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  光光操操作作をを駆駆使使ししたたイイオオンンチチャャネネルルのの11分分子子動動態態解解析析  好好岡岡  大大輔輔  

 
【【目目的的】】電位依存性カリウムチャネルである M チャネル（KCNQ2/3）は神経細胞に発現し、軸索起始部（Axon 
Initial Segment：AIS）に局在して活動電位の生成を制御する。M チャネルの制御機構はチャネルの活性制御と

トラフィッキング制御に二分できる。前者については、イノシトールリン脂質である PI(4,5)P２（以下、PIP2）
が直接的な制御因子として機能することが明らかとなっている。一方、後者についての PIP2 の関与は未だに良

く分かっていない。そこで本研究では、M チャネルの活性制御だけでなく、トラフィッキング制御における PIP2
の役割を解明することを目指す。 
【【方方法法】】本研究では、次に挙げる 2 つの光工学技術を用いて、M チャネルを構成する KCNQ3 の時空間動態の可

視化と KCNQ3－PIP2 相互作用の光操作を試みた。1．KCNQ3 時空間動態の 1 分子イメージング解析：全反射

照明蛍光顕微鏡（TIRFM）による 1 分子イメージング法を用いて、培養神経において蛍光標識した KCNQ3 の

3 次元的な 1 分子動態を網羅的に定量解析した。2．KCNQ3－PIP2 相互作用の光工学的操作：KCNQ3 の PIP2
親和性自体を光操作するために、KCNQ3 の PIP2 作用部位を構成するリジン残基（K260）を光感受性ケージド

リジン（HCK）に置き換えた。近紫外光（365 nm）の短時間照射により HCK をアンケージすることで KCNQ3
の PIP2 親和性を光操作した。 
【【結結果果】】本研究では、まず PIP2 の結合能力を欠く変異型 KCNQ3 の細胞内局在を調査した。その結果、低 PIP2
親和性 KCNQ3 は野生型 KCNQ3 と同様に AIS へと優先的に輸送されるものの、AIS 領域での変異体の表面密

度はチャネル活性依存的に有意に減少することが明らかとなった。また、1 分子イメージングを用いた詳細な解

析により PIP2 結合部位の変異が KCNQ3 の側方拡散とエキソ・エンドサイトーシスの両方のプロセスに影響を

与えることが判明した。以上の結果から、KCNQ3－PIP2 相互作用がチャネルの活性だけでなく、そのトラフィ

ッキング制御においても直接的な役割を果たすことが示された。さらに本研究では、高い時空間分解能でイオン

チャネルと PIP2 の相互作用を光学的に制御するための「ケージドリジンシステム」を確立した。この手法では、

KCNQ3 チャネルの既知の PIP2 結合サイトである K260 を HCK に置換した。近紫外光の照射により、実際に

KCNQ3 が活性化されることを確認した。このチャネル活性の変化は HCK のアンケージにより、KCNQ3 の

PIP2 親和性が回復したことに起因すると考えられる。以上の実験により、チャネルの PIP2 親和性操作における

ケージドリジンシステムの適用性を実証することに成功した。 
 
 

AIS における PIP2 結合サイトを介した M チャネル空間動態制御の概略図 
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緒緒  言言  

 
神経細胞において、M チャネル（KCNQ2/3）は活動電位の発生を制御する最も重要な電位依存性カリウムチ

ャネルの一つである。病理学的には、M チャネルの機能障害はてんかんを含む様々な神経疾患の原因であること

から、M チャネルはこれらの疾患の重要な創薬ターゲットとも考えられている。M チャネルの制御機構は、     
トラフィッキング機構と活性制御機構に大別される。前者については、M チャネルが主に軸索初期分節（AIS）
に局在すること、M チャネルの空間パターンの可塑的変化が神経細胞の興奮性に直結することなどがよく知られ

ている。後者については、細胞膜内葉に存在するイノシトールリン脂質の一種である PI（4,5）P２（以下、PIP2）
が、M チャネルのいくつかの塩基性残基（K、R、H）と静電的に相互作用し、活性化された開口状態を安定化す

ることがすでに証明されている。PIP2 は細胞内小胞の形成や輸送過程にも強く関与しているが、PIP2 が神経細

胞における M チャネルの活性だけでなく輸送をも制御しているかどうかは、まだ誰も十分に検証していない。 
本研究では、M チャネルのトラフィッキング制御における PIP2 の役割を解明することを目的とする。そこでま

ず、1 分子イメージングとケージドリジンシステムという 2 つの光工学技術をそれぞれ確立して、M チャネルの

時空間動態の可視化と M チャネル－PIP2 相互作用の光操作の実現を目指す。 
 

方方  法法  

 
11．．11 分分子子イイメメーージジンンググ  
まず KCNQ2/3 によって構成される M チャネルを可視化するために、蛍光標識用タグ（HaloTag）を融合した

KCNQ3 を作製した。ここで KCNQ2 ではなく KCNQ3 に着目したのは、KCNQ3 が M チャネルのトラフィッ

キング制御因子としての役割を持つことが既に判明しているからである［1］。本研究では、既報にならい［2］、
IL2RA 由来の 1 回膜貫通領域を KCNQ3 の N 末端に付与した。HaloTag は人工的に付与した膜貫通領域の N 末

端に融合させた（Halo-TAC-KCNQ3、図 1a）。共焦点イメージングを行う場合は、培養海馬神経に発現させた

Halo-TAC-KCNQ3 を細胞膜非透過性、透過性の HaloTag 特異的蛍光リガンド（AF660、TMR）で順次染色し

た。これにより、細胞表面と細胞質に存在する分子を同時に識別できた。全反射照明蛍光顕微鏡（TIRFM）によ

る 1 分子イメージング（図 2a）を行う場合は、低濃度の TMR で Halo-TAC-KCNQ3 を標識した。既報にならい

［3］、分子の 3 次元的な空間動態を定量解析した。 
 

22．．ケケーージジドドリリジジンンシシスステテムム  
KCNQ3 の PIP2 親和性自体を光操作するために光感受性保護基を有するケージドリジン（hydroxycoumarin 

lysine：HCK）を用いた［4］。先行研究により［5］、KCNQ3 の PIP2 作用部位を構成することが既に知られて

いるリジン残基（K260）を HCK に置き換えた。本研究では同時に、A316T 変異を導入することで KCNQ3 が

ホモ 4 量体として機能するようにした［6］。以降、KCNQ3-A316T のことを KCNQ3T と表記する。HCK は PIP2
と静電的に相互作用できないが、近紫外光（365 nm）の照射により保護基を分解すると通常型のリジンが露出す
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るため、KCNQ3 の PIP2 親和性は数秒以内に回復する。本研究では、まず実験系を確立することを目的として、

アフリカツメガエル卵母細胞に KCNQ3T-K260HCK を発現させて、Two Electrode Voltage-Clamp（TEVC）法

により電流計測を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．PPIIPP22 結結合合ササイイトトのの変変異異はは MM チチャャネネルルのの AAIISS 選選択択性性をを低低下下ささせせるる  
まず M チャネル－PIP2 相互作用が M チャネルのトラフィッキングにおいてどのような役割を担うのか調べ

るために、PIP2 結合能を欠損した変異型 KCNQ3-H258N の空間パターンを共焦点イメージングにより可視化

した（図 1b）。AIS と樹状突起における AF660 の輝度を定量し、その後、AIS と樹状突起間の AF660 輝度比を

KCNQ3 の AIS 選択性として算出した。その結果、H258N 変異は、KCNQ3 の AIS 選択性を有意に抑制するこ

とが確認された。この傾向はその他の低 PIP2 親和性変異体（R243A, K359A/R365A/K367A）でも観察され、 
興味深いことにそれらの AIS 選択性は M チャネルの活性（最大電流密度）と正の相関を示した。重要なのは、

全ての変異体において、細胞質における TMR の輝度が野生型と変わらなかったことである（図 1b）。このこと

は、AIS 表面における KCNQ3 分子密度の低下が細胞質における分子密度の低下に起因しているわけではないこ

とを示している。 

 
 

図 1．神経における Halo-TAC-KCNQ3 の共焦点イメージング 
a） M チャネルの空間動態を可視化するために構築した Halo-TAC-KCNQ3 の概略図。 
b） Halo-TAC-KCNQ3 と KCNQ2 を初代培養海馬神経細胞（DIV10）に共発現させ

た。その後、Halo-TAC-KCNQ3（左：野生型、右：H258N）を膜不透過性（AF660、
マゼンタ、上）と透過性（TMR、赤、下）の HaloTag 蛍光リガンドで順次標識し、

細胞表面と細胞質プールに存在する分子を識別した。矢印は AIS 領域の開始位置

を示す。AIS 領域は AIS マーカー（EGFP-Nav1.2Ⅱ-Ⅲ linker）を用いて同定し

た。スケールバーは 50μm。 
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22．．PPIIPP22 結結合合ササイイトトのの変変異異はは MM チチャャネネルルのの 33 次次元元的的なな空空間間動動態態のの全全ててにに影影響響すするる  
一般に、細胞における膜タンパク質の空間パターンは、エキソサイトーシス、側方拡散、エンドサイトーシス

という 3 方向のトラフィッキング経路によって形成される。したがって、低 PIP2 親和性 KCNQ3 で観察された

AIS 選択性の低下は、KCNQ3 の 3 次元的な空間動態を制御するいずれかの経路に生じた変化に起因しているは

ずである。そこで、PIP2 結合部位の変異が KCNQ3 のトラフィッキング経路のどこに影響を与えるかを明らか

にするために、KCNQ3 の 1 分子イメージングを行った。これにより、細胞底面近傍に存在する蛍光 1 分子のシ

グナルのみを検出できた（図 2b）。 

 
図 2．AIS における Halo-TAC-KCNQ3 の１分子イメージング 

a） TIRFM を用いた１分子イメージングの概略図。 
b） 培養海馬神経（DIV10）の AIS における Halo-TAC-KCNQ3（上、野生

型；下、H258N）の代表的な 1 分子イメージング画像（スケールバーは

5μm）およびその拡大図（スケールバーは 2μm）。 
 
まず、KCNQ3 の側方拡散を解析した。KCNQ3 の拡散動態は、隠れマルコフモデル（Hidden Markov Model：

HMM）を用いたパターン認識によって拡散係数の異なる 3 つの状態に分類できた（図 3a）。得られた拡散係数

に基づいて、この 3 つの状態を不動状態、低速拡散状態、高速拡散状態と呼んだ。解析の結果、PIP2 結合部位の

変異（H258N）により、KCNQ3 の不動状態、高速拡散状態の占有率が各々約 10％有意に減少、増加することが

明らかとなった。次に、KCNQ3 のエキソ・エンドサイトーシス過程も解析した。細胞表面における輝点の出現

と消失は、それぞれエキソサイトーシスとエンドサイトーシスが生じたことを示している。したがって、輝点の

出現頻度と寿命から、見かけの konと koff速度定数を計算することができる（図 3b）。解析の結果、興味深いこと

に、KCNQ3 の koff 速度定数は、各分子の拡散性と正の相関を示すことが分かった。しかし、野生型および変異

体 KCNQ3 の間に有意差は認められなかった。一方、H258N 変異は、不動かつ長寿命分子の kon速度定数を選択

的に低下させることが明らかとなった。 
以上のように、本研究では一分子イメージングを用いてイオンチャネルの 3 次元動態の全てを解析することに

成功した。その結果、PIP2 結合部位の変異により、KCNQ3 の側方拡散性が増大し、不動かつ長寿命分子の出現

頻度（エキソサイトーシス過程）が選択的に抑制されることが分かった。この 1 分子レベルでのダイナミクスの

違いは、多分子レベルで観察された低 PIP2 親和性 KCNQ3 の AIS 選択性の低さをよく説明している。重要なこ

とは、M チャネルの PIP2 結合部位に、てんかんに関連する遺伝子変異（R242Q/W、H257Y、R364H/C）が数

多く同定されていることである。今回の発見はてんかんを含む神経・精神疾患の発症機序や治療戦略を理解する

ための深い洞察も提供している。 
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図3．野生型および低PIP2親和性KCNQ3の時空間動態解析 

a） 隠れマルコフモデル（HMM）に基づき、Halo-TAC-KCNQ3（上：野生型、中：H258N、下：ETD/AAA）の拡

散ダイナミクスを拡散係数（D）の異なる 3 つの状態に分類した。Negative control として、AIS 構造を裏打ちす

る足場タンパク質であるankyrin-Gとの結合親和性を欠いた変異型KCNQ3-E838A/T839A/D840A（ETD/AAA）

の結果を併記している。M チャネルの正常な AIS 局在のためには ankyrin-G との相互作用が必要であり、

ETD/AAA 変異により KCNQ3 の AIS 選択性が著しく低下することが既に報告されている［1］。円の中と矢印の

横の数値はそれぞれ各状態の占有率と状態間の遷移速度定数を示す。赤で示したパラメータは野生型 KCNQ3（上）

と比較して有意差があったことを示す。P＜0.05（Steel-Dwass test、“Wild-type at AIS”との比較結果のみ示す）。 
b） 代表的な 1 分子輝点のタイムラプス画像を示す（上）。エンドサイトーシスの動態は細胞表面上の輝点の寿命から

解析した（中）。野生型および変異型 KCNQ3 の間に有意差はないものの、koff速度定数は分子の拡散性と相関し

ていた。一方、エキソサイトーシスの動態は細胞表面における輝点の出現頻度から解析した（下）。H258N およ

び ETD/AAA 変異は KCNQ3 の kon速度定数を有意に減少させた。*P＜0.05（Steel-Dwass test、“WT”との比較

結果のみ示す）。Mean±SE。スケールバーは 1μm。 
 

33．．ケケーージジドドリリジジンンシシスステテムムをを用用いいたた KKCCNNQQ33 のの PPIIPP22 親親和和性性操操作作法法のの確確立立  
ここまで（結果および考察 1、2）の計測・解析結果は全て異なる細胞に発現させた野生型および低 PIP2 親和

性 KCNQ3 の空間動態を比較したものである。これに加えてさらに、同じ細胞の中で KCNQ3 の PIP2 親和性を

時空間的に操作することを目指し、ケージドリジンシステムの確立に取り組んだ。まず、標的とする KCNQ3 の

K260 残基の PIP2 結合サイトとしての機能を検証した。まず、アフリカツメガエル卵母細胞を用いて野生型お

よび K260A 変異型 KCNQ3T 電流の TEVC 計測を行った結果、この変異は KCNQ3T の電流量と電位依存性を

有意に抑制することを確認した。ただしその内、電流量の低下は細胞表面における分子密度の低下に起因してい

ることが、共焦点イメージングにより判明した。さらに電位依存性ホスファターゼ（VSP）を用いて細胞膜の PIP2
量を操作し、KCNQ3 の PIP2 感受性を評価した［7］。その結果、K260A 変異により KCNQ3T の PIP2 感受性

が低下することが分かった。以上により、K260 残基が KCNQ3 の PIP2 親和性制御のため重要であることが確

かめられた。そこで次に、K260 残基をケージドリジン（HCK）に置き換えて同様の TEVC 計測を行った       
（図 4）。その結果、光照射により、KCNQ3T-K260HCK の電圧依存性が有意に増加した。この時、電流量は変

化しなかったが、これは細胞表面における KCNQ3T-K260A 分子密度の結果と一致している。この結果はケージ
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ドリジンシステムでは同じ細胞内で分子機能を比較できるため、遺伝子発現量やトラフィッキング効率などの影

響を排除できるという利点を支持する。以上のように、本研究ではイオンチャネルの PIP2 親和性を光操作する

ための基盤を確立できた。現在、この技術をさらに神経細胞におけるイオンチャネルの 1 分子イメージングと融

合させ、M チャネルの動態制御における PIP2 の役割をより詳細に解析する試みを続けている。 
 

 
図 4．ケージドリジンシステムを用いた KCNQ3－PIP2 相互作用の光操作 

a） KCNQ3T-K260HCK を発現させた卵母細胞から TEVC によって得られた代表的

なカリウム電流のトレース。－80 mV から＋60 mV まで、10 mV ずつ電位を変

化させた。その後、－40 mV においてテール電流を計測した。近紫外光（365 nm）

を 2 分間照射する前（Caged）と後（Uncaged）の結果を示す。 
b） 光照射前後＋60 mV における KCNQ3T-K260HCK の最大電流振幅。 
c） c、d）光照射前後（Caged、Uncaged）の G-V 曲線（c）と定量化した V1/2（d）。

G-V 曲線をボルツマン関数で近似することにより V1／2 を定量した。Ns：有意

差なし。**P＜0.01（Welch’s t-test）。Mean±SD。 
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