

体阻害作用を持つ。その中でも天然由来マクロライド化合物である pladienolide B (PB) はス

プライシング阻害により細胞のアポトーシスを誘導することで抗がん作用を示す [44]。PB及

びその誘導体はすでにがん治療領域において臨床試験が行われている [45, 46]。 
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Figure 3. Alternative splicing 

Exons and final transcripts are shown as boxes while lines represent introns. 

 

イオンチャネルの選択的スプライシングにより、チャネルの細胞内分布や多量体形成の調

節不全、開口確立の変化などによる機能変化、薬物やイオンの反応性、発現分布などチャネ

ルの機能や特性に影響を及ぼす [13, 47, 48]。T細胞に機能発現する KCa3.1のスプライスバリ

アントについて、主に細胞膜上に発現する野生型 KCa3.1a に対して、N 末端欠損 KCa3.1 スプ

ライスバリアント KCa3.1b は主に細胞内に発現しており、KCa3.1a 細胞膜移行を阻害すること

で KCa3.1のチャネル活性を抑制する。また、マウス胸腺細胞において、KCa3.1b発現亢進によ

り CD4陽性 CD8陽性細胞を CD4 陰性 CD8陰性細胞へと分化させ、胸腺細胞の細胞増殖を抑

制することが報告されている [49]。また、K2Pチャネルのスプライスバリアントに関してもい

くつか報告がある。機械的刺激に感受性を持つ K2P10.1 (TREK2/KCNK10) のスプライスバリ

アントとして N末端領域が異なる 2種類のスプライスバリアント K2P10.1b及び K2P10.1cが同

定された。これらのスプライスバリアントはチャネル活性における違いはないものの、その

組織分布が異なり、腎臓や膵臓において高発現する K2P10.1bに対して K2P10.1c は主に脳で発

現した [50]。また、K2P5.1と同様にアルカリ pHに感受性を持つ K2P16.1 (TALK1/KCNK16) は、

ヒト膵臓から 3 種類のスプライスバリアントが単離された。この 3 つのスプライスバリアン

トのうち、チャネル機能を持つ K2P16.1bは野生型 K2P16.1a と C末端領域のアミノ酸配列が異

なり、pH感受性に変化が生じた [51]。 

本章では、ヒト及びマウスのリンパ組織からの K2P5.1 遺伝子クローニングにより、K2P5.1

新規スプライスバリアントである K2P5.1Bを同定し、K2P5.1Bによる完全長 K2P5.1Aの機能活

性に及ぼす影響を検討した。また、スプライシング機構に着目し、スプライソソーム阻害薬

pladienolide B (PB) による K2P5.1B発現及び K2P5.1 活性への影響を検討した。 
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第 2節 実験材料及び方法 

1. 細胞培養 

ヒト胎児腎細胞株 HEK293 及びヒト白血病細胞株 K562 は、国立研究開発法人 医薬基盤・

健康・栄養研究所（JCRB細胞バンク、大阪）より購入した。D-MEM（HEK293, 富士フィル

ム和光純薬、大阪）、又は RPMI-1640（K562, 富士フィルム和光純薬） にそれぞれ 10%FCS 

(fecal calf serum, Sigma-Aldrich, MO, USA) 及び 1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液（富士

フィルム和光純薬）を添加し、37℃、5% CO2で維持された CO2インキュベーター内で培養し

た。 

 

2. 溶液組成 

Tris-buffered ammonium chloride (ACTB) 

0.017 M Tris-HCl (pH 8.0), 0.75% NH4Cl 

Ca2+, Mg2+-free phosphate buffered saline (PBS) 

 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4 

RIPKA buffer 

10 mM Tris-HCl (pH7.4), 140 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% sodium 

deoxycholate 

Normal HEPES  

 137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM HEPES 

 10 N NaOHで pH7.4、pH8.0、pH8.5 に調整 

High K+ HEPES 

 5.9 mM NaCl, 140 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM HEPES 

10 N NaOHで pH 7.4 に調整 

 

3. 実験動物 

 5-6週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本エスエルシー、静岡）を使用した。実験動物は、照

明時間 8:00-20:00、温度 22±1℃となる環境下で飼育し、固形飼料及び水を自由に摂取させた。

本研究における動物実験は全て京都薬科大学の動物実験委員会に申請、承認を得た上で動物

実験実施規定に従って実施した。 

 

4. 使用薬物  

 clofilium (Sigma-Aldrich)、スプライソソーム阻害剤 pladienolide B (Bioaustralis, NSW, Australia)、
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isoginkgetin (Tocris Bioscience, Bristol, UK) を使用した。 

 

5. マウス脾臓細胞培養 

 マウスより脾臓を摘出し、10%FCS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液、 5 μg/mL 

concanavlin-A（con-A, 富士フィルム和光純薬）添加 RPMI-1640培地 25 mL中でスライドガラ

スのすり加工部分ですりつぶすことで細胞を単離した。氷中で 5 分間静置後、浮遊細胞を回

収し、4℃、1000 rpm、5分遠心し、上清を除去した。赤血球溶血のために、ACTB溶液 10 mL

で懸濁し、室温で 1分静置した後、培地 10 mLを加え、再度遠心した後に上清を除去した。

培地 10 mLで 2回洗浄した後、セルストレイナー (35 μm, CORNING, NY, USA) を通して細

胞塊を除去した。細胞密度が 5×106 cells/mL となるように調節し、10%FCS、1%ペニシリン-

ストレプトマイシン溶液、5 μg/mL con-A及び 10 U/mL IL-2 (Sigma-Aldrich) 添加 RPMI-1640

培地で 37℃、5%CO2下で培養した。培養後、CD4陽性 T細胞を Dynabeads FlowComp TM Mouse 

CD4（ベリタス、東京）を用いて単離した。なお、フローサイトメトリーにより、単離した細

胞の 95%以上が CD4 陽性であることを確認した。 

 

6. RNA抽出、逆転写反応及びリアルタイム PCR 

 細胞はタンパク変性剤の TRI Reagent (Sigma-Aldrich) で溶解し、クロロホルムを用いて液

相分離を行い、水相を回収した。イソプロパノール沈殿後、70%エタノールにより RNA沈殿

物を洗浄し、RNase Free H2Oで溶解した。逆転写酵素 ReverTra Ace（東洋紡、東京) 及びラン

ダムプライマーprimer random p(dN)6 (Merck, Darmstadt, Germany) を用いて逆転写反応を行い、

cDNA を合成した。得られた cDNA を用いてリアルタイム PCR を行い、ΔΔCt 法により定量

化し、mRNA発現量を各サンプルの β-actin (ACTB) で規格化した。リアルタイム PCRは SYBR 

Premix Ex Taq II（タカラバイオ、大阪）を使用し、ABI 7500 Fast real -time PCR装置 (Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) により解析した。また、使用したプライマーは primer Express 

software (ver. 3.0.1, Thermo Fisher Scientific) を用いて設計し、その配列は以下の通りである。 

mK2P5.1A+B (GenBank accession number: NM_021542, 791-911), 121 bp 

mK2P5.1A (NM_021542, 58-138), 81 bp 

hK2P5.1A+B (NM_003740, 1022-1142), 121 bp 

hK2P5.1A (NM_003740, 669-768), 100 bp 

hK2P3.1 (NM_002246, 622-744), 123 bp 

hK2P9.1 (NM_001282534, 1092-1213), 122 bp 

hK2P16.1 (NM_001135105, 952-1073), 122 bp 

hK2P17.1 (NM_ 031460, 413-522), 110 bp 
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β-actin (ACTB) (NM_007393, 418-518), 101 bp 

 

7. PCR及びアガロースゲル電気泳動、シークエンス解析 

RNAを逆転写することで得られた cDNAを、KOD FX Neo DNA polymerase（東洋紡）を用

い、サーマルサイクラ― (T100, Bio-Rad Laboratories, KY, USA) で増幅させた。得られた PCR

産物はアガロースゲル電気泳動により分離し、臭化エチジウム染色により可視化した。 

使用したプライマーは primer Express software を用いて設計し、その配列は以下の通りであ

る。 

ヒト及びマウス K2P5.1A、K2P5.1B検出 

mK2P5.1 (NM_021542, 358-877), 520 bp (mK2P5.1A), 244 bp (mK2P5.1B) 

hK2P5.1 (NM_003740, 416-767), 352 bp (hK2P5.1A), 185 bp (hK2P5.1B) 

hK2P5.1エキソン検出 

hK2P5.1 exon1 (NM_003740, 73-614), 542 bp 

hK2P5.1 exon2 (NM_003740, 527-679), 153 bp 

hK2P5.1 exon4 (NM_003740, 775-1023), 249 bp 

hK2P5.1 exon5 (NM_003740, 972-2035), 1064 bp 

 

また、シークエンス解析には、ABI PRIZM3100 genetic analyzer (Applied Biosystems) を用いた。 

 

8. プラスミドベクター作製 

クローニングした K2P5.1 の N末端側に蛍光タンパクを付加するために、プラスミドベクタ

ーpECFP-C1 または pEYFP-C1 (BD Biosciences, CA, USA) に以下のプライマーで増幅した

hK2P5.1A、hK2P5.1B、mK2P5.1A、mK2P5.1B をサブクローニングし、pECFP-hK2P5.1A、pEYFP-

hK2P5.1B、pECFP-mK2P5.1A、pEYFP-mK2P5.1Bを作製した。 

hK2P5.1A 

 forward: 5’-CTCCGAATTCTATGGTGGACCGGGGCCCTCT-3’ 

 reverse: 5’- AAGCCGATGGTGGAGATG-3’ 

hK2P5.1B 

 forward: 5’-CTCCGAATTCTATGGTGACTGAGGGGTGGAA-3’ 

 reverse: 5’- AAGCCGATGGTGGAGATG-3’ 

mK2P5.1A/B 

 forward: 5’- CTCCCTCGAGCTATGGTGGACCGGGGTCCTTT-3’ 

 reverse: 5’- CTCCGGATCCTCACGTGCCCCTGGGGTTAT-3’ 
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また、実験方法 7で使用したプライマー (NM_003740, 416-767) を用いて、pcDNA3.1(+)/Neor 

(Invitrogen, NY, USA) に hK2P5.1Bをサブクローニングし、pcDNA3.1(+)-hK2P5.1Bを作製した。 

 

9. 免疫沈降及びウェスタンブロッティング 

 K2P5.1A 及び K2P5.1B を発現させた HEK293 細胞を RIPKA 溶液に溶解し、K2P5.1 の N 末端

側領域を認識する抗 K2P5.1 抗体 (G-14, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) と 4℃で一晩反応

させた。その後、Dynabeads Protein G（ベリタス）を用い、免疫沈降を行った。 

 RIPKA溶液で溶解したマウス脾臓ライセート又は免疫沈降によって得られたタンパクサン

プルを用いてウェスタンブロッティングを行った。SDS-PAGE（10%ゲル、5-20 μL/lane）によ

りタンパク質を分離し、タンク式トランスファー装置を用いてポリフッ化ビニリデン (PVDF) 

膜 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) に転写した。転写した PVDF膜は 3%BSAを含む 0.1% 

Tween PBS に浸して室温で 2 時間もしくは 4℃で一晩インキュベートすることでブロッキン

グを行った。一次抗体として、K2P5.1 C末端領域を認識する抗 K2P5.1抗体 (H-170, Santa Cruz 

Biotechnology)（希釈倍率 1:200）、抗 ACTB 抗体 (Sigma-Aldrich)（希釈倍率 1:10,000）を

0.1%Tween PBS で希釈し、4℃で一晩反応させた。0.1%Tween PBS で 5 分間振盪し、溶液を交

換して再度振盪を 5回繰り返すことで PVDF膜を洗浄し、二次抗体として HRP標識抗マウス

IgG抗体 (Millipore, Temecula, CA, USA) （希釈倍率 1:20,000）を 0.1%Tween PBS で希釈し、

4℃で 2 時間反応させた。再度 0.1%Tween PBS で PVDF 膜を洗浄した後、化学発光検出試薬

ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) を反応させ、LAS3000（富士フ

ィルム、東京）もしくは VersaDoc5000MP (Bio-Rad Laboratories) にてバンドシグナルを検出し

た。バンドシグナルの定量解析には、ImageJ software (Ver. 1.42, National Institutes of Health, MA, 

USA) を用い、各サンプル中の ACTBで規格化した。 

 

10. 遺伝子移入 

Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific) を用いて、HEK293 細胞にプラスミド DNA 

(pECFP-h/mK2P5.1A, pEYFP-h/mK2P5.1B) をトランスフェクションし、48-72 時間後に可視化解

析した。K562 細胞には NEPA21 Type Ⅱ（NEPAGENE、千葉）を用いたエレクトロポレーショ

ンにより pcDNA3.1(+)-hK2P5.1B又はコントロールベクターをトランスフェクションし、48-72

時間後に機能解析した。 

 

11. 細胞内分布 

遺伝子導入 HEK293 細胞内における CFP および YFP の蛍光像を共焦点レーザー顕微鏡

LSM510 META (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) を用いて観察した。観察する前日に細胞をガ
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ラスボトムディッシュ（松浪硝子工業、大阪）に播いた。蛍光強度の定量解析には Image J 

softwareを用いた。 

 

12. 細胞膜電位及び細胞内カルシウム濃度測定 

 細胞膜電位は膜電位感受性色素 DiBAC4(3)（同仁化学研究所、熊本）、細胞内カルシウム濃

度はカルシウム蛍光プローブ Fura-2 AM（同仁化学研究所）を用いて蛍光イメージング解析し

た。 

 ガラスボトムディッシュに PBS で希釈した fibronectin（5 μM, 200 μL/シャーレ、富士フィ

ルム和光純薬）を 37℃、一晩インキュベートすることでコーティングした。余分な fibronectin

を PBSで洗浄後、K562細胞を播種し、CO2インキュベーターで 90 分以上インキュベートす

ることで接着させた。細胞を 100 nM DiBAC4(3)、10 μM Fura-2 AMを添加した Normal HEPES

溶液 (pH7.4) 中、室温暗所で 30 分インキュベートした。蛍光強度が安定するまで Normal 

HEPES 溶液 (pH7.4) で還流し、その後 Normal HEPES 溶液（pH8.0 又は 8.5）を 5 分、High 

K+ HEPES溶液を 5 分還流した。膜電位測定時には、Normal HEPES及び High K+ HEPES溶液

に 100 nM DiBAC4(3)を添加した。細胞は励起波長 490 nm (DiBAC4(3)) 及び 340 nm、380 nm 

(Fura-2 AM) で励起させた。蛍光イメージングには浜松ホトニクスのイメージングシステム 

(ORCA-Flash 2.8 digital camera, HCImage) を用いた。 

 

13. 免疫化学染色 

 K562 細胞を 2%パラホルムアルデヒド (PFA) 含有 PBS で 10分間（室温）静置することで

固定した。PBSで 3回洗浄し、0.1% Triton 100 及び 1% NGS (normal goat serum) 含有 PBSで

懸濁し、10分間静置して細胞を穿孔後、PBSで 2回洗浄した。一次抗体として抗 K2P5.1抗体

（G-14、希釈倍率 1:50）と 4℃、一晩インキュベートした。PBSで 3回洗浄後、二次抗体 Alexa 

Fluor 488 anti-goat IgG（Invitrogen、希釈倍率 1:200）と 4℃、2時間反応させ、その後 PBSで

3 回洗浄し、共焦点レーザー顕微鏡 LSM510 META にて K2P5.1 の細胞内分布を観察した。蛍

光強度の定量は Image J software を用いて解析した。 

 

14. ダブルチミジンブロック 

 K562細胞を 2.5 mMチミジン (Sigma-Aldrich) 含有 RPMI-1640 培地で 24時間培養後、チミ

ジンを除去し、15 時間培養した。再度 2.5 mM チミジン含有 RPMI-1640 培地で 24 時間培養

した。チミジン除去後、通常の RPMI-1640 培地で培養し、2 時間毎に細胞を回収した。回収

した細胞は RIPKA溶液にて溶解し、ウェスタンブロッティング解析に用いた。 
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15. 細胞増殖能 

96 wellプレートに K562細胞を細胞密度 1×104 cells/well で播き、Lipofectamine LTX reagent 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて pcDNA-hK2P5.1A/B をトランスフェクションした。WST-1

（同仁化学研究所）を 10 μL/well 加え、2時間後に microplate reader MULTSCAN FC (Thermo 

Fisher Scientific) を用い、蛍光波長 450 nm及び 620 nm（レファレンス）で測定した。 

 

16. 統計解析 

 データは平均±標準誤差 (SEM) として表した。2 群間の比較では、F 検定を行った後、

student の t 検定もしくは Welch の t 検定を行った。多群間の比較では ANOVA を行った後、

Tukey 検定を行った。いずれの検定においても、危険率 5%未満を有意とした。統計解析には、

Origin Pro（ライトストーン、東京）を使用した。  
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第 3節 結果 

1. K2P5.1スプライスバリアント K2P5.1Bの同定及び組織分布 

ヒトの腎臓、脾臓、リンパ節を対象に、K2P5.1遺伝子クローニングを行ったところ、脾臓に

おいて予想よりも短い PCR 産物が検出された (Fig. 4C)。DNA シークエンス解析の結果、こ

の産物が 5 つのエキソンから成る完全長 hK2P5.1 (hK2P5.1A) のエキソン 2 の一部及びエキソ

ン 3の全てが欠損しており、フレームシフトを起こすことが明らかとなった (Fig. 4A, D)。予

想される構造として、K2P5.1Aと同じ翻訳開始点から翻訳され、フレームシフトしたことで翻

訳が終了した結果、N 末端側の膜貫通部位 S1 から S3 のみを保持する構造、もしくはフレー

ムシフトにより新たにエキソン 4 中に生じた翻訳開始点から翻訳された S3 以降の C 末端側

のみを保持する構造がある。N 末端側のアミノ酸配列を認識する抗 K2P5.1 抗体 (G-14) を使

用したウェスタンブロッティングでは、K2P5.1Aと異なる分子量のバンドシグナルは観察され

なかった。一方、C末端側のアミノ酸配列を認識する抗 K2P5.1抗体 (H-170) を使用した際に

は K2P5.1A と異なる分子量のバンドシグナルが観察された。そのため、Fig. 4E に示すように

S1からS3までのN末端側の細胞膜貫通部位を欠いた構造をとることが推定された (GenBank 

accession number, AB743589)。マウス脾臓からも同様に、エキソン 1の途中からエキソン 4 の

途中までが欠損しており、Fig. 4E に示すように N 末端側の細胞膜貫通部位 S2 のみが欠けた

構造を有することが推定される mK2P5.1B を単離、同定した (GenBank accession number, 

AB743801) (Fig. 4B, D, E)。 

 ヒト組織及びヒト由来白血病細胞株における K2P5.1 スプライスバリアントの発現をリアル

タイム PCR法により測定した。K2P5.1Bのみを測定することは不可能であるため、K2P5.1A/B

に共通して存在する配列部位を標的としたプライマー (K2P5.1A+B) と、K2P5.1B では欠損し

た配列部位を標的とすることで K2P5.1A のみを標的とするプライマー (K2P5.1A) を用い、そ

の発現量を比較した。これまでの報告 [52] と一致して、腎臓において K2P5.1 が高発現して

いた。また、リンパ組織中では脾臓において K2P5.1の発現が高く、マウス脾臓 CD4 陽性 T細

胞においても発現が見られた (Fig. 5A, B)。ヒト由来白血病・リンパ腫細胞株である K562、

HL60、THP-1、U937、Jurkat E6、CCRF-CEM、Daudi、Raji のうち、K562 において K2P5.1 が

高発現していた (Fig. 5C)。しかし、Jurkat E6、CCRF-CEM、Daudi、Rajiの 4つの細胞株では

K2P5.1発現は検出されなかった（データ未掲載）。K2P5.1 の全長を PCRにて増幅し、アガロー

ス電気泳動を行ったところ、K562において K2P5.1Bのバンドシグナルが見られた一方、腎臓

では見られなかった (Fig. 5D)。選択的スプライシングは、様々な細胞においてその機能的多

様性を高める重要なメカニズムであるが、一方で、PCR クローニング実験から得られた多く

のスプライスバリアントはほとんど翻訳されず、機能性タンパクを産生しないことが報告さ
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れている [34, 35]。そこで、今回得られた K2P5.1Bがマウス脾臓において翻訳されているかど

うか明らかにするために、C 末端側のアミノ酸配列を認識する抗 K2P5.1 ポリクローナル抗体 

(H-170) を使用してウェスタンブロット解析を行った。マウス脾臓の組織ライセートにおい

て mK2P5.1A (56 kDa) 及び mK2P5.1B (46 kDa) の 2つのバンドシグナルが検出され、これらの

シグナルは過剰抗原で前処置した一次抗体を用いると消失した (Fig. 5E)。 

次に、K2P5.1Bが K2P5.1Aと二量体を形成するかどうか検討するために、CFP-hK2P5.1A及び

YFP-hK2P5.1B を共発現させた HEK293 細胞のライセートを用いて免疫沈降実験を行った。N

末端側のアミノ酸配列を認識する抗 K2P5.1 ポリクローナル抗体 (G-14) を使用して K2P5.1A

を選択的に免疫沈降させ、得られたタンパクを C末端認識抗 K2P5.1抗体 (H-170) を用いてウ

ェスタンブロット解析した。K2P5.1B のバンドシグナルが観察されたことから、K2P5.1A と

K2P5.1Bの間で二量体を形成する可能性が示唆された (Fig. 5F)。  
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Figure 4. Molecular identification of the novel splicing isoform of mammalian K2P5.1. 

A, B: The alignment of the amino acid sequences of human (A) and mouse (B) K2P5.1 splicing isoforms. 

Residues identical to full-length K2P5.1, K2P5.1A are shown as asterisks, and dashes indicated gaps 

introduced into the sequence to improve alignment. S1-S4 and P1, P2 indicate the transmembrane 

segment 1-4 and pore-forming domain, respectively. C: RT-PCR examinations for full-length K2P5.1A 

and K2P5.1B in the human kidney, spleen, and lymph node. A DNA molecular weight marker is indicated 

on the right on the gel. D: mRNA splicing patterns of hK2P5.1 and mK2P5.1. The arrows and asterisks 

indicate the initiation methionine codons and termination codons. E: Diagrammatic representation of 

the K2P5.1 structure showing four transmembrane domains (S1-S4) and two pore-domains (P1 and P2): 

full-length h/mK2P5.1A, hK2P5.1B and mK2P5.1B.  

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452 
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Figure 5. Tissue and cell distribution of a novel spliced variant K2P5.1B. 

A-C: A quantitative, real-time PCT assay for the expression of K2P5.1 in the human kidney and lymphoid 

tissues (spleen, lymph node and thymus) (A), mouse splenic CD4+ cells (B), and human leukemic cell 

lines (K562, HL-60, THP-1 and U937) (C). PCR primers specific for the conserved region of 

h/mK2P5.1A and h/mK2P5.1B (h/mK2P5.1A+B) and h/mK2P5.1A alone (h/mK2P5.1A) were used. D: RT-

PCR examination for the spliced region of hK2P5.1 in the human kidney and K562. NTC shows ‘no 

template control’. The migration of predicted PCR products for hK2P5.1A and hK2P5.1B is shown on the 

right of the gel. E: Protein expression of mK2P5.1A and mK2P5.1B in mouse spleen lysate. In ‘+antigen’ 

(right lane), anti-K2P5.1 (H170) antibody was pre-incubated by excess antigen. Protein lysates were 

probed by immunoblotting with anti-K2P5.1 (H-170) antibody, which recognized the C-terminal region 

of K2P5.1. Molecular mass standards are shown in kilodaltons (kDa) on the left side of the panel. 

Arrowheads indicate the migration positions of mK2P5.1A and mK2P5.1B. F: Co-immunoprecipitation 

of hK2P5.1B with hK2P5.1A. ‘IP: G-14’, protein lysates from CFP-hK2P5.1A and YFP-hK2P5.1B-

cotransfected HEK293 cells immunoprecipitated with anti-K2P5.1 (G-14) antibody which recognized 

the N-terminal region of K2P5.1. Protein lysates were probed by immunoblotting with anti-K2P5.1 (H-

170) antibody. Arrowheads indicate the migration positions of CFP-hK2P5.1A and YFP-hK2P5.1B. 

Results are expressed as means ± SEM. Numbers used for the experiments are shown in parentheses. 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-45  
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2. HEK293発現系における K2P5.1A/Bの細胞内分布 

シアン蛍光タンパク (CFP) 又はイエロー蛍光タンパク (YFP) を N 末端側にタグ付けした

hK2P5.1A (CFP-hK2P5.1A) 及び hK2P5.1B (YFP-hK2P5.1B) をヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞に

一過性に発現させ、その蛍光を共焦点レーザー顕微鏡 LSM510 META にて観察することで、

K2P5.1 の細胞内局在を解析した。HEK293 細胞にベクターのみ発現させると、CFP 又は YFP

シグナルは細胞全体で観察された（データ未掲載）。また、CFP シグナルが YFP 検出条件に

おいて、YFPシグナルが CFP検出条件において、検出されないことを確認した。 

HEK293 細胞に CFP-hK2P5.1Aを単独発現させた場合、CFP蛍光シグナルは主に細胞膜に局

在した (Fig. 6A)。一方、YFP-hK2P5.1B単独発現時では、YFP蛍光シグナルは細胞全体に観察

された (Fig. 6B)。CFP-hK2P5.1A 及び YFP-hK2P5.1B を共発現させた細胞では、CFP シグナル

が細胞膜だけでなく細胞質にも見られ、CFPシグナル（緑）と YFPシグナル（赤）はほとん

ど重なって（黄）観察された (Fig. 6C)。Image Jにて蛍光強度のプロファイルプロットを作成

し、細胞膜及び細胞内における局在を定量したところ、CFP-hK2P5.1A単独発現では CFPの蛍

光が約 80%細胞膜に局在していたのに対し、CFP-hK2P5.1A、YFP-hK2P5.1B共発現では CFPの

局在は細胞膜と細胞内で同程度であり、hK2P5.1Aの細胞膜局在が hK2P5.1B共発現により阻害

されることが示された (Fig. 6D)。 

マウス K2P5.1バリアントの細胞内発現分布についても同様に検討した。CFP-mK2P5.1A単独

発現細胞では mK2P5.1A が約 80%細胞膜に局在したが、CFP-mK2P5.1A 及び YFP-mK2P5.1B 共

発現細胞では、CFPの局在は細胞膜上と細胞質中に同程度であり、mK2P5.1Bにより mK2P5.1A

細胞膜移行が阻害されることが示された (Fig. 7)。しかし、ヒト K2P5.1バリアントと異なり、

マウス K2P5.1バリアントでは核内でもシグナルが観察された。 
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Figure 6. Cellular distribution of hK2P5.1 and hK2P5.1B in the HEK293 expression system. 

A: CFP-tagged hK2P5.1A-transfected HEK293 cells. CFP image (upper) and the fluorescence profile on 

the dotted line in the CFP image (lower) and shown in green. B: YFP-tagged hK2P5.1B-transfected 

HEK293 cells YFP image (upper) and the fluorescence profile on the dotted line in the YFP image 

(lower) are shown in red. C: CFP-tagged hK2P5.1A and YFP-tagged hK2P5.1B cotransfected HEK293 

cells. CFP and YFP images were shown in green and red, respectively, and the merged image ‘merged’ 

and the fluorescence profiles of CFP and YFP on the dotted line in the merged image. D: Summarized 

data from A, B, and C. Results are expressed the means ± SEM. Cell numbers used for the experiments 

are shown in parentheses. **: P<0.01 vs. CFP-tagged hK2P5.1A (plasma membrane). ##: P<0.01 vs. 

CFP-tagged hK2P5.1A (cytoplasm). 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452 
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Figure 7. Cellular distribution of mK2P5.1 and mK2P5.1B in the HEK293 expression system. 

A: CFP-tagged mK2P5.1A-transfected HEK293 cells. CFP image (upper) and the fluorescence profile 

on the dotted line in the CFP image (lower) and shown in green. B: YFP-tagged mK2P5.1B-transfected 

HEK293 cells YFP image (upper) and the fluorescence profile on the dotted line in the YFP image 

(lower) are shown in red. C: CFP-tagged mK2P5.1A and YFP-tagged mK2P5.1B cotransfected HEK293 

cells. CFP and YFP images were shown in green and red, respectively, and the merged image ‘merged’ 

and the fluorescence profiles of CFP and YFP on the dotted line in the merged image. D: Summarized 

data from A, B, and C. Results are expressed the means ± SEM. Cell numbers used for the experiments 

are shown in parentheses. **: P<0.01 vs. CFP-tagged mK2P5.1A (plasma membrane). ##: P<0.01 vs. 

CFP-tagged mK2P5.1A (cytoplasm). 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452  
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3. K562細胞における K2P5.1B過剰発現による K2P5.1 活性への影響 

K2P5.1B による K2P5.1A 細胞膜移行阻害効果の K2P5.1 機能への影響を明らかにするために、

K2P5.1 が高発現している K562 細胞にベクター (mock) 又は hK2P5.1B をトランスフェクショ

ンし、K2P5.1活性を測定した。活性測定は、細胞外をアルカリ性 (pH 8.0) にすることで K2P5.1

を活性化させた際の過分極反応の大きさ、すなわち膜電位感受性色素 DiBAC4(3)の蛍光強度

の減少率を指標として評価した。測定プロトコルの最後に細胞外液をカリウムイオン濃度 140 

mMにした際に脱分極反応を示した細胞からデータを得た。Fig. 8Aに示すように、アルカリ

pH により誘発される過分極反応は、mock 細胞と比べ、hK2P5.1B トランスフェクション細胞

で小さかった。この過分極反応の大きさを DiBAC4(3)の相対蛍光強度の変化量 (FDiBAC) で評

価したところ、hK2P5.1Bトランスフェクション細胞群で有意に低かった (Fig. 8B)。また、細

胞膜の過分極により引き起こされる細胞内カルシウム流入は、過分極反応と同様に、hK2P5.1B

トランスフェクション細胞群において有意に低かった (Fig. 8C)。細胞膜電位と細胞内カルシ

ウム濃度の関係について、mock 群におけるアルカリ pH 誘発性過分極反応と細胞内カルシウ

ム濃度上昇の間の相関を調べたところ、これらの間に正の相関関係が認められた (Fig. 8D)。

以上より、hK2P5.1B により K2P5.1 活性が抑制され、細胞膜の過分極に伴う細胞内カルシウム

濃度上昇も抑制されることが明らかになった。 

K2P5.1以外のアルカリ pHにより活性化されるチャネルの関与について検討を行った。K562

細胞において、pH に感受性を持つ K2P3.1、K2P9.1、K2P16.1 及び K2P17.1 発現を測定したとこ

ろ、これらの K2Pチャネルはほとんど発現していなかった (Fig. 8E)。また、K562 細胞を非選

択的 K2P5.1 阻害剤 clofilium (5 M) で測定前 30分から前処置し、clofilium 存在下でアルカリ

pH 誘発性過分極反応を測定したところ、アルカリ pH で誘発される過分極反応は消失した 

(FDiBAC<0.02, n=21)。そのため、K562 細胞において観察されたアルカリ pH 誘発性過分極反

応が K2P5.1活性によるものであることが示された。 
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Figure 8. Suppressive effects of the alkaline pH-induced hyperpolarizing response and cell 

proliferation by K2P5.1B-overecpression in K562 cells. 

A: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in mock- and hK2P5.1B-transfected 

K562 cells. The fluorescence intensity of DiBAC4(3) at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. B: 

Summarized data are shown as changes in the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative 

FDiBAC) in mock- and hK2P5.1B-transfected K562 cells. C: Measurements of changes in intracellular Ca2+ 

concentrations by alkaline pH (pH8.0)-induced hyperpolarizing responses using DiBAC4(3) and Fura-2 

AM, a Ca2+ indicator. Summarized data are shown as alkaline pH (pH8.0)-induced relative [Ca2+]i in 

mock- and hK2P5.1B-transfected K562 cells. D: Simultaneous measurements of changes in the 

membrane potential and intracellular Ca2+ concentration by hyperpolarizing (pH8.0) non-transfected 

K562 cells. E: Real-time PCR assay for the expression of K2P3.1, K2P5.1, K2P9.1, K2P16.1, and K2P17.1 

transcripts in K562. Results are expressed as means ± SEM. Cell numbers used for the experiments are 

shown in parentheses. **: P<0.01 vs. mock-transfected K562. 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452、一部改変 
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4. 細胞周期に対する K2P5.1 の寄与及び細胞増殖能に対する K2P5.1Bの影響 

 K562 細胞における K2P5.1 発現について、細胞免疫化学染色によって測定したところ、大き

さの異なる細胞において K2P5.1の発現分布に違いが見られた。約 30%存在する細胞直径が 20 

μm 以上の大きな細胞では、K2P5.1 シグナルが主に細胞膜に観察された (Fig. 9A, C)。一方、

70%程度存在する細胞直径 17 μm 以下の細胞では、細胞全体で弱い K2P5.1 シグナルが観察さ

れた (Fig. 9B, C)。この細胞の大きさによる K2P5.1シグナルの差異が、細胞周期の違いによる

ものと予想した。PI染色により、K562 細胞における細胞周期分布を解析したところ、G0/G1

期、S 期、G2/M 期の細胞集団はそれぞれ 54.9±1.5%、30.0±1.3%、15.2±0.4%存在した (n=6)。

K562 細胞をダブルチミジンブロック法により細胞周期を同調させ、2時間毎に回収し、各細

胞周期における K2P5.1A 発現をウェスタンブロッティングにより解析した。回収した細胞の

細胞周期については、PI染色を行い、フローサイトメトリーにより解析した。Fig. 9Dに示す

ように、K2P5.1タンパク発現は G1 期から S期への移行時に増加し、G0/G1 期及び G2/M期で

は非常に低かった。以上の結果は、K2P5.1 が細胞容量調節を介して K562 細胞の G1 期から S

期への移行に重要な役割を果たしていることを示唆する。 

 K562 細胞における hK2P5.1B 過剰発現が細胞増殖、細胞容量調節、細胞周期分布に及ぼす

影響について検討を行った。しかし、hK2P5.1過剰発現による細胞容量調節及び細胞周期分布

に対する有意な変化は認められなかった（データ未掲載）。細胞増殖への影響について、K562

細胞に hK2P5.1B をトランスフェクションし、48 時間後における細胞増加率を WST-1 法にて

測定したところ、hK2P5.1B のみをトランスフェクションした細胞では mock 細胞と比べて細

胞増殖能の変化は見られなかった。しかし、hK2P5.1A を過剰発現させた細胞では、細胞増殖

の有意な増加が認められ、この増殖亢進は、hK2P5.1Bを共発現させることで抑制された (Fig. 

9E)。以上より、K2P5.1Bは K562細胞において、K2P5.1Aによる細胞増殖能の亢進を抑制する

ことが示された。  
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Figure 9. Cellular distribution and cell cycle-dependent expression of the K2P5.1A protein in K562 

and inhibition of cell proliferation in hK2P5.1-overexpression K562 cells by hK2P5.1B transfection. 

A, B: Immunocytochemical staining of K562 cells for K2P5.1. Confocal images of a cell labeled with 

anti-K2P5.1 (G-14) and Alexa Fluor 488 anti-goat IgG antibodies (upper panel) and the fluorescence 

profile on the dotted line in the Alexa Fluor 488 image (lower) are shown in green. ‘A’ and ‘B’ show the 

result in larger (more than 20 μm in the diameter) and smaller cells (less than 17 μm in diameter), 

respectively. C: Summarized data on the distribution of the K2P5.1 protein in the plasma membrane and 

cytoplasm. D: Changes in K2P5.1 protein expression during cell cycle progression in K562 cells. Protein 

lysates from cells were also extracted every 2 hr and K2P5.1 expression was determined by western 
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blotting (50 μg protein/lane). The optical band density of the 50 kDa, band was expressed relative to the 

value at 0 hr, which was taken as 1.0 (n=4 for each). E: Measurement of cell viability using a WST-1 

assay in mock-, hK2P5.1A-, hK2P5.1B-, or hK2P5.1A+hK2P5.1B-transfected K562 cells. Relative cell 

viability (d2/d0) was expressed as the ratio of cell viability after a 2-day (d2) culture with one at day 0 

(d0). Results are expressed as means ± SEM. Cell numbers used for the experiments are shown in 

parentheses. *: P<0.05 vs. mock-transfected K562. #:P<0.05 vs. hK2P5.1A-transfected K562. 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452   



- 28 - 

 

5. スプライソソーム阻害薬による K2P5.1B発現及び K2P5.1活性への影響 

薬理学的な K2P5.1B 発現変動について、スプライシング機構に着目し、スプライソソーム

阻害剤を用いた検討を行った。K562細胞に 1 M pladienolide B (PB) を 4, 8, 12時間処置した。

エキソン 2からエキソン 4の間を増幅する PCRにて得られる hK2P5.1A (352 bp) 及び hK2P5.1B 

(185 bp) の異なる PCR産物について、非定量的 PCR 測定を行った。PB 未処置 (0 hr) では、

hK2P5.1B のシグナルは見られなかったが、PB 処置により hK2P5.1B の PCR 産物が増加した 

(Fig. 10A)。エキソン 1, 2, 4 及び 5にそれぞれ特異的なプライマーを使用し、PB処置 K562 細

胞における各エキソンの PCR を行ったところ、それぞれ予測された長さの PCR 産物が得ら

れた (Fig. 10B)。次に、定量的リアルタイム PCRにより、hK2P5.1B転写を測定した。PB処置

により hK2P5.1A+B 発現量に変化はなかったものの、hK2P5.1A 発現量は減少しており、

hK2P5.1A+B に対する hK2P5.1A 発現比率が顕著に減少したことから、hK2P5.1B 転写が増加し

たことが示唆された (Fig. 10C, D)。K562 細胞における PB処置による K2P5.1活性への影響に

ついてアルカリ pH誘発性過分極反応を測定した。PB 処置 12 時間後における過分極反応は、

vehicle及び PB処置群の間で差が見られなかった。PB処置 24時間後では、PB処置による過

分極反応の有意な減少が認められた (Fig. 11E)。 

PB以外のスプライソソーム阻害剤についても検討を行った。イチョウの葉から単離された

天然ビフラボノイドであるスプライソソーム阻害剤 isoginkgetin [53] を濃度 10, 50, 100 nMで

K562 細胞に処置し、8時間後における hK2P5.1A+B及び hK2P5.1A発現をリアルタイム PCRに

よって測定した。PB処置と同様に isoginkgetin処置により hK2P5.1A発現が濃度依存的に有意

に減少したが、hK2P5.1A+B発現は PB処置時と異なり vehicleと比べて約 2倍に増加した (Fig. 

10E)。 

これらの結果より、スプライソソーム阻害剤により K2P5.1B発現が亢進し、K2P5.1 活性が抑

制されることが示された。 
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Figure 10. Effects of the pre-mRNA splicing inhibitors, pladienolide B (PB) and isoginkgetin on 

the expression of K2P5.1 splicing isoforms in K562 cells. 

A: RT-PCR examinations for the splicing region of K2P5.1 in 1 M PB-treated K562 cells. Arrowheads 

indicate the molecular weights of the predicted PCR products for hK2P5.1A and hK2P5.1B. B: RT-PCR 

examinations for exons1, 2, 4, and 5 of K2P5.1 in 1 M PB-treated K562 cells for 12 hr. A DNA 

molecular weight marker is indicated on the right of the gel. C: Real-time PCR assay for the expression 

of K2P5.1 in 1 M PB-treated K562 cells. PCR primers specific for the conserved region of hK2P5.1A 
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and hK2P5.1B (hK2P5.1A+B) and hK2P5.1A alone (hK2P51A) were used. D: Percentages of K2P5.1A 

expression calculated from the results of ‘C’. E: Real-time PCR assay for the expression of K2P5.1 in 

isoginkgetin-treated K562 cells (10, 50 and 100 nM for 8 hr). Results are expressed as means ± SEM. 

Numbers used for the experiments are shown in parentheses. *, **:P<0.05, 0.01 vs. at 0 hr. 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452 

 

 

 

 

 

Figure 11. Effect of the pre-mRNA splicing inhibitor, pladienolide B (PB) on the alkaline pH-

induced hyperpolarizing responses in K562 cells. 

A: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in vehicle- and PB-treated K562 

cells. Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. B: Summarized data are shown as 

changes in the relative fuorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative FDiBAC) in vehicle- and PB-treated 

K562 cells. Results are expressed as means ± SEM. Cell numbers used for the experiments are shown 

in parentheses. **: P<0.01 vs. vehicle. 

Endo et al., Biochem. Pharmacol., 2015, 98, 440-452、一部改変 

 

  



- 31 - 

 

6. マウス CD4陽性 T細胞における pladienolide Bによる K2P5.1発現・活性への影響 

 K562 細胞で見られた PB による K2P5.1B 発現亢進とそれに伴う K2P5.1 活性抑制効果につい

て、同様の結果がマウス T 細胞において得られるのか検討した。マウス脾臓細胞を con-A 及

び IL-2存在下で 48時間培養後、1 μM PBを 18時間処置し、CD4陽性 T細胞における K2P5.1

を PCR クローニングした。Fig. 12A に示すように、PCR を 40 サイクル行った際に、vehicle

処置細胞において約 1.7 kbp の mK2P5.1A と予測される PCR 産物が観察されたが、PB 処置細

胞では観察されなかった。シークエンス解析により、PB 処置により生じた短い PCR 産物か

ら、hK2P5.1B と同様に N 末端側の 3 つの膜貫通ドメイン S1-S3 及びポアドメイン P1 が欠損

している構造である K2P5.1 X1 (GenBank accession number, XM_006518590) が単離された。 

 PB処置による K2P5.1活性への影響を検討するために、アルカリ pH誘発性過分極反応を測

定した。細胞外を pH8.5にした際の過分極反応は、1 μM PB処置により有意に抑制された (Fig. 

12B-D)。以上より、K562 細胞と同様に、マウス CD4 陽性 T細胞において、PBにより K2P5.1

スプライスバリアントの発現が亢進し、K2P5.1 活性が抑制されることが明らかとなった。 

 

 

Figure 12. Molecular cloning of full-length K2P5.1 from mouse splenic CD4+ cells treated with 

vehicle and PB (1 μM) for 18 h, and effects of the PB treatment on alkaline pH (pH8.5)-induced 

hyperpolarizing responses in activated CD4+ cells. 

A: A representative gel image of PCR products (for 40 cycles) from activate CD4+ cells treated with 

vehicle and PB (1 μM) for full-length K2P5.1. B: Time course of changes in the fluorescent intensity of 

DiBAC4(3) in activated CD4+ cells treated with PB. Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed 

as 1.0. C, D: Summarized data are shown as changes in the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) 

(Δrelative FDiBAC) in vehicle- and PB [0.1 (C) and 1 μM (D)]-treated groups. Results are expressed as 

means ± SEM. Cell numbers used for the experiments are shown in parentheses.**:P<0.01 vs. vehicle. 

Tagishi et al., J. Pharmacol. Sci., 2016, 132, 205-209、一部改変  
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第 4節 考察 

 T 細胞において、K2P5.1 はカルシウムシグナル伝達の制御に重要な役割を果たしており、

IBD などの自己免疫疾患の治療標的として期待されているカリウムチャネルである [31]。し

かし、選択的かつ強力な K2P5.1 阻害剤は未だ開発されていない。本章では、ヒト及びマウス

脾臓よりK2P5.1のスプライスバリアントであるK2P5.1B (hK2P5.1B, mK2P5.1B) を同定した (Fig. 

4)。選択的スプライシングにより、N 末端領域を欠損した短縮型タンパクが生成されること

がある (Alternative Translation Initiation) [54-56]。実際に、N末端または C末端を特異的に認識

する抗体を用いたウェスタンブロッティングより、N 末端を認識する抗 K2P5.1 抗体では

K2P5.1A 以外のバンドシグナルが見られなかったのに対し、C 末端を認識する抗体では、

K2P5.1A とは異なるバンドシグナルが観察され、K2P5.1 の選択的スプライシングにより N 末

端領域を欠損した K2P5.1Bが生成することが示唆された。 

K2P5.1A及び K2P5.1B共発現 HEK293 細胞を用いた免疫沈降により、K2P5.1Aの N末端側を

大きく欠損した K2P5.1B は K2P5.1A とヘテロ二量体を形成することが可能であることが示さ

れた (Fig. 5F)。K2P5.1Bによる細胞膜移行への影響について、CFPタグを付けた K2P5.1A及び

YFP タグを付けた K2P5.1B を用いて HEK293 発現系による細胞内分布解析を行った。CFP-

K2P5.1A単独発現細胞において、主に細胞膜上で蛍光が認められたのに対し、YFP-K2P5.1B共

発現細胞では、CFP-K2P5.1A 単独発現と比べて細胞内における蛍光が増加した。YFP-K2P5.1B

発現分布はヒト及びマウスで異なる部分が見られた。ヒトでは YFP-hK2P5.1B単独発現細胞に

おいて、YFP 蛍光シグナルの分布は核を除く細胞内に分布し、また細胞膜付近に多く見られ

た。CFP-hK2P5.1A 及び YFP-hK2P5.1B 共発現細胞では、核を除く細胞全体に分布が認められ

た。一方、マウスでは YFP-mK2P5.1B 単独発現細胞において、YFP 蛍光シグナルは核を含む

細胞全体に観察され、CFP-mK2P5.1A及び YFP-mK2P5.1A共発現細胞では、主に細胞膜と核内

に分布していた。ヒト、マウス間での K2P5.1B 細胞内分布の違いについて詳細な検討は行っ

ておらず理由は不明だが、どちらも K2P5.1B 共発現により K2P5.1A の細胞膜分布が減少した

ことから、K2P5.1B は K2P5.1A の細胞膜輸送を阻害することが示された (Fig. 6, 7)。以上のこ

とから、K2P5.1の N 末端領域には重要な膜輸送モチーフが含まれ、K2P5.1の C 末端領域がチ

ャネルの二量体化に重要であることが示唆された (Fig. 5F, 6, 7)。 

K2P5.1B による K2P5.1 チャネル機能への影響について、K2P5.1A を比較的高発現する K562

細胞に hK2P5.1Bを過剰発現させ、蛍光イメージング解析を行った。hK2P5.1B過剰発現により、

アルカリ pH 誘発性過分極反応で評価される K2P5.1 活性が抑制された。また、細胞膜過分極

に伴う細胞内カルシウム流入も hK2P5.1発現により阻害された (Fig. 8) 。カリウムチャネル活

性化による細胞内カルシウム濃度上昇により、細胞増殖能などの T 細胞機能が亢進する。が
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ん細胞において、カリウムチャネルは早期 G1 期や G1/S 期、G2/M 期への遷移や細胞容量の

調節を介して細胞増殖を制御しており、K2P5.1は、乳癌細胞において G1期から S 期への細胞

周期チェックポイントに関与することが報告されている [42, 43]。本研究では、細胞免疫化学

染色により、K562細胞の大きさにより K2P5.1発現分布が異なることを示し、各細胞周期中の

K2P5.1発現をウェスタンブロッティングにより解析した。K562 細胞において K2P5.1 が G0/G1

期から S 期への移行時に活性化され、G2/M 期への移行時には不活性化されることを明らか

にし、T細胞でも K2P5.1が細胞容量の調節を介して G1/S 期への移行に重要な役割を果たすこ

とが示された (Fig. 9)。しかし、K562 細胞における hK2P5.1B過剰発現は細胞周期分布や細胞

容量調節には影響を与えなかった 。また、細胞増殖能について、hK2P5.1B過剰発現は影響が

見られなかったが、hK2P5.1A 過剰発現により亢進した細胞増殖は、hK2P5.1B を同時に発現さ

せることにより阻害された (Fig. 9E)。これらの結果から、K2P5.1B が K2P5.1 チャネルのドミ

ナントネガティブ体として機能し、K2P5.1Aを高発現する細胞において、細胞増殖などの細胞

機能を変化させることを示唆した。 

選択的スプライシングを受ける過程で、スプライシング部位やイントロンーエキソン間の

境界が変化し、スプライシングに影響を及ぼした結果、様々な疾患に繋がる [37]。本研究に

おいて、IBDの発症にK2P5.1B発現低下によるK2P5.1活性亢進が関与している可能性を考え、

マウス脾臓由来 CD4陽性 T 細胞における K2P5.1B発現を測定したが、健常マウス由来 CD4 陽

性 T 細胞において K2P5.1B 発現は見られず (Fig. 5B)、生体由来 T細胞における K2P5.1B の生

理学的、病態生理学的重要性を直接示すデータは得られなかった。しかし、K2P5.1Bはチャネ

ル活性抑制効果を持つことから、K2P5.1B発現を誘導する薬物の開発は、自己免疫疾患などの

K2P5.1 関連疾患治療において画期的な薬物の開発に繋がる可能性がある。本研究では、スプ

ライソソーム阻害剤 pladienolide B (PB) を使用した K2P5.1 スプライスバリアント発現亢進に

よるチャネル活性抑制効果を見出した。K562 細胞において、PB は K2P5.1 全体の発現量を変

化させることなく K2P5.1A発現減少及び K2P5.1B発現増加を引き起こすことで、K2P5.1活性抑

制効果を示した (Fig. 10, 11)。マウス脾臓細胞に PB を処置した場合においても、K2P5.1B と

類似の構造をとる K2P5.1 X1 発現を増加させ、K2P5.1活性を抑制した (Fig. 12)。一方、PBと

は異なる機序でスプライソソームを阻害する isoginkgetin を K562 細胞に処置した場合、

K2P5.1A発現の減少は見られたものの、K2P5.1全体の発現量も変化した (Fig. 10E)。スプライ

ソソーム阻害剤による K2P5.1B発現への影響について、当初は K2P5.1B発現が減少し、K2P5.1A

発現が増加することで、K2P5.1活性が亢進すると予想した。しかし、実際には K2P5.1A発現が

減少し、K2P5.1B発現が増加した結果、K2P5.1活性抑制が認められた。スプライシングを担う

スプライソソームには固有の基質がなく、多数の競合する基質変異体が存在しているため、

スプライソソーム阻害剤処置により選択的スプライシングが変化することが知られている 
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[57]。本研究において、PB処置によりスプライソソーム中のスプライス部位認識因子 SF3b複

合体が阻害され、別のスプライス部位認識因子が働いた結果、K2P5.1Aやイントロンが保持さ

れたスプライスバリアントではなく、K2P5.1A よりも短い K2P5.1B や K2P5.1 X1 の発現が増加

した可能性が考えられる。 

我々は以前、IBDモデルマウスにおいて、炎症性 CD4 陽性 T細胞における K2P5.1 発現・活

性亢進が IFN-γといった炎症性サイトカイン産生亢進などを介して IBDの病因に関与してい

る可能性があることを報告した [31]。DSS誘発性 IBDモデルマウスにおいて、実験的に IBD

の病態スコアとして使用される体重減少、大腸炎、下痢、血便、結腸の肥厚に対する PB (0.1 

mg/kg/day) 皮下投与の効果について検討した。DSS 自由飲水開始後 5 日目に PB を単回投与

したが、病態スコアの有意な改善は認められなかった（データ未掲載）。本来であれば、最適

な投与量や投与スケジュール、投与経路を検討するべきであったが、PBの生産が一時中止さ

れたため、IBD治療に対する PBを利用した K2P5.1阻害効果を解明することはできなかった。

PBは細胞毒性が高く、がん治療における臨床研究でもその細胞毒性による副作用が原因で中

止された [45]。PB の細胞毒性を軽減させ、現在がん治療において臨床試験を受けている PB

の誘導体や PBと同様の作用機序を示すスプライソソーム阻害剤は、K2P5.1A発現亢進を阻害

することで K2P5.1 活性及びそれに伴う細胞内カルシウム流入を抑制し、T 細胞分化や炎症性

サイトカイン産生を抑制するため、IBD などの自己免疫疾患や炎症性疾患に対して有用であ

る可能性がある。 

本章では、K2P5.1新規スプライスバリアント K2P5.1Bが、完全長 K2P5.1Aの細胞膜移行を阻

害することで、K2P5.1 活性を抑制することを明らかにした。K2P5.1B による K2P5.1 活性抑制

は、細胞内カルシウム流入を抑制することでK2P5.1Aにより亢進した細胞増殖能を抑制した。

また、スプライソソーム阻害剤は、K2P5.1スプライスバリアントの発現を亢進させ、K2P5.1 活

性を抑制することで T 細胞機能を制御することを明らかにした。本研究で用いたスプライソ

ソーム阻害剤 PBは細胞毒性が強く、重大な副作用が発生したため臨床研究は中止されたが、

毒性が軽減されたスプライソソーム阻害剤により、IBD などの K2P5.1 発現亢進が認められる

自己免疫疾患の新規治療戦略を提案できる可能性がある。また、スプライシング機構に着目

したイオンチャネル活性制御はこれまで報告がなく、スプライソソーム阻害剤によるイオン

チャネル活性抑制は K2P5.1 以外のイオンチャネルへの応用が期待できる。 
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Figure 13. Mechanism of K2P5.1 inhibition by K2P5.1B.  
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第 2章 炎症性腸疾患モデルマウスの CD4 陽性 T細胞における K2P5.1 

発現亢進機構 

第 1節 緒言 

潰瘍性大腸炎とクローン病に大別される炎症性腸疾患 (IBD) は、日本において指定難病に

登録されている自己免疫疾患の一つである。我々は、5%デキストラン硫酸ナトリウム (DSS) 

誘発性 IBD モデルマウスの脾臓由来 CD4 陽性 T 細胞において、K2P5.1 発現・活性が亢進し、

それに伴う細胞内カルシウム流入が増大することを報告した。また、K2P5.1 ノックアウトマ

ウスでは、IBD モデルマウスにおける下痢や下血、腸炎や陰窩障害、さらには炎症性サイト

カインである IFN-γ産生の増大がいずれも抑制されたことから、IBD の発症、悪化に K2P5.1

が関与する可能性を示した [31]。しかし、K2P5.1 発現調節機構については未だ不明な点が多

い。 

一般に、炎症部位では病変部位における血管機能不全や微小血管系の破壊による酸素供給

量の減少、及び好中球や単球などの免疫細胞が大量に動員されること、またこれらの細胞に

より活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS) やミエロペルオキシダーゼ、スーパーオキシド

ジスムターゼなどの次亜塩素酸が生成されることによる酸素要求量の増加により、健常組織

では酸素濃度が 5～10%程度に対し、炎症組織では 1～2%程度の低酸素環境となる [58-60]。

実際に、炎症性腸疾患 (IBD) や多発性硬化症 (MS)、関節リウマチ (RA) といった慢性免疫

疾患の病変部位が低酸素環境となり、低酸素誘導因子 (hypoxia-inducible factor, HIF) 発現が上

昇することが報告されている [60-63]。 

低酸素により誘導される HIF は低酸素環境への細胞適応のための重要な転写因子であり、

酸素濃度依存的に発現が制御される α サブユニットと恒常的に発現する β サブユニットの間

でヘテロ二量体を形成することで転写活性を示す。α サブユニットには、HIF-1α、HIF-2α、

HIF-3α の 3 つのサブタイプが存在する。HIF-1α と HIF-2α は塩基配列や機能的に類似性が高

いが、ユビキタスに発現する HIF-1αと比べ、HIF-2αの分布は血管内皮細胞やⅡ型肺細胞、骨

髄系細胞など特定の細胞に選択的に発現する。HIF-3α は、複数のスプライスバリアントとし

て存在し、そのいくつかは HIF-1α 及び HIF-2α 活性をドミナントネガティブに阻害すること

が報告されているが、低酸素環境での細胞応答における役割は未だ不明な点が多い [59, 60]。

酸素濃度による α サブユニットの発現調節は、主に転写後レベルで起こる。正常酸素濃度下

では、αサブユニットは連続的に産生されるが、酸素依存性プロリルヒドロキシラーゼ (prolyl 

hydroxylase, PDH) によってヒドロキシル化を受けることでユビキチンプロテアソーム依存的

に急速に分解される。また、アスパラギニルヒドロキシラーゼである factor-inhibiting HIF (FIH) 
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-1による酸素依存性ヒドロキシル化により HIFαと転写活性化補助因子である p300/CBPの間

の相互作用を阻害、HIF転写活性を阻害する。一方、低酸素環境では、これらのヒドロキシラ

ーゼは不活性であるため、α サブユニットが安定化され、核内へ移動し、HIF-1β サブユニッ

トと二量体化する。その後、HIF標的遺伝子のプロモーター領域である hypoxia response element 

(HRE) に結合し、様々な遺伝子の転写が亢進される (Fig. 14) [59-61]。僧帽弁閉鎖不全症によ

って低酸素に曝された心筋細胞において、活動電位の調節に重要な役割を果たす内向き整流

性カリウムチャネル Kir6.2 発現が HIF-1αにより調節される [64]。また、内部が低酸素環境と

なる固形がんにおいて、HIF-1αによりカルシウム活性化カリウムチャネル KCa2.2 発現が亢進

することが報告されており、一部のカリウムチャネルも HIF-1α を介した発現制御を受ける 

[65, 66]。しかし、炎症疾患の免疫細胞におけるイオンチャネルの発現制御は報告されていな

い。 

 

 

Figure 14. Mechanism of oxygen-dependent regulation of HIF-1 

PHD: prolyl hydroxylase, FIH: factor inhibiting HIF, HRE: hypoxia response element 

 

 遺伝子の発現は、ヒストンアセチル化酵素 (histone acetyltransferase, HAT) 及びヒストン脱

アセチル化酵素 (histone deacetylase, HDAC) によるエピジェネティック制御を受ける。HDAC

はヒストンや非ヒストンタンパク質のリジン残基からアセチル基を除去することにより転写

活性調節に関与する酵素であり、18種類のサブタイプが存在する。HDACはその相同性から

4つのグループに分類されており、クラスⅠには HDAC1-3, 8、クラスⅡには HDAC4-7, 9, 10、

クラスⅢには sirtuin (SIRT) 1-7、クラスⅣには HDAC11 が属する [67, 68]。クラスⅢに属する

SIRTファミリーは、酵素の活性化にニコチンアミドアデニンジヌクレオチド (NAD+) を必要

とするため、低酸素による NAD+の減少は、SIRT1活性を低下させる [69, 70]。IBD患者及び
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IBDモデルマウスにおいて SIRT1 発現が低下しており、SIRT1 は signal transducer and activator 

of transcription (STAT) -3、Smad7、NF-κBなど炎症経路の制御に関する様々なタンパク発現を

負に制御していることから、SIRT1 活性化により炎症性サイトカイン産生抑制を介した IBD

の腸管損傷を軽減させることが報告されている [71, 72]。しかし、炎症に関連したイオンチャ

ネルの SIRT1を介した発現変化についての報告はない。 

最近、免疫疾患や炎症性疾患を含む様々な疾患治療への HDAC阻害剤の応用が研究されて

いる。例えば、非選択的 HDAC 阻害剤 vorinostat の投与は、IBD モデルマウスの CD4 陽性 T

細胞における TNF-α や IFN-γ などの炎症性サイトカインの産生低下によって腸炎が改善した 

[67, 73, 74]。また、IBDモデルマウスの炎症粘膜及び CD患者の炎症生検において、ヒストン

アセチル化の有意な上昇が見られる [75]。HDACサブタイプのうち、主に HDAC2, 3, 6, 9, 10

が慢性腸炎に関与する [67]。我々の研究でも、IBDモデルマウスにおける HDACの関与を報

告している。5%DSS溶液を 7日間自由飲水させることで作製した IBDモデルマウス由来 CD4

陽性 T細胞において、HDAC1-11のうち、HDAC2 及び HDAC3の発現が亢進していた。in vitro

において、IBDモデルマウス由来脾臓 CD4 陽性 T細胞の HDAC2 及び 3を薬理学的に阻害し

たところ、KCa3.1 発現及び活性が抑制されたことから、IBD モデルマウスにおける KCa3.1 発

現亢進に HDAC2、HDAC3 が寄与することを明らかにした [76]。 

本章では、IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞における K2P5.1 発現亢進機構を解明す

ることを目的として、HIF シグナル伝達経路及び HDAC を介したエピジェネティック制御の

関与について検討した。 
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第 2節 実験材料及び方法 

1. 溶液組成 

tail buffer 

 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.1% SDS, 1 mg/mL proteinase K 

TE buffer 

 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 mM EDTA 

phosphate-buffered balanced salt solution (PBBS) 

123 mM NaCl, 4.3 mM KCl, 3.2 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 1.3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2,  

0.8 mM MgSO4, 5.6 mM glucose, 0.1% BSA 

Tris-buffered ammonium chloride (ACTB) 

0.017 M Tris-HCl (pH8.0), 0.75% NH4Cl 

phosphate buffered saline (PBS) 

 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4 

Sample buffer for SDS-PAGE 

0.12 M Tris-HCl (pH6.8), 30% glycerol, 4% SDS, 0.002% bromophenol blue 

Normal HEPES  

 137 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM HEPES 

 10 N NaOHで pH7.4又は pH8.5 に調整 

High K+ HEPES 

 5.9 mM NaCl, 140 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 14 mM glucose, 10 mM HEPES 

10 N NaOHで pH7.4 に調整 

 

2. 実験動物 

 DSS 誘発性炎症性腸疾患 (IBD) モデルマウスの作製（下記参照）には、5-6 週齢の雄性

C57BL/6J マウス（日本エスエルシー、静岡）を使用した。また、ジーントラップ法により確

立された C57BL6 背景 K2P5.1 ホモノックアウトマウス  (K2P5.1-/-) [B6; CB-Kcnk5Gt(pU-

21)81Imeg] はヘテロ接合体雄 (K2P5.1+/-) とヘテロ接合体雌 (K2P5.1+/-) を交配させることで

作製した。各マウスの核ゲノム DNAは tail buffer中の指もしくは尻尾を 50℃で 3 時間インキ

ュベートし、フェノール、クロロホルムを用いて液相分離を行い、イソプロパノール沈殿後、

70%エタノールにより核酸沈殿物を洗浄し、TE buffer で溶解することで得た。得られた DNA

を用い、以下のプライマーを用いて PCRを行った後、アガロースゲル電気泳動、臭化エチジ

ウム染色により可視化した。 
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 K2P5.1野生型 

forward: 5′-GCTGAGAACAATAGGGACAG-3′ 

reverse: 5′-TCACCCAGCTTTGGGATTCC-3′ 

 trapped gene 

  forward: 5′-GCTGAGAACAATAGGGACAG-3′ 

  reverse: 5′-TACAGGCATCGTGGTGTCAC-3′  

 

実験動物は、照明時間 8:00-20:00、温度 22±1℃となる環境下で飼育し、固形飼料及び水を

自由に摂取させた。本研究における動物実験は全て京都薬科大学及び名古屋市立大学の動物

実験委員会に申請、承認を得た上で各大学の動物実験実施規定に従って実施した。 

 

3. 使用薬物 

 clofilium、HIF 阻害剤 FM19G11、選択的 HIF-2 阻害剤 HIF-2 antagonist 2 は Sigma-Aldrich 

(MO, USA) より購入した。また、非選択的 HDAC阻害 vorinostat 及び SITR-1, 2阻害剤 NCO-

01 は大阪大学 産業科学研究所 複合分子化学研究分野 鈴木孝禎教授より御供与頂いた。 

 

4. DSS誘発性炎症性腸疾患 (IBD) モデルマウスの作製及び脾臓細胞の回収 

 IBDモデルマウスは、5% (wt/vol) デキストラン硫酸ナトリウム 5000（DSS, 富士フィルム

和光純薬、大阪）含有水を 7日間自由飲水させることで作製した。対象群には、水を与えた。

作製した IBDモデルマウス及び対象マウスより脾臓を摘出し、氷冷 PBBS溶液 25 mL 中で 

スライドガラスのすり加工部分ですりつぶすことで細胞を単離した。氷中で 5 分間静置後、

浮遊細胞を回収し、4℃、1000 rpm、5分遠心し、上清を除去した。赤血球溶血のために、ACTB

溶液 10 mLで懸濁し、室温で 1分静置した後、PBBS 溶液 10 mLを加え、再度遠心した後に

上清を除去した。PBBS溶液 10 mLで 2回洗浄した後、セルストレイナー (35 μm, CORNING, 

NY, USA) を通して細胞塊を除去した。その後、CD4 陽性 T 細胞及び CD4 陽性 CD25 陰性 T

細胞を、それぞれ Dynabeads FlowCompTM mouse CD4 及び CD4+CD25+ Treg Cells（ベリタス、

東京）を用いて回収した。なお、フローサイトメトリーにより、単離した細胞の 95%以上が

CD4 陽性もしくは CD4陽性 CD25 陰性であることを確認した。 

 

5. 細胞培養 

 マウスより脾臓を摘出し、10%FCS (Merck, Darmstadt, Germany)、1%ペニシリン-ストレプト

マイシン溶液（富士フィルム和光純薬）、5 μg/mL concanavlin A（con-A, 富士フィルム和光純

薬）添加 RPMI-1640培地 25 mL中でスライドガラスのすり加工部分ですりつぶすことで細胞
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を単離した。氷中で 5 分間静置後、浮遊細胞を回収し、4℃、1000 rpm、5分遠心し、上清を

除去した。赤血球溶血のために、ACTB 溶液 10 mL で懸濁し、室温で 1分静置した後、培地

10 mLを加え、再度遠心した後に上清を除去した。培地 10 mLで 2回洗浄した後、セルスト

レイナーを通して細胞塊を除去した。細胞密度が 5×106 cells/mL となるように調節し、10% 

FCS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液、5 μg/mL con-A 及び 10 U/mL IL-2 (Sigma-

Aldrich) 添加 RPMI-1640 培地で 37℃、5% CO2下で培養した。低酸素刺激は、培養開始 24 時

間後に BIONIX低酸素培養キット（スギヤマゲン、東京）を用いて 1.5%O2環境とすることで

行った。培養後、CD4陽性 T細胞を Dynabeads FlowCompTM mouse CD4 を用いて回収した。 

 マウス胸腺細胞は、10%FCS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液、5 μg/mL con-A添加

RPMI-1640 培地 25 mL中でスライドガラスのすり加工部分ですりつぶすことで細胞を単離し

た。氷中で 5 分間静置後、浮遊細胞を回収し、4℃、1000 rpm、5分遠心し、上清を除去した。

細胞密度が 5×106 cells/mLとなるように調節し、10% FCS、1%ペニシリン-ストレプトマイシ

ン溶液、5 μg/mL con-A及び 10 U/mL IL-2添加 RPMI-1640 培地で 37℃、5% CO2下で培養し、

実験には全細胞を使用した。 

マウス T 細胞株 mCTLL-2 は理研バイオリソース研究センター（RIKEN BRC, 筑波）より

購入した。RPMI-1640（富士フィルム和光純薬）に 10%FCS及び 1%ペニシリン-ストレプトマ

イシン溶液、100 U/mL IL-2 を添加し、37℃、5%CO2で維持された CO2インキュベーター内で

培養した。 

 

6. RNA抽出、逆転写反応およびリアルタイム PCR 

 回収した CD4陽性 T細胞及び CD4陽性 CD25陰性 T細胞は TRI Reagent (Sigma-Aldrich) で

タンパク変性し、クロロホルムを用いて液相分離を行い、水相を回収した。イソプロパノー

ル沈殿後、70%エタノールにより RNA沈殿物を洗浄し、RNase free H2Oで溶解した。RNA濃

度は NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)  により定量し、逆転写酵素 ReverTra Ace

（東洋紡、東京）及びランダムプライマーprimer random p(dN)6 (Merck, Darmstadt, Germany) を

用いて逆転写反応を行い、cDNAを合成した。得られた cDNAを用いてリアルタイム PCRを

行い、ΔΔCt 法により定量化し、mRNA発現量を各サンプルの β-actin (ACTB) で規格化した。

リアルタイム PCRは SYBR Premix Ex Taq II（タカラバイオ、大阪）を使用し、ABI 7500 Fast 

real -time PCRシステム (Thermo Fischer Scientific) により解析した。また、使用したプライマ

ーは primer Express software (ver. 3.0.1, Thermo Fisher Scientific) を用いて設計し、その配列は以

下の通りである。 

K2P5.1 (GenBank accession number: NM_021542, 792-921), 130 bp 

K2P3.1 (NM_010608, 692-812), 121 bp 
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K2P9.1 (NM_001033876, 757-877), 121 bp 

K2P16.1 (NM_029006, 192-312), 121 bp 

HIF-1α (NM_010431, 963-1062), 100 bp 

HIF-2α (NM_010137, 737-856), 120bp 

β-actin (ACTB) (NM_007393, 418-518), 101 bp 

 

7. ウェスタンブロッティング 

 回収した CD4 陽性 T細胞を sample buffer に溶解し、DC protein assay (Bio-Rad Laboratories, 

KY, USA ) を用いてタンパク濃度測定を行った。各サンプルに 2-メルカプトエタノールを 10%

となるように加え、95℃で 5 分間加熱することで熱変性を行った。SDS-PAGE（10%ゲル、5-

20 μL/lane）によりタンパク質を分離し、タンク式トランスファー装置を用いてポリフッ化ビ

ニリデン (PVDF) 膜 (Millipore, CA, USA) に転写した。転写した PVDF 膜は 3%BSA を含む

0.1%Tween PBS に浸して室温で 2 時間もしくは 4℃で一晩インキュベートすることでブロッ

キングを行った。一次抗体として、抗 HIF-1α 抗体 (28b, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)

（希釈倍率 1:200）、抗 ACTB抗体 (Sigma-Aldrich)（希釈倍率 1:10,000）を 0.1%Tween PBSで

希釈し、4℃で一晩反応させた。0.1%Tween PBSで 5 分間振盪し、溶液を交換して再度振盪を

5回繰り返すことで PVDF膜を洗浄し、二次抗体としてHRP標識抗マウス IgG抗体 (Millipore)

（希釈倍率 1:20,000）を 0.1% Tween PBSで希釈し、4℃で 2 時間反応させた。再度 0.1%Tween 

PBS で PVDF 膜を洗浄した後、化学発光検出試薬 Chemi-Lumi One（ナカライテスク、京都）

を反応させ、Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) によりバンドシグナ

ルを検出した。バンドシグナルの定量解析には、ImageJ software (Ver. 1.42, NIH, MA, USA) を

用い、各サンプル中の ACTBで規格化した。 

 

8. 細胞膜電位測定 

 細胞膜電位は膜電位感受性色素 DiBAC4(3)（同仁化学研究所、熊本）を用いた蛍光イメージ

ング解析により測定した。 

 単離した CD4 陽性 T細胞は、fibronectin（5 μM、富士フィルム和光純薬）でコートしたガ

ラス片に播種し、氷上で 30 分静置することで接着させた。細胞を、100 nM DiBAC4(3)添加

Normal HEPES溶液 (pH7.4) 中、室温暗所で 30 分インキュベートした。蛍光強度が安定する

まで Normal HEPES 溶液 (pH7.4) で還流し、その後 Normal HEPES 溶液 (pH8.5) を 5 分、

High K+ HEPES溶液を 5 分還流した。膜電位測定時には、Normal HEPES及び High K+ HEPES

溶液に 100 nM DiBAC4(3)を添加した。細胞は励起波長 490 nm で励起させた。蛍光イメージン

グ解析には、浜松ホトニクスのイメージングシステム  (ORCA-Flash 2.8 digital camera, 
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HCImage) を用いた。 

 

9. 統計解析 

 データは平均±標準誤差 (SEM) として表した。2 群間の比較では、F 検定を行った後、

student の t 検定もしくは Welch の t 検定を行った。多群間の比較では ANOVA を行った後、

Tukey 検定を行った。いずれの検定においても、危険率 5%未満を有意とした。統計解析には、

Origin Pro（ライトストーン、東京）もしくは XLSTAT（version 2013.1, Microsoft Japan、東京）

を使用した。 

 

  



- 44 - 

 

第 3節 結果 

1. DSS誘発性 IBDモデルマウスの脾臓由来 CD4 陽性 T細胞における HIF-1α発現 

 5%DSS 溶液を 7 日間自由飲水させることで作製した IBD モデルマウスでは、以前の報告

[31] と同様に脾臓由来 CD4陽性 CD25陰性 T細胞中の K2P5.1及び IFN-γ発現が有意に亢進

した (Fig. 15A, B)。脾臓由来 CD4陽性 CD25陰性 T細胞における HIF mRNA発現を測定し

たところ、HIF-1α mRNA発現は対象群と比較して約 50%亢進した (Fig. 15C) が、HIF-2αに

ついては発現量が少なく、両群間に差は見られなかった (Fig. 15D)。HIF-1αタンパク発現を

ウェスタンブロッット解析した結果、mRNA 発現の結果と同様に、IBD モデルマウス由来

CD4陽性T細胞におけるHIF-1αタンパク発現は対象マウスと比較して有意に高かった (Fig. 

15E, F)。 
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Figure 15. Expression levels of K2P5.1, IFN-γ, HIF-1α and HIF-2α expressions in splenic CD4+ T 

cells of DSS-induced IBD model mice. 

A, B, C, D: Real-time PCR assay for K2P5.1 (A), IFN-γ (B), HIF-1α (C) and HIF-2α (D) in splenic 

CD4+CD25- T cells of ‘normal’ and ‘IBD’ model mice (n=4 for each). Expression levels were shown as 

a ratio to ACTB. E, F: HIF-1α protein expression (132 kDa) in the splenic CD4+ T cells of ‘normal’ and 

‘IBD’ model mice. Protein lysates of the examined cells were probed by immunoblotting with anti-HIF-

1α (132 kDa, upper panel) and anti-ACTB (42 kDa, lower panel) antibodies on the same filter (E). 

Summarized results were obtained as the optical density of HIF-1α and ACTB band signals (F). After 

compensation for the optical density of the HIF-1α protein band signal with that of the ACTB signal, 

the HIF-1α signal in ‘normal’ was expressed as 1.0 (n=4 for each). Results are expressed as means ± 

SEM. **: P<0.01 vs. normal mice (normal). 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38  
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2. マウス脾臓 CD4 陽性 T 細胞における低酸素 (1.5% O2) 曝露による K2P5.1 発現・活性 

変動 

 HIF-1αによる K2P5.1発現への影響について詳細に解析するために、in vitroにおいて低酸素

刺激を行った。単離した脾臓細胞を、細胞生存のために concanavalin-A (con-A, 5 μg/mL) 及び

IL-2 (10 U/mL) を添加した培地で 24時間培養した後に、炎症部位で見られる酸素濃度である

1.5%の低酸素環境下で培養した。低酸素曝露 12時間後において、通常酸素濃度下 (20.8% O2) 

で培養した細胞と比べて HIF-1α mRNA発現が増加し、K2P5.1 mRNA発現についても通常酸素

濃度下と比べて約 50%亢進した (Fig. 16A, B)。HIF-1αタンパク発現をウェスタンブロッティ

ングで測定した。24時間低酸素環境で培養した細胞では、132 kDa 付近に見られる HIF-1αの

バンドシグナルに差が見られなかった (Fig. 16Cc)。しかし、低酸素曝露を 6 時間及び 12 時

間行った細胞では、通常酸素濃度下で培養した細胞と比べて高い HIF-1α 発現が認められた 

(Fig. 16Ca, b)。 

 次に、マウス CD4陽性 T 細胞における低酸素曝露による K2P5.1活性について解析した。細

胞外液を pH 8.5 に変更した際の K2P5.1 活性化による細胞膜の過分極反応を測定したところ、

低酸素曝露による K2P5.1 転写亢進と同様に、低酸素に曝露された CD4 陽性 T 細胞において、

より大きいアルカリ pH 誘発性過分極反応が見られた (Fig. 17A, B)。Fig. 17C, D に示すよう

に、非選択的 K2P5.1阻害剤 clofilium (5 μM) 存在下では、アルカリ pH誘発性過分極反応が阻

害された。 

 低酸素曝露による HIF-1α 及び K2P5.1発現亢進は、con-A刺激マウス胸腺細胞 (Fig. 18A, B) 

及び K2P5.1 を発現するマウス T 細胞株 mCTLL-2 (Fig. 18C, D) において同様に観察された。

mCTLL-2細胞では、低酸素曝露による有意な K2P5.1活性亢進が認められた (Fig. 18 E, F)。 

 以上の結果から、低酸素曝露により K2P5.1発現・活性が増加することが明らかとなった。 
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Figure 16. Upregulation of K2P5.1 by hypoxia for 12 hr in con-A-stimulated splenic CD4+ T cells 

of mice. 

A, B: Real-time PCR assay for HIF-1α (A) and K2P5.1 (B) in splenic CD4+ T cells exposed to hypoxia 

conditions (1.5%O2) (n=4 for each). C: HIF-1α protein expression (132 kDa) in splenic CD4+ T cells 

exposed to hypoxia conditions for 6 (a), 12 (b) and 24 (c) hr. Protein lysates of the examined cells were 

probed by immunoblotting with anti-HIF-1α (132 kDa, upper pane) and anti-ACTB (42 kDa, lower 

panel) antibodies on the same filter. Results are exposed as means ± SEM. *, **: P<0.05, 0.01 vs. 

normoxia. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38 
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Figure 17. Enhanced K2P5.1 activity by hypoxia for 24 hr in stimulated splenic CD4+ T cells of 

mice and disappearance of K2P5.1 activity by application of clofilium (5 μM) in hypoxia-exposed 

splenic CD4+ T cells. 

A: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in splenic CD4+ T cells. Fluorescent 

intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. B: Summarized data are shown as changes in the relative 

fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative FDiBAC) in splenic CD4+ T cells. Cells were isolated from 

4 different mice in each group. C: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in 

the presence (‘clofilium’) and absence (‘vehicle’) of 5 μM clofilium in hypoxia-exposed splenic CD4+ 

T cells. Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. D: Summarized data are shown as 

changes in the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative FDiBAC) in hypoxia-exposed splenic 

CD4+ T cells. Cells were isolated from 2 different mice in each group. Results are expressed as means 

± SEM. Cell numbers used in experiments are shown in parentheses. *: P<0.05 vs. normoxia. **: P<0.01 

vs. vehicle. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38  
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Figure 18. Upregulation of HIF-1α and K2P5.1 by hypoxia (1.5% O2) for 24 hr in the stimulated 

thymocytes of mice and mouse T cell line mCTLL-2 and enhanced K2P5.1 activity by hypoxia for 

24 hr in mCTLL-2 cells. 

A-D: Real-time PCR assay for HIF-1α (A, C) and K2P5.1 (B, D) in stimulated thymocytes (A, B) and 

mCTLL-2 cells (C, D) exposed to hypoxic conditions (n=4). Expression levels are shown as a ratio to 

ACTB. E: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in normoxia- and hypoxia-

exposed mCTTLL-2 cells. Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. B: Summarized 

data are shown as changes in the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative FDiBAC) in 

normoxia- and hypoxia-exposed mCTTLL-2 cells. Cell numbers used in experiments are shown in 

parentheses. Results are expressed as means ± SEM. *, **: P<0.05, 0.01 vs. normoxia. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38 
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3. CD4陽性 T細胞における K2P5.1発現・活性に対する HIF阻害剤の影響 

 低酸素環境下で培養したマウス CD4陽性 T細胞に HIF阻害剤 FM19G11 (1 μM) を 24時間

処置した際の K2P5.1 発現及び活性を測定した。FM19G11 処置は低酸素曝露と同時に行った。

Fig. 19Aに示すように低酸素曝露により増加した K2P5.1 発現が、FM19G11 処置により有意に

抑制された。K2P5.1 活性について測定したところ、FM19G11 処置により有意にアルカリ pH

誘発性過分極反応が減少した (Fig. 19B, C)。一方、選択的 HIF-2阻害剤である HIF-2 antagonist 

2 (HIF-2 inh, 10 μM) を処置した際には、K2P5.1 発現・活性への影響は見られなかった (Fig. 

19D, E, F)。 
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Figure 19. Decreased K2P5.1 expression level and activity by the pharmacological inhibition of HIF 

in hypoxia-exposed splenic CD4+ T cells. 

A, D: Real-time PCR assay for K2P5.1 in hypoxia-exposed splenic CD4+ T cells, which were treated 

with vehicle, FM19G11 (1 μM) (A), and HIF-2 antagonist 2 (HIF-2 inh) (10 μM) (D) for 24 hr (n=4 for 

each). B, E: Time course of changes in the fluorescent intensity of DiBAC4(3) in vehicle-, FM19G11- 

(B), and HIF-2 inh- (E) treated groups. Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. C, F:  

Summarized data are shown as changes in the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative 

FDiBAC) in vehicle-, FM19G11- (C), and HIF-2 inh- (F) treated groups. Cells were isolated from 4 

different mice in each group. Cell numbers used in experiments are shown in parentheses. Results are 

expressed as means ± SEM. *: P < 0.05 vs. vehicle control. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38  
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4. IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞におけるヒストン脱アセチル化酵素阻害剤が

K2P5.1発現・活性に及ぼす影響 

 IBD モデルマウス由来脾臓細胞を con-A 及び IL-2 含有培地で 24 時間培養後、非選択的

HDAC阻害剤 vorinostat (1 μM) 又は SIRT1/2 阻害剤 NCO-01 (50 μM) を 24時間処置した。CD4

陽性 T細胞における K2P5.1 発現量を測定したところ、vorinostat 処置細胞及び NCO-01処置細

胞のいずれにおいても、vehicle 処置細胞と比べて発現量に差が見られなかった (Fig. 20A)。

同様に、健常マウス由来胸腺細胞及びマウス T細胞株 mCTLL-2における vorinostat、NCO-01

処置による K2P5.1発現変動について検討した。胸腺細胞において、vorinostat処置により K2P5.1

発現亢進が認められたが、NCO-01処置では発現変動は見られなかった (Fig. 20B)。mCTLL-2

細胞では、vorinostat、NCO-01処置どちらにおいても K2P5.1発現変動は認められなかった (Fig. 

20C)。 

 

 

Figure 20. No significant changes in K2P5.1 expression by the pharmacological inhibition of HDAC 

and SIRT in splenic CD4+ T cells of IBD model mice. 

A-C: Real-time PCR assay for K2P5.1 in splenic CD4+ T cells of IBD model (A), stimulated thymocytes 

(B), and mCTLL-2 cells (C), all of which were treated with vehicle, vorinostat (1 μM), and NCO-01 (50 

μM) for 24 hr [n=4 mice (A, B) and n=4 batches (C)]. Results are expressed as means ± SEM. **: 

P<0.01 vs. vehicle. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38 
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5. IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞及び低酸素曝露 T 細胞における K2P5.1 補償の 

関与 

 これまでに、K2P5.1 ノックアウトマウスにおいて K2P3.1 が代償的に発現亢進することが報

告されている [77]。7週齢の K2P5.1ノックアウト (K2P5.1-/-) マウスから単離した CD4陽性 T

細胞における K2P3.1発現を測定したところ、野生型 (K2P5.1+/+) と同様に K2P3.1発現レベルは

低く (Fig. 21A)、アルカリ pH誘発性過分極反応も見られなかった (Fig. 21B, C)。一方、20週

齢の K2P5.1 ノックアウトマウスでは、K2P3.1 発現の有意な増加が見られ (Fig. 21A)、アルカ

リ pH誘発性過分極反応の亢進も認められ、K2P3.1による補償機構が働いていることが示され

た (Fig. 21B, C)。K2P5.1 以外の pH 感受性 K2Pチャネルである K2P9.1 及び K2P16.1 発現は、

K2P5.1 ノックアウトマウス由来 CD4 陽性 T 細胞においてかなり低く、ACTB 比で 0.001 未満

であった（データ未掲載）。IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞における K2P3.1 発現を測

定したところ、K2P5.1発現レベルと比べて K2P3.1発現は低く、正常マウスと IBDモデルマウ

スの間に有意な差は認められなかった (Fig. 22A)。同様に、低酸素曝露したマウス CD4陽性

T 細胞 (Fig. 22B)、胸腺細胞 (Fig. 22C) 及び mCTLL-2 細胞 (Fig. 22D) 中の K2P3.1 発現量に

ついても、正常酸素濃度下で培養した細胞と差が見られず、本研究において見られた K2P5.1

発現・活性に K2P3.1による補償は関与していないことが示唆された。 
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Figure 21. Compensatory increase in K2P3.1 expression and activity in the splenic CD4+ T cells of 

adult K2P5.1 homozygous knockout mice. 

A: Real-time PCR assay for K2P3.1 in the splenic CD4+ T cells of wild type (K2P5.1+/+) and K2P5.1 

homozygous knockout (K2P5.1-/-) mice at 7 and 20 weeks old (n=4). B: Time course of changes in the 

fluorescent intensity of DiBAC4(3) in the splenic CD4+ T cells of K2P5.1-/- mice at 7 and 20 weeks. 

Fluorescent intensity at 0 sec (pH7.4) is expressed as 1.0. C: Summarized data are shown as changes in 

the relative fluorescent intensity of DiBAC4(3) (Δrelative FDiBAC) in the splenic CD4+ T cells of K2P5.1-

/- mice at 7 and 20 weeks. Cells were isolated from 3 different mice in each group. Cell numbers used in 

experiments are shown in parentheses. Results are expressed as mean ± SEM. **: P<0.01 vs 7 weeks 

K2P5.1-/-, ##: P<0.01 vs. 20 weeks K2P5.1+/+. 

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38 
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Figure 22. No compensatory changes in the expression levels of K2P3.1 transcripts in the splenic 

CD4+ T cells of IBD model mice or hypoxia-exposed T cells. 

A-D: Real-time PCR assay for K2P3.1 in the splenic CD4+ T cells of ‘normal’ and ‘IBD’ model mice (A), 

hypoxia-exposed splenic CD4+ T cells (B), hypoxia-exposed thymocytes (C), and hypoxia-exposed 

mCTLL-2 cells (D) [n=4 mice (A-C) and n=4 batches (D)]. Results are expressed as means ± SEM.  

Endo et al., Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 38 
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第 4節 考察 

 IBD などの自己免疫疾患における炎症性微小環境の重要な特徴の一つに低酸素がある。低

酸素によるシグナル伝達は、腸管における炎症反応を促進することにより IBDの病因に関与

している [60]。本章では、二次リンパ組織である脾臓から単離した IBDモデルマウス由来炎

症性 CD4 陽性 T 細胞において、リアルタイム PCR 法及びウェスタンブロッティングにより

低酸素誘導因子 HIF-1α の有意な発現亢進が見られた (Fig. 15)。IBD モデルマウスにおいて、

炎症により胸腺が縮小し、脾臓が肥大する。胸腺から分化した CD4 陽性 T細胞は、全身を循

環する際に、炎症部位において低酸素曝露を受ける。また、肥大した脾臓では、酸素需要量

が増大する。以上の要因により、IBDモデルマウスの脾臓由来 CD4陽性 T細胞における HIF-

1α発現が増大した可能性が考えられる。 

IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞における K2P5.1 発現亢進への HIF-1α の関与を詳細

に解析した。マウス脾臓細胞を培養し、酸素濃度 1.5%の低酸素環境で 24 時間培養したとこ

ろ、K2P5.1 発現増大及びアルカリ pH 誘発性過分極反応で測定される K2P5.1 活性亢進が認め

られた (Fig. 16, 17)。同様に、マウス胸腺細胞や mCTLL-2細胞などの T細胞系において、HIF-

1αによる K2P5.1発現・活性亢進が認められた (Fig. 18)。この発現・活性亢進は、低酸素曝露

時に HIF 阻害剤 FM19G11 を同時に処置することにより消失したが、選択的 HIF-2α 阻害剤

HIF-2 antagonist 2 処置では影響が見られなかった (Fig. 19)。以上の結果より、低酸素曝露に

よる K2P5.1 発現・活性亢進は、主に HIF-1αが関与していることが明らかとなった。第 1章に

おいて、K2P5.1 スプライスバリアント K2P5.1B が K2P5.1 細胞膜移行を阻害することにより

K2P5.1活性を抑制することを示したが、低酸素条件下におけるマウス CD4陽性 T 細胞におけ

る K2P5.1B発現変動は認められなかった（データ未掲載）。 

転写因子として働く HIF-1複合体は、標的とする遺伝子の HRE領域に結合することで、標

的遺伝子の転写活性を亢進させる [78]。K2P5.1 のプロモーター領域には低酸素シグナルに関

与する転写因子のうち、NF-κBや AP-1、HIFの結合部位が存在することが明らかになってい

る。これらの転写因子の内、NF-κB はプロモーター領域に結合部位があるにもかかわらず

K2P5.1転写に関与しないことが報告されている。しかし、AP-1や HIFなど他の転写因子につ

いては検討がなされていなかった [79]。本研究では、CD4 陽性 T 細胞において HIF-1α によ

り K2P5.1転写が亢進することを明らかにした (Fig. 16-19)。また、Shinらにより、B細胞にお

いて K2P5.1 が HIF-1α 依存的に低酸素条件下で発現増加することが報告され [80]、これは本

研究成果と一致する。しかし、HIF-1αを介した K2P5.1 発現増加の根底にあるメカニズムは未

だ不明である。低酸素状態では Th1細胞において STAT3のリン酸化が増加し、HIF-1α転写を

引き起こす。増加した HIF-1αは STAT3の負の調節因子である suppressor of cytokine signaling 
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(SOCS) 3 発現を抑制することで STAT3 の活性化を促進するため、HIF-1α と STAT3 の間に正

のフィードバックループが形成される [81]。そのため、CD4陽性 T細胞における K2P5.1発現

に対する STAT3 シグナル伝達経路の関与について検討した。しかし、マウス CD4 陽性 T 細

胞に STAT3阻害剤 (10 μM static, Abcam, Cambrige, UK) を 12時間処置したところ細胞死を引

き起こしたため、K2P5.1 発現、活性を測定できなかった。con-A 刺激は STAT3 リン酸化を介

して細胞増殖を促進するため、STAT3阻害剤処置により con-A による T 細胞増殖が抑制され

た可能性がある [82]。 

K2P チャネルのうち、pH に感受性を持ち、アルカリ pH によりチャネル活性を増加させる

チャネルとして TASKサブファミリーに属する K2P3.1、K2P9.1、及び TALKサブファミリーに

属する K2P5.1、K2P16.1、K2P17.1 が存在する（K2P17.1 のマウスホモログ報告されていない）。

マウス CD4陽性 T細胞では、K2P5.1 を除くこれらの K2Pサブタイプの発現は非常に低く、ま

た低酸素曝露による有意な発現変化は見られなかった。Bittner らは、K2P5.1 ノックアウトマ

ウスにおいて、K2P3.1が補償的に発現上昇することを明らかにした [77]。本研究において、7

週齢 K2P5.1 ノックアウトマウスの脾臓由来 CD4 陽性 T 細胞では K2P3.1 発現が見られず、ア

ルカリ pH 誘発性過分極反応が見られなかった。しかし、20 週齢 K2P5.1 ノックアウトマウス

において、K2P3.1発現増加及びアルカリ pH誘発性過分極反応が認められ、K2P3.1 が K2P5.1 に

対して補償的に働くことが示された (Fig. 21)。一方、IBDモデルマウス脾臓由来 CD4陽性 T

細胞や健常マウス由来 CD4 陽性 T 細胞、胸腺細胞、mCTLL-2 細胞における K2P3.1 発現は

K2P5.1よりも低く、低酸素曝露による発現変化も見られなかった (Fig. 22)。これらの結果は、

本研究で見られたアルカリ pH 誘発性過分極反応が主に K2P5.1 活性化によるものであること

を示唆している。 

低酸素は DNA のメチル化やヒストンのアセチル化などエピジェネティック機構に影響を

及ぼす [83]。IBD患者の生検及び IBDモデルマウスにおいて、高レベルのヒストンアセチル

化が検出されており、HDACは炎症の調節因子として重要な役割を果たす [75]。HDAC阻害

剤は IBDモデルマウスの炎症性サイトカイン産生を抑制することにより、疾患の重症度を低

下させる [74]。T 細胞に機能発現する主なカリウムチャネルサブタイプの 1 つである KCa3.1

は、IBDモデルマウスの CD4 陽性 T細胞においてその発現、活性が亢進する [84]。この IBD

モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞において、KCa3.1 発現はクラスⅠ HDAC である HDAC2 及

び HDAC3 によって調節される [76]。一方、HIF-1 下流分子であるクラスⅢ HDAC SIRT1 は

IBD患者及び IBDモデルマウスにおいて発現低下することが報告されている [71, 72]。Fig. 20

に示すように、マウス CD4 陽性 T 細胞や胸腺細胞、マウス T 細胞株 mCTLL-2 において、

HDAC阻害剤 vorinostat及び SIRT1阻害剤 NCO-01を 24時間処置した際の K2P5.1発現変化は

見られなかった。したがって、HDAC 及び SIRT1 は IBD モデルマウスの CD4 陽性 T 細胞に
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おける K2P5.1発現亢進機構に関与しないことが示唆された。 

本章では、IBD モデルマウス由来 CD4 陽性 T 細胞における K2P5.1 発現亢進機構として、

HDAC/SIRT を介したエピジェネティック制御ではなく、HIF-1α シグナル伝達経路が関与し

ていることを明らかにした。しかし、HIF-1αによる K2P5.1発現亢進が直接 K2P5.1 プロモータ

ー領域に存在する HRE に結合することで起こるのか、もしくは HIF-1α により発現増加や活

性亢進した他の転写因子により K2P5.1 発現調節を受けるのかについては明らかにしておらず、

今後さらに検討が必要である。 

 

 

Figure 23. Mechanism of K2P5.1 upregulation via HIF-1α 

HRE: hypoxia response element 
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総括 

 免疫系疾患の治療薬開発において、カリウムチャネル阻害薬が期待されており、T 細胞に

おける機能発現が初期に報告された電位依存性カリウムチャネル Kv1.3 やカルシウム活性化

カリウムチャネル KCa3.1 では、強力かつ選択性の高い阻害薬が開発され、前臨床試験や臨床

試験が実施されている。これまで当研究室では、IBD モデルマウスを用いて自己免疫疾患に

おける K2P5.1 の病態生理学的役割と治療標的としての潜在性を報告した。しかし、K2P5.1 の

選択的かつ強力な阻害薬は未だ開発されていない。本研究では、自己免疫疾患の CD4陽性 T

細胞における K2P5.1発現・活性亢進の分子機構と K2P5.1の新規阻害機構の解明を目的として、

以下のことを明らかにした。 

第 1 章では、リンパ組織から新規 K2P5.1 スプライスバリアント K2P5.1B を分子同定し、

K2P5.1Bが完全長 K2P5.1Aの細胞膜移行を阻害するドミナントネガティブ体として、チャネル

活性を負に制御することを明らかにした。興味深いことに、スプライソソーム阻害薬

pladienolide Bは、K2P5.1B発現を亢進させ、K2P5.1活性を抑制した。 

また第 2 章では、低酸素曝露による HIF-1 シグナル活性化により、K2P5.1 の活性が転写レ

ベルで増大することを明らかにした。HIF-1 による K2P5.1 発現の詳細な分子機構についての

解明はできなかったものの、ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC/SIRT によるエピジェネティ

ック制御は関与していないことが示唆された。 

IBD モデルにおける病態の発症・進展に伴う K2P5.1 発現・活性亢進に選択的スプライシン

グ変動は関与していなかったが、スプライソソーム阻害薬による K2P5.1 阻害の発見は、革新

的イオンチャネル創薬研究に繋がることが期待される。今後、自己免疫疾患モデルを用いた

in vivo における検証が必要である。また、HIF発現・活性の亢進は、IBDだけでなく他の自己

免疫疾患や癌、循環器疾患など様々な病態の発症・進展と関与しており、自己免疫疾患など

病因が明らかになっていない K2P5.1 関連疾患の発症、悪化などについて、より理解が深まる

ことが期待される。 
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