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略語 

AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement 

BMRB Biological Magnetic Resonance Bank 

CHCA α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 

CNBH cyclic nucleotide binding homology 

COS  CV-1 cells origin, SV40 

COSY correlation spectroscopy 

cRNA  complementary ribonucleic acid 

cryo-EM cryo-electron microscopy 

CYANA combined assignment and dynamics algorithm for NMR applications 

DEPC  diethylpyrocarbonate 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA  deoxyribonucleic acid 

DSS  4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate 

DTT  dithiothreitol 

rEAG1 rat ether-à-go-go 1 

EGTA ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

FBS  fetal bovine serum 

FID  free induction decay 

hERG  human ether-à-go-go-related gene 1 

HADDOCK High Ambiguity Driven protein-protein DOCKing 

HEK293 human embryonic kidney cells 293 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HSQC heteronuclear single quantum coherence 

IC50  half maximal inhibitory concentration 

IPTG  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

IUPAC-IUB International Union of Pure and Applied Chemistry-International Union of Biochemistry 

KV  Voltage-gated potassium channel 

LB  Luria-Bertani 

LQTS  long QT syndrome 

MALDI matrix assisted laser desorption ionization 

MS  mass spectroscopy 

NMR  nuclear magnetic resonance 

NOE  nuclear Overhauser effect 

NOESY NOE spectroscopy 

NP-40  nonidet P-40 

NUS  non-uniform sampling 
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OD  optical density 

S-S bond disulfide bond 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PAS  Per-Arnt-Sim 

PBS  phosphate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PD  pore domain 

PDB  Protein Data Bank 

rEAG1 rat ether-à-go-go 1  

RMSD root mean square deviation 

rpm  revolutions per minute 

SEM  standard error of the mean 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SOB  super optimal broth 

SOC  super optimal broth with catabolite repression 

TEV  tobacco etch virus 

TEVC  two-electrode voltage clamp 

TFA  trifluoroacetic acid 

TOCSY total correlation spectroscopy 

TOF  time of flight 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 

VSD  voltage-sensing domain 

V1/2  half-maximal activation voltage 

YT  yeast extract tryptone 
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第 1章 序論 

1.1 電位依存性カリウムイオンチャネル 

生体内におけるカリウムイオン (K+) の濃度は細胞内で約 140 mM、細胞外で約 5 mMで

あり、細胞内外の K+濃度の差は膜電位の形成に必須である。カリウムイオンチャネル（K+チ

ャネル）は電気化学的勾配に従って K+を選択的に膜透過させる膜貫通型タンパク質である 

[1]。K+チャネルには膜電位やリガンドといった種々の刺激に応答して、イオン透過路の開閉

が調節されているものがあり、膜電位を感知して構造変化する K+チャネルを電位依存性 K+

チャネル（KVチャネル、voltage-gated K+ channel）と呼ぶ [1]。ヒトの KVチャネルは 12個の

ファミリー (KV1-KV12) に分類され、これまでに 40種の分子種が同定されている [2-5]。KV

チャネルは細胞の静止膜電位の維持や、神経細胞や心筋細胞といった電気的興奮性細胞の活

動電位の持続時間や発火頻度の調節に関わっている [6,7]。そのため、膜電位依存的な KVチ

ャネルの動作機構を解明することは、これらの生命現象を理解する上で重要であるとともに、

KVチャネルの電位依存性を調節する新規リガンドの創製にも繋がることが期待され、創薬の

観点からも重要な課題である。 
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1.2 Human ether-à-go-go-related gene (hERG) の生体内での機能と、

hERG結合リガンドによる創薬の可能性 

Human ether-à-go-go-related gene (hERG, KV11.1) は KVチャネルの一種であり [8]、心臓や

脳、がん細胞に発現し、静止膜電位の維持や活動電位の制御などに関与する [8-10]。 

心臓の拍動は、心筋細胞の正常な活動電位によって制御されている。心筋の中でも、心

室筋細胞の収縮および弛緩は血液を全身へと拍出することに寄与する。心室筋細胞の活動電

位は、第 0相（脱分極）、第 1相（一過性再分極、スパイク）、第 2相（プラトー）、第 3相

（再分極）、第 4 相（静止膜電位）で構成されており、それぞれの相では電位依存性イオン

チャネルの機能が必須である（図 1-1）[11]。このうち第 3相では、KVチャネルである hERG

および KCNQ1 (KV7.1) が K+を細胞外へと流出させることで、膜電位が低下し、活動電位が

終結する。そのため、これらの KVチャネルは活動電位持続時間の調節に関わっており（図 1-

1）[9-11]、その機能不全は活動電位持続時間の延長に伴う致死的な不整脈（QT 延長症候群、

long QT syndrome: LQTS）を誘発する。特に、hERGは遺伝的要因や薬剤による致死的な不整

脈と関連することが報告されている [9,12-14]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1-1 心室筋活動電位の形成に関わるイオンチャネル 

正常時の活動電位を黒、再分極が遅延したときの活動電位を赤で示した。 
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近年、脳などの中枢神経系の興奮性細胞や、がん細胞のような非興奮性細胞においても、

hERG の発現や機能の重要性が知られてきた。脳の海馬に発現する hERG アイソフォームで

ある KCNH2-3.1の発現量や機能は、統合失調症の発症と関連していることが報告されている 

[15-17]。また、ラットの視床下核の神経細胞では、ERGが発火の頻度や自動性の調節に関与

しており、hERGの阻害剤 (E-4031) がパーキンソン病様症状を改善し、逆に hERGの活性化

剤 (PD118057) が運動機能を低下させることが報告されている [18]。さらに、多くのがん細

胞において hERG の発現の亢進がみられており、hERG が発がんプロセスに関与しているこ

とが示唆されている [19-21]。グリア細胞由来の脳腫瘍である膠芽腫 (glioblastoma) では、

hERG を高発現したがん細胞を有する患者に対して、不整脈を誘発させない hERG 阻害剤を

投与したところ、生存期間が有意に延長したことが報告された [22]。これらのことは、hERG

の機能を調節するリガンドが新たな薬剤候補分子となる可能性を示している。そのため、

hERGの膜電位依存的な機能発現メカニズムを明らかにし、hERGの生理学的な役割や疾患の

発症機序を分子レベルで理解するとともに、hERG に結合するリガンドの作用メカニズムを

原子レベルで解明することが重要である [21,23]。 
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1.3 hERGの構造的特徴 

hERGは全長 1159残基からなる 6回膜貫通型タンパク質であり、4量体を形成して KVチ

ャネルとして機能する（図 1-2a）[8,24]。hERGの立体構造はクライオ電子顕微鏡 (cryo-electron 

microscopy: cryo-EM) を利用した単粒子解析法により解明されている（図 1-2b）[24]。hERG

の膜貫通ドメインは他の KV チャネルと共通したドメイン構造を有しており、膜電位を感知

して構造変化する電位センサードメイン (voltage-sensing domain: VSD) と K+透過路を有する

ポアドメイン (pore domain: PD) に分かれる。膜貫通ドメインの両側には細胞内ドメインが存

在する。N末端側の細胞内ドメインには N-tail（N-capとも呼ばれる）ドメインとそれに続く

Per-Arnt-Sim (PAS) ドメインを有する [25]。一方で、C 末端側の細胞内ドメインには環状ヌ

クレオチド結合相同 (cyclic nucleotide binding homology: CNBH) ドメインと特定の立体構造を

形成していない C-tailを有し、膜貫通ドメインと CNBHドメインとの間は C-linkerドメイン

によって繋がれている [26,27]。これらの細胞内ドメインは、膜貫通ドメインにおける膜電位

依存的な K+の透過を調節している [10]。 

膜貫通ドメインの VSDは 4本の膜貫通ヘリックス (S1-S4) で構成される（図 1-2c）。S4

ヘリックスには 3 残基ごとに塩基性アミノ酸残基が存在し、膜電位依存的な構造変化に関わ

っている。その一方で、PDは 2本の膜貫通ヘリックス (S5-S6) の 4量体で構成される（図 1-

2c左）。4量体の中心には K+透過孔 (K+ permeation pore) が存在し、4本の S6ヘリックスが

細胞内側で束となることでイオン透過路の細胞内側ゲート (intracellular gate) を形成する（図

1-2c右）。S5と S6を繋ぐループ領域には K+選択性に関わる配列 (signature motif) が存在し、

選択性フィルター (selectivity filter) と呼ばれる構造を形成する（図 1-2c右）。 

  



9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 hERGの立体構造 
(a) hERGのドメイン構造。(b) hERGの cryo-EM構造 (PDB code: 5VA2)。全長 1159残基の
うち、特定の立体構造を形成しないと考えられている残基番号 141-350 および 871-1005

を欠失したコンストラクトで構造解析された [24]。細胞外側から見下ろした図（左、
extracellular view）と膜平面方向から見た図（右、side view）を示した。VSDの S1を黄色、
S2を橙色、S3を赤色、S4をピンク色で示し、PDは青色で示した。(c) hERGの膜貫通ドメ
イン（残基番号 398-668）だけを表示した。Side viewには向かい合う 2つのサブユニット
だけを表示し、K+透過路を矢印で示した。 

  

a 

b 

c 
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これまでに全長に相当する立体構造が明らかとなっている KV チャネルには、古細菌

Aeropyrum pernix由来 KVAP [28]、ラット由来 KV1.2 [29,30]、ラット由来 KV1.2の S3上部から

S4までの領域（S3b-S4領域、paddle motifと呼ばれる。）を KV2.1のもので置換したキメラ

チャネル（KV1.2-2.1 キメラ）[31-34]、アフリカツメガエルおよびヒト由来 KCNQ1 (KV7.1) 

[35,36]、ヒト由来 KCNQ2 (KV7.2) [37]、ヒト由来 KCNQ4 (KV7.4) [38]、ラット由来 ether-à-go-

go 1 (rEAG1: KV10.1) [39,40]、および hERG [24] がある。KVチャネルのうち、KV1-KV9では

VSDとPDが隣接するサブユニット間で交差したドメインスワップト型 (domain-swapped) の

4量体構造を形成する（図 1-3a）。ドメインスワップト型 KVチャネルでは、VSDと PDを繋

ぐ約 15残基の S4-S5リンカーが αヘリックスを形成しており、VSDの構造変化を PDに伝え

る役割を担うと考えられている [41]。その一方で、hERGを含む ether-à-go-go (EAG) ファミ

リー (KV10-12) の KVチャネルでは VSDと PDが同一サブユニット内で近接した非ドメイン

スワップト型 (non-domain-swapped) の 4量体構造を形成する（図 1-3b）。非ドメインスワッ

プト型の KVチャネルでは、S4-S5リンカーが非常に短く、VSDと PDの相対的な配置がドメ

インスワップト型の KVチャネルとは異なり、VSD と PD の間の共役機構も異なることが想

定される [24,39]。 
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図 1-3 KV1.2-2.1キメラと hERGの膜貫通ドメインの 4量体構造の比較 

細胞外側から見た図（左、extracellular view）と細胞内側から見た図（右、intracellular view）
を示した。一つのプロトマー中の VSDをピンク、PDを青、S4-S5リンカーを赤で示した。
(a) KV1.2-2.1キメラの結晶構造中の膜貫通ドメイン (PDB code: 2R9R) [31]。 (b) hERGの
cryo-EM構造中の膜貫通ドメイン (PDB code: 5VA2) [24]。 

  

a 

b 
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1.4 hERGの膜電位依存的な活性化 

hERG の VSD の S4 ヘリックスは複数の塩基性残基を有しており、正電荷を帯びている

ため、静止膜電位の下では細胞内側に引き付けられた down conformation をとる。このとき、

ゲートは閉じており、この状態を静止状態 (resting state) と呼ぶ（図 1-4）。膜電位が脱分極

すると、S4ヘリックスが細胞外側へと移動した up conformationをとり、これに伴ってゲート

が開くことで、活性化状態 (activated state) をとる（図 1-4）。これまでにクライオ電子顕微

鏡 (cryo-EM) を利用した単粒子解析によって、hERGの異なる 3種類のコンストラクトでの

構造が決定されている [24]。これらの構造はいずれも膜電位のない条件で解析されており、

S4が up conformationをとり、ゲートが開いている。そのため、これらの構造は膜電位が脱分

極したときの機能状態である activated stateの立体構造であると考えられている。その一方で、

従来の構造解析手法では膜電位を形成させた条件での解析が技術的に困難であるために、負

の膜電位での機能状態である resting stateの立体構造は明らかになっていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 1-4 hERGの膜電位依存的な活性化における機能状態の変化 

VSDをピンク、PDを青で示した。VSDの S4、および PDの S5と S6を棒で模式的に示し
た。 
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1.5 KVチャネルを阻害するペプチド毒素 

サソリ、イソギンチャク、クモ、イモガイ、ヘビ、ハチ、ムカデなどの有毒生物が天敵

からの自己防衛や獲物の捕食のために利用するペプチド毒素には、イオンチャネルを作用標

的とするものがある [42-45]。これらのペプチド毒素には多様な分子種が存在し、その分子構

造や標的選択性、作用メカニズムがそれぞれ異なる。KVチャネルを阻害するペプチド毒素の

結合部位は、PD の細胞外領域と VSD の細胞外領域に分類することができる（図 1-5）。PD

の細胞外領域に結合するペプチド毒素の中で最もよく解析されているが、pore-blocking toxin

である。Pore-blocking toxinはKVチャネルの選択性フィルターの周辺に細胞外側から結合し、

イオン透過路を物理的に塞ぐことでイオン透過を阻害する [34]。その一方で、VSDの細胞外

領域に結合するペプチド毒素は gating-modifier toxin と呼ばれる。Gating-modifier toxin は KV

チャネルの VSDの細胞外領域に結合し、特定の機能状態を安定化することで、PDでのイオ

ン透過をアロステリックに制御する [46]。これらの生物由来のペプチド毒素の KV チャネル

に対する結合様式、および阻害様式を明らかにすることは、KVチャネルを標的とした創薬へ

の応用に繋がることが期待される。 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 KVチャネルのペプチド毒素結合部位 

hERGの cryo-EM構造中の膜貫通ドメイン (PDB code: 5VA2) [31]。一つのプロトマー中の
VSDをピンク、PDを青、S4-S5リンカーを赤で示した。  
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Pore-blocking toxinにはサソリ、イソギンチャク、イモガイ、ムカデ由来のものが知られ

ており、その配列と立体構造は非常に多様である [43-45]。特に、サソリの一種である Leiurus 

quinquestriatus hebraeusが産生する charybdotoxin (CTX: α-KTx 1.1) では、K+チャネルの阻害

機構がよく解析されており、KV1.2-2.1キメラとの複合体の結晶構造が明らかとなっている（図

1-6）[34]。この構造では、CTXが Lys残基の側鎖 NH3
+を選択性フィルターの最も外側の K+

結合サイト付近に結合させており、これにより K+の透過を物理的に阻んでいることが示され

た（図 1-6）。この pore-plugging機構による K+チャネル阻害機構は他の pore-blocking toxinで

も共通していると考えられている [47-53]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6 Pore-blocking toxinによる KVチャネル阻害様式 

CTXと KV1.2-2.1キメラの複合体の結晶構造 (PDB code: 4JTA) [34]。KV1.2-2.1キメラにつ
いては膜貫通ドメインの向かい合うサブユニットだけを表示し、選択性フィルターを構成
するアミノ酸残基をスティックで表示した。選択性フィルターに結合している K+（灰色）
も示した。VSDをピンク、PDを青、S4-S5リンカーを赤で示した。CTXは選択性フィルタ
ーに結合している K27だけをスティックで表示した。 
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Pore-blocking toxin とは異なり、gating-modifier toxin では KVチャネルとの複合体の立体

構造は明らかとなっておらず、その阻害機構は分かっていない。KV チャネルを標的とする

gating-modifier toxin には、クモ（主にタランチュラ）由来のペプチド毒素とイソギンチャク

由来のペプチド毒素が複数存在し（図 1-7a-b）[54,55]、近年ではサソリ由来のペプチド毒素で

も発見されている [56]。これらの gating-modifier toxinの多くは、VSDの S3ヘリックスから

S4ヘリックスを繋ぐループ（S3-S4ループ）周辺の細胞外側領域に結合し、resting stateを安

定化することによって膜電位依存的な活性化を阻害する [54,55]。 

クモ由来の gating-modifier toxinには Grammostola spatulataの hanatoxin 1 (HaTx1) [57]、

Scodra griseipesのSGTx1 [58]、Plesiophrictus guangxiensisの guangxitoxin-1E (GxTx-1E) [59,60]、

Chilobrachys jingzhaoの jingzhaotoxin (JZTX) ファミリーの JZTX-IIIや JZTX-V [61,62] などが

あり、いずれも 30-41 残基のペプチド毒素で、3 組の分子内ジスルフィド (S-S) 結合で架橋

された inhibitor cystine knot (ICK) フォールドを形成する（図 1-7a）[55,63-65]。これらの gating-

modifier toxinの分子表面には疎水性残基が局在した疎水性パッチが存在し、この疎水性パッ

チが脂質二重膜中への分配と VSDとの結合の両方に関与すると考えられている [66,67]。 

その一方で、イソギンチャク由来の gating-modifier toxinには、Anemonia sulcataの blood-

depressing substance-1 (BDS-1) [68] や Anthopleura elegantissimaの APETx1 [69] などが知られ

る（図 1-7b）。これらは 42-43残基のペプチド毒素であり、3組の分子内 S-S結合で架橋され

た β-defensinフォールドを形成する [70-73]。イソギンチャクとクモの gating-modifier toxinの

間には相同性がみられず、立体構造や S-S 結合の架橋の位置も異なるにも関わらず、クモの

gating-modifier toxinと同様にイソギンチャクの gating-modifier toxinの分子表面にも疎水性パ

ッチが存在する（図 1-7b）。しかしながら、イソギンチャクの gating-modifier toxinの疎水性

パッチが KVチャネルとの相互作用に関与しているのかは分かっておらず、これらの gating-

modifier toxinがどのように KVチャネルの VSDと相互作用し、KVチャネルの膜電位依存的な

構造変化を阻害するのかは明らかとなっていない。 
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図 1-7 Gating-modifier toxinのアミノ酸配列と構造 

アミノ酸配列のアラインメントは Clustal Omega [74] を利用して作成したものに対して、
マニュアルで修正を加えて作成した。システイン残基 (Cys) を橙、酸性アミノ酸残基 (Asp, 

Glu) を赤、塩基性アミノ酸残基 (Arg, His, Lys) を青、疎水性アミノ酸残基 (Ala, Ile, Leu, 

a 

b 
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Met, Phe, Pro, Trp, Tyr, Val) を緑、その他のアミノ酸残基 (Asn, Gln, Gly, Ser, Thr) を黒で
示した。6個の Cys残基は N末端から順に I-VIで表し、配列中には橙色の線で S-S結合の
形成ペアを示した。また、Hydrophobic patchを形成しているアミノ酸残基を枠で囲った。 

(a) クモの ICKフォールドのペプチド毒素の配列（上）と構造（リボン表示と表面表示）。
各ペプチド毒素の UniProtKB codeは以下に示した (HaTx1, P56852; SGTx1, P56855; GrTx 

SIA, P60590; ScTx1, P60991; HmTx1, P60992; SNX-482, P56854; TLTx1, P83745; GxTx-1E, 

P84835; GxTx-2, P84837; HpTx2, P58426; PaTx1, P61230; VSTx1, P60980; GsMTx4, Q7YT39; 

GsAF1, P61408; GrTx1, P85117; JZTX-III, P62520; JZTX-V, Q2PAY4)。PDB codeは以下に示し
た (HaTx1, 1D1H; SGTx1, 1LA4)。 (b) イソギンチャクの β-defensin フォールドのペプチ
ド毒素の配列（上）と構造（リボン表示と表面表示）。各ペプチド毒素の UniProtKB code

は以下に示した (APETx1, P61541; APETx2, P61542; APETx3, B3EWF9; APETx4, C0HL40; BDS-

I, P11494; BDS-II, P59084)。PDB codeは以下に示した (APETx1, 1WQK; BDS-I, 1BDS)。 
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1.6 hERGを阻害する gating-modifier toxin APETx1 

イソギンチャクの一種であるAnthopleura elegantissimaが産生するAPETx1は全長42残基の

ペプチド毒素である（図1-8a）[69]。イソギンチャクから抽出して精製した天然物のAPETx1

を核磁気共鳴 (NMR) 法で解析することにより、APETx1が3組のジスルフィド (S-S) 結合で

架橋された4本の逆平行βストランドからなる立体構造を有することが分かっている（図1-8b）

[72]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-8 APETx1のアミノ酸配列 

(a) システイン残基 (Cys) を橙、酸性アミノ酸残基 (Asp) を赤、塩基性アミノ酸残基 (Arg, 

Lys) を青、疎水性アミノ酸残基 (Ile, Leu, Phe, Pro, Trp, Tyr, Val) を緑、その他のアミノ酸
残基 (Asn, Gly, Ser, Thr) を黒で示した。S-S結合を形成する Cys残基のペアを橙色の線で
示した。(b) イソギンチャクから精製された APETx1 の NMR 構造 (PDB: 1WQK)。pH 3.0

かつ 280 K条件での構造決定された [72]。 

  

Cysteine: C
Acidic: D
Basic: K, R
Hydrophobic: F, I, L, P, V, W, Y
Others: G, N, S, T

b 

a 



19 
 

KVチャネルを過剰発現させたアフリカミドリザル腎細胞由来細胞株 (COS-7) を利用し

たホールセルパッチクランプ法によって、APETx1はhERGを阻害することが明らかとなった 

(IC50 = 34 nM) [69]。APETx1は低い脱分極電位のときにhERG電流をより強く阻害し、hERGの

conductance-voltage曲線（G-V曲線、活性化曲線）を高電位側にシフト（ポジティブシフト）さ

せることが報告されている（図1-9a）[69,75]。このことはAPETx1添加時にhERGを活性化させ

るにはより高い電位を与える必要があることを示しており、APETx1がhERGの活性化前の機

能状態であるresting stateに結合し、安定化していることを反映している。 

hERGのPDに結合することが知られているサソリ由来のペプチド毒素 (BeKm-1) [76,77] 

との競合実験により、APETx1の結合部位がhERGのPDではないことが示唆された [75]。さら

に、hERGのVSDの細胞外側領域であるS3-S4ループのアミノ酸残基 (G514‒E519) の変異体解

析では、G514C変異体においては10 μM APETx1によるhERGの50%活性化電位 (V1/2) のポジ

ティブシフトがWTと比較して有意に増大し、逆にE518C変異体においてはポジティブシフト

が有意に低下することが報告されている (WT, ΔV1/2 = +24.6 ± 2.7 mV; G514C, ΔV1/2 = +55.6 ± 

1.3 mV; E518C, ΔV1/2 = -0.5 ± 1.0 mV)（図1-9b）[75]。これらの結果は、APETx1の結合部位が

hERGのVSDであることを示唆している。そのため、APETx1はhERGのVSDへの結合を介して

resting stateを安定化し、活性化を阻害するgating-modifier toxinであると考えられている。 

これまでにAPETx1についてペプチド合成法や異種タンパク質発現系を利用した調製法

は確立されておらず、APETx1の変異体解析は困難であった。そのため、APETx1がどのアミ

ノ酸残基を利用してhERGのresting stateに結合し、活性化を阻害するのかは解明されていない。

リコンビナントAPETx1の大量調製法を確立し、変異体ごとのhERG阻害活性を評価すること

が可能となれば、APETx1のhERG阻害機構をアミノ酸残基レベルで解明することができる。

このようにして明らかとなったhERG阻害に重要なAPETx1のアミノ酸残基は、hERGに結合す

るアミノ酸残基を含むことが想定される。一方で、hERGの変異体に対するAPETx1の阻害活

性を評価することにより、APETx1による阻害に関与するhERGのアミノ酸残基を解明するこ

とができる。これにより、現状では立体構造が明らかとなっていないhERGのresting stateの分

子表面上に形成される、APETx1の立体構造と相補的な未知のリガンド結合部位を同定するこ
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とが可能となる。したがって、APETx1によるhERG阻害機構を解明することは、hERGのVSD

に結合し、その機能を調節するリガンドを創製することに繋がると期待される。 
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図 1-9 APETx1による hERGの G-V曲線のポジティブシフト 

(a) hERGの G-V曲線。APETx1非添加条件（白、control）と 10 μM APETx1添加条件（黒）
で解析したもの [69]。(b) 濃度 10 μMのAPETx1での 50%活性化電位V1/2の変化量 (ΔV1/2)。
hERGの野生型 (WT) と VSDの S3-S4ループ領域のアミノ酸残基の変異体を比較したもの 

[75]。測定回数を括弧の中に示している。p 値が 0.05 より小さいとき、統計学的有意 (*) 

であると判断している。 

  

a b 
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1.7 研究の目的 

本研究では、リコンビナント APETx1 の調製法を確立し、変異体を用いた電気生理学的

解析を行うことで、APETx1による hERG阻害機構を解明することを目的とした。 

 

 

1.8 研究の概要 

まず、ヒスチジン (His) タグを融合した APETx1 を大腸菌に不溶性の凝集体である封入

体として発現させた。尿素で変性させることで可溶化し、ニッケル (Ni2+) アフィニティーク

ロマトグラフィーにより精製した後、透析によって尿素を除去するとともに酸化還元バッフ

ァー中で S-S結合を形成させ、リフォールディングさせた。この組換え型 APETx1（リコンビ

ナント APETx1）を NMR 法により解析することで、pH 6.0, 298 K 条件下で立体構造を決定

し、リコンビナント APETx1が天然物の APETx1（ネイティブ APETx1）と同等の立体構造を

有することを確認した。また、電気生理学的解析により、リコンビナント APETx1 は hERG

の V1/2の値を上昇させたことから、ネイティブ APETx1と同様にリコンビナント APETx1が

hERGの resting stateを安定化することを確認した。 

次に、APETx1の hERG阻害活性に寄与するアミノ酸残基を同定するために、APETx1の

変異体を添加したときの hERG電流をホールセルパッチクランプ法により測定し、ΔV1/2の値

を評価した。その結果、APETx1の F15, Y32, F33, L34の変異体で ΔV1/2の値が有意に低下し

た。これらの疎水性アミノ酸残基は分子表面上で局在し、疎水性パッチを形成していたこと

から、この疎水性パッチが hERGとの相互作用に関与していることが示唆された。 

続いて、この APETx1 が結合する hERG のアミノ酸残基を同定するために、hERG の変

異体解析を行った。アフリカツメガエルの卵母細胞に強制発現させた hERG 変異体の電流を

測定したところ、APETx1添加時の ΔV1/2の値が hERGの L433, D460, F508, E518, I521の変異

で有意に低下し、I512, G514, G522 の変異で有意に上昇した。これらのアミノ酸残基のうち

L433とD460を除くアミノ酸残基はVSDの S3-S4領域に位置することから、APETx1が hERG

の VSDの S3-S4領域に結合することが示唆された。 
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そこで、APETx1 と hERG のドッキングシミュレーションを行うことにより、変異体解

析の結果を満たす複合体の構造モデルを構築することができるかを検証することとした。

hERG の VSD の S4 が細胞内側に引き付けられた down conformation のモデルを構築し、

APETx1をドッキングさせたところ、APETx1の疎水性パッチが hERGの S3-S4領域の分子表

面の窪みにはまるように結合した構造モデルが得られた。この構造モデルでは、変異体解析

により同定された両者のアミノ酸残基が直接的に相互作用しており、変異体解析の結果を満

たしていることが分かった。以上の結果に基づいて、APETx1 による hERG 阻害のメカニズ

ムを考察した。 
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第 2章 材料と方法 

2.1 試薬 

安定同位体標識化合物は ISOTECTMより購入した。PCR 反応用の DNA プライマーはユ

ーロフィンジェノミクス株式会社に合成を委託した。その他の試薬は、特に断りのない限り

全てナカライテスク株式会社または和光純薬工業株式会社より購入した。これら 2 社以外か

ら購入した試薬に関しては、文中で適宜製造元を試薬名と共に表記した。 

 

2.2 培地の組成 

本研究では、以下の組成の培地を用いた。 

 

・LB (Luria-Bertani) 培地（40 mg/L kanamycinを含む） 

Tryptone 10 g、yeast extract dried 5 g、NaCl 10 gにMilli Q水を加えて 1 Lとし、オートクレー

ブにより滅菌した後、50-60˚Cになるまで放冷した。終濃度 40 mg/Lの kanamycinを無菌的に

加えた。 

 

・LB培地プレート（40 mg/L kanamycinを含む） 

Tryptone 1 g、yeast extract dried 0.5 g、NaCl 1 g、agar 1.5 gにMilli Q水を加えて 100 mLとし、

オートクレーブにより滅菌した後、50-60˚Cになるまで放冷した。終濃度 40 mg/Lの kanamycin

を加えてプレート上に分注し、agarが完全に固まるまで室温でさらに放冷した。 

 

・SOC (super optimal broth with catabolite repression) 培地 

Tryptone 4 g、yeast extract dried 1 g、NaCl 0.1 g、KCl 0.03 gにMilli Q水を加えて 200 mLとし、

オートクレーブにより滅菌した後、50-60˚Cになるまで放冷した。2 M MgCl2 1 mL、40% (w/v) 

glucose 2 mLを無菌的に加えた。 
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・15N標識用M9最小培地（40 mg/L kanamycinを含む） 

Na2HPO4·12H2O 15.1 g、KH2PO4 3.0 g、15N-NH4Cl 1.0 g、NaCl 0.5 gにMilli Q水を加えて 1 L

とした。オートクレーブにより滅菌した後、室温まで放冷した。培養を開始する直前に、2 M 

MgSO4 1.0 ml、0.1 M CaCl2 1.0 ml、10 mM FeCl3 0.1 mL、0.2 M ZnSO4 0.1 mL、vitamine mixture 

1 mL （1 mg/mL biotin、5 mg/mL thiamine、1 mg/mL choline chloride、1 mg/mL folic acid、1 mg/mL 

nicotinamide、1 mg/mL pyridoxal、1 mg/mL D-pantothenic acid calcium salt、0.1 mg/mL riboflavin

を含む）、40 % (w/v) glucose 10 mlおよび 40 mgの kanamycinを無菌的に加えた。 

 

・13C, 15N標識用M9最小培地（40 mg/L kanamycinを含む） 

Na2HPO4·12H2O 15.1 g、KH2PO4 3.0 g、15N-NH4Cl 1.0 g、NaCl 0.5 gにMilli Q水を加えて 1 L

とした。オートクレーブにより滅菌した後、室温まで放冷した。培養を開始する直前に、2 M 

MgSO4 1.0 ml、0.1 M CaCl2 1.0 ml、10 mM FeCl3 0.1 mL、0.2 M ZnSO4 0.1 mL、vitamine mixture 

1 mL （1 mg/mL biotin、5 mg/mL thiamine、1 mg/mL choline chloride、1 mg/mL folic acid、1 mg/mL 

nicotinamide、1 mg/mL pyridoxal、1 mg/mL D-pantothenic acid calcium salt、0.1 mg/mL riboflavin

を含む）、40 % (w/v) 13C- D-glucose 10 mlおよび 40 mgの kanamycinを無菌的に加えた。 

 

・2×YT (yeast extract tryptone) 培地（100 mg/L ampicillinを含む） 

Tryptone 16 g、yeast extract dried 10 g、NaCl 5 gにMilli Q水を加えて 1 Lとし、オートクレー

ブにより滅菌した後、50-60˚Cになるまで放冷した。終濃度 100 mg/Lの ampicillinを無菌的に

加えた。 

 

・2×YT培地プレート（100 mg/L ampicillinを含む） 

Tryptone 1.6 g、yeast extract dried 1 g、NaCl 0.5 g、agar 1.5 g にMilli Q水を加えて 100 mLと

し、オートクレーブにより滅菌した後、50-60˚C になるまで放冷した。終濃度 100 mg/L の

ampicillinを加えてプレート上に分注し、agarが完全に固まるまで室温でさらに放冷した。 
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・SOB (super optimal broth) 培地 

Tryptone 4 g、yeast extract dried 1 g、NaCl 0.1 g、KCl 0.03 gにMilli Q水を加えて 200 mLとし、

オートクレーブにより滅菌した後、50-60˚Cになるまで放冷した。2 M MgCl2 1 mL、2 M MgSO4 

1 mLを無菌的に加えた。 

 

2.3 バッファーの組成 

本研究では以下の組成のバッファーを用いた。特に記載のない限り、水はMilli Q水を用いた。 

 

・1×phosphate buffered saline (PBS) 

137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4 (pH7.4) 

 

・Lysisバッファー 

20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl 

 

・尿素バッファー 

8 M尿素, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl 

 

・酸化還元バッファー 

3 mM reduced glutathione, 0.3 mM oxidized glutathione, 10% (v/v) glycerol, 20 mM Tris-HCl (pH 9.0), 

200 mM NaCl 

 

・リフォールディングバッファー 

20 mM Tris-HCl (pH 9.0), 200 mM NaCl 

 

・NMR測定用バッファー 
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20 mM KH2PO4 (pH 6.0), 100 mM NaCl, 10% D2O 

 

・パッチクランプ測定用内液 

110 mM KF, 10 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES-KOH (pH 7.2) 

 

・パッチクランプ測定用外液 

140 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM D-glucose, 10 mM HEPES-NaOH (pH 

7.4) 

 

・カエルリンゲル液 

88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCO3, and 0.3 mM Ca(NO3)2, 0.41 mM CaCl2, 0.82 mM MgSO4, 

and 15 mM HEPES-NaOH (pH 7.4), 0.1% penicillin-streptomycin 

 

・ND96 

96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2,1 mM MgCl2, 5 mM HEPES-NaOH (pH 7.4) 

 

 

2.4 APETx1の発現コンストラクトの構築 

APETx1（残基番号 1-42）を大腸菌発現用プラスミド pET-30 Xa/LIC (Novagen) に組み込

んだコンストラクト (APETx1/pET-30 Xa/LIC) は、東京大学大学院薬学系研究科生命物理化

学教室の今井駿輔博士が作製したものをご恵与いただいた。本研究では、慶應義塾大学薬学

部生命機能物理学講座の秋元まどか助教がこのコンストラクトに対して tobacco etch virus 

(TEV) プロテアーゼ認識配列を付加することで改変したもの (APETx1-TEV/pET-30 Xa/LIC) 

を使用した。このコンストラクトでは、目的タンパク質の N末端にはヒスチジンタグ（Hisタ

グ）を融合している。Hisタグと目的タンパク質の間に TEVプロテアーゼ認識配列が付加さ
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れており、TEVプロテアーゼでの切断反応後に目的タンパク質の N末端側に付加配列が残ら

ない設計となっている。 

合計15種のAPETx1変異体 (T3P, Y5A, K8A, F15A, K18A, T19A, S22A, N23A, R24A, T27A, 

S29A, Y32A, F33A, L34A, D42A) については、以下に記載したポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) 

による部位特異的変異導入により作製した。目的の変異を含む 17残基の相同配列を有するフ

ォワードプライマーおよびリバースプライマーを用意した。これらのプライマーを用いて、

APETx1/pET-30 Xa/LICのプラスミドを鋳型とした PCRを行った。PCRには KOD One（東洋

紡）を利用した。反応後の溶液に残存する鋳型プラスミドは、Dpn I（東洋紡）によって分解

することで除去した。この反応後の溶液を用いて、クローニング用大腸菌 DH5αまたは TOP10

をヒートショック法により形質転換した。形質転換後の大腸菌に SOC 培地 300-500 μL を加

え、37˚Cで 1-2時間振盪することで回復培養した。終濃度 40 mg/mLの kanamycinを含む LB

培地プレートを用いて 37˚C で終夜培養し、大腸菌を選別した。シングルコロニーを 2-3 mL

の LB培地に植菌し、37˚Cで 6-12時間培養した後、培養した菌体からプラスミドを抽出、精

製した。得られたプラスミドの塩基配列を解析し、目的の配列を得たことを確認した。 

 

2.5 リコンビナント APETx1およびその変異体の調製 

2.5.1 発現 

APETx1-TEV/pET-30 Xa/LIC およびその変異体コンストラクトを用いたヒートショック

法により、タンパク質発現用大腸菌株 C41(DE3) を形質転換した。形質転換後、終濃度 40 mg/L

の kanamycinを含む LB培地プレートにて大腸菌を選別し、シングルコロニーを 10 mlの LB

培地（40 mg/L kanamycinを含む）に植菌し、37 ̊ Cにて終夜振盪培養した。培養液に滅菌した

80 %グリセロールを 2.5 mL加えて攪拌し、0.1 mLずつ分注した。液体窒素によって凍結させ

た後、使用するまで−80 ˚Cにて保存した。 

非標識体については、以下の手順で大腸菌に発現させた。10 mL の LB 培地（40 mg/L 

kanamycinを含む）にグリセロールストック 0.1 mlを加え、37˚Cにて終夜振盪培養した。培

養液を 1 Lの LB培地（40 mg/L kanamycinを含む）に加え、37˚Cにて振盪培養し、波長 600 
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nmでの光学濃度 (OD600) が0.6-0.8のときに終濃度1 mMの isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

(IPTG) を加えてタンパク質の発現を誘導した。6時間後、5,000 rpmにて 10分間遠心して菌

体を回収し、20 mlの lysisバッファーに懸濁した。回収した菌体は液体窒素によって凍結さ

せた後、菌体を破砕するまでの間、−80 ˚Cにて保存した。 

均一 15N 標識体および均一 13C, 15N 標識体については、以下の手順で大腸菌に発現させ

た。40 mLの LB培地（40 mg/L kanamycinを含む）にグリセロールストック 0.1 mlを加え、

37˚Cにて終夜振盪培養した。培養液を 5,000 rpmにて 3分間遠心し、上清をデカンテーショ

ンにより除いた後、再び 5,000 rpmにて 3分間遠心し、上清をピペットで静かに吸い取った。

40 mLの 1×PBSを加え、菌体を穏やかに再懸濁したのち、上記と同様の分離操作によって上

清を除いた。この操作をもう一回繰り返し行った。少量 (~10 mL) の M9 培地で菌体を穏や

かに懸濁した後、1 Lの 15N標識用または 13C, 15N標識用のM9培地（40 mg/L kanamycinを含

む）に加え、37˚Cにて振盪培養し、波長 600 nmでの光学濃度 (OD600) が 0.6-0.8のときに終

濃度 1 mM の isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を加えてタンパク質の発現を誘導し

た。6時間後、5,000 rpmにて 10分間遠心して菌体を回収し、20 mlの lysisバッファーに懸濁

した。回収した菌体は液体窒素によって凍結させた後、菌体を破砕するまでの間、−80 ˚Cに

て保存した。 

 

2.5.2 精製およびリフォールディング 

凍結菌体を含むチューブを流水で穏やかに解凍した後、プロテアーゼ阻害剤カクテル 

(EDTA free) を添加した。氷上にて Sonifer Analog 250A (Branson) による 0.5秒、Power 5の間

欠超音波パルスを 2 分間ずつ計 5 回与え、菌体を破砕した。この破砕液を 10,000×g にて 30

分間遠心して上清を取り除き、沈殿を得た。沈殿に対して 0.1% NP-40 を含む lysis バッファ

ー20 mLを加え、スパーテルでチューブ壁面から沈殿を引き剥がしたのち、氷上にて Sonifer 

Analog 250A (Branson) による 0.5 秒、Power 5 の間欠超音波パルスを 1 分間ずつ計 3-5 回与

え、沈殿物が細かくなるまで懸濁した。この懸濁液を 10,000×g にて 30 分間遠心して上清を

取り除き、沈殿を得た。沈殿画分中に含まれる核酸を除去するために、上記の懸濁と遠心分
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離による沈殿の回収の操作を計 3回繰り返した。得られた沈殿に対して尿素バッファー20 mL

を加え、スパーテルでチューブ壁面から沈殿を引き剥がしたのち、氷上にて Sonifer Analog 

250A (Branson) による 0.5秒、Power 5の間欠超音波パルスを 1分間ずつ計 3-5回与え、沈殿

物が細かくなるまで懸濁した。懸濁液を室温 (25-27˚C) で 1時間振盪した後、17,000×gにて

30 分間遠心して上清を得た。尿素バッファーにて平衡化したベッドボリューム 3 ml の HIS-

Select® Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich) に上清をアプライした。尿素バッファーをレジンに

アプライし、溶出液における波長 260 nmでの吸光度 (A260) および 280 nmでの吸光度 (A280) 

がアプライしたバッファーと同程度になるまで、この洗浄操作を続けた。300 mM imidazoleを

含む尿素バッファーをアプライして目的タンパク質を溶出させた。非特異に形成された分子

内および分子間のジスルフィド結合を還元することを目的として、この目的タンパク質を含

む溶出液に対して終濃度 2 mMの dithiothreitol (DTT) を添加し、室温 (25-27˚C) で 1時間静

置した。この後の透析中の凝集体形成をできるだけ抑えるために、目的タンパク質の濃度が

3 μM 以下になるように尿素バッファーで希釈した。この希釈液を透析膜 Spectra/Por® 3 

Dialysis Membrane Standard RC Tubing MWCO 3500 D (Spectrum) に入れ、酸化還元バッファー

（透析内液に対する体積比で 10倍量）に対して 24時間透析を 2回行った。続いて、透析内

液をリフォールディングバッファー（透析内液に対する体積比で 10倍量）に移し替えて、24

時間透析を 2回行った。透析内液を回収し、Sep-Pak® C18 cartridges (Waters) にアプライした

後、0.1%トリフルオロ酢酸 (TFA) を含む 60%アセトニトリルにより溶出した。この溶液を凍

結乾燥し、lysisバッファーで懸濁し、2,000×gで 3分間遠心することで上清を得た。A280を測

定し、配列から計算されたモル吸光係数 (ε = 13325) を用いてタンパク質の濃度を算出した。

Hisタグを切断するために、TEVプロテアーゼ（Hisタグ融合型）を加え、25 ̊ Cで 12時間以

上静置した。反応後の溶液に含まれる Hisタグと TEVプロテアーゼ（Hisタグ融合型）を除

去するために、lysis バッファーにて平衡化したベッドボリューム 3 ml の HIS-Select® Nickel 

Affinity Gel (Sigma-Aldrich) に反応後の溶液をアプライし、素通りした溶出液を得た。さらに

lysis バッファーをアプライし、得られた溶出液を得た。これらの溶出液を混ぜ合わせ、0.22 

μm のフィルター (Millipore) にてろ過したのち、終濃度 0.1%のトリフルオロ酢酸 (TFA) を
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加えた。最後に、逆相カラム YMC-Pack ODS-AM (YMC) を接続した高速液体クロマトグラフ

ィー (HPLC) システム（島津製作所株式会社）を使用して、逆相 HPLC精製を行った。流速

を 5.0 mL/min とし、20%から 50%までのアセトニトリル濃度のリニアグラジエントを 30 分

間で行い、溶出液中のタンパク質の検出は A280 を利用して行った。MALDI-8020 mass 

spectrometer（島津製作所株式会社）を用いたマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時

間型質量分析法 (MALDI TOF-MS) によって分子質量を測定し、APETx1が含まれているフラ

クションを確認した。MALDI TOF-MS のマトリックスには α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 

(CHCA) を使用し、分子質量のキャリブレーションのための外部標準試料には ProteoMass 

Peptide and Protein MALDI-MS Calibration Kit (Sigma-Aldrich) を使用した。APETx1を含む逆相

HPLCのフラクションを凍結乾燥した後、−80˚Cにて保存した。 

 

2.6 核磁気共鳴 (NMR) 法によるリコンビナント APETx1の解析 

2.6.1 試料調製 

NMR測定のバッファー組成は 20 mM KH2PO4 (pH 6.0), 100 mM NaClとした。溶媒の重水

率は 10% D2O とした。「2.5.2 精製およびリフォールディング」にて凍結乾燥された粉末試

料に対して、別に記載のない限り、NMR測定用バッファーを 250 μL加えることで測定試料

とした。測定試料は脱気した後、5 mmの Shigemiチューブに充填した。 

 

2.6.2 配列特異的連鎖帰属のための 2次元および 3次元 NMR測定 

NMR測定には Avance 600 spectrometers (Bruker) を用いて、プローブは xyz軸のグラジエ

ントユニットをもつ TXI三重共鳴プローブを用いた。測定温度は 298 Kとし、測定試料には

濃度 258 μMの APETx1の均一 13C, 15N標識体を用いた。帰属の際に基準となる 2次元 NMR

スペクトルとして、1H-15N HSQC、脂肪族領域の 1H-13C HSQC, および芳香族領域の 1H-13C 

HSQC の測定を行った。連鎖帰属に利用する 3 次元 NMR スペクトルとして、HNCACB, 

CBCA(CO)NH, HNCO, HCCH-COSY, HCCH-TOCSY, 15N-edited TOCSY HSQC, 15N-edited 

NOESY HSQC, および 13C-edited NOESY HSQCの測定を行った。これらの 3次元 NMRの測
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定には、不均一サンプリング (NUS) を利用した。NOE測定での mixing timeについては、15N-

edited NOESY HSQCで 100 ms、13C-edited NOESY HSQCで 120 msとした。 

 

2.6.3 主鎖および側鎖の化学シフト値の配列特異的連鎖帰属 

「2.6.2 配列特異的連鎖帰属のための 2次元および 3次元 NMR測定」で得た 2次元 NMR

スペクトルの自由誘導減衰 (FID) の取り込み、フーリエ変換、ベースライン補正、およびフ

ェーズ合わせには Topspin ver 3.6.1 (Bruker) を使用した。NUS を利用して測定した 3 次元

NMRスペクトルのデータプロセシングには NMRPipe [78] を使用した。解析には Topspin ver 

3.6.1 (Bruker) と Sparky (T. D. Goddard and D. G. Kneller, Sparky 3, University of California, San 

Francisco, CA) を使用した。主鎖および側鎖の NMRシグナルを配列特異的かつ連鎖的に帰属

した。主鎖の帰属には HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCO を使用し、側鎖の帰属には HCCH-

COSY, HCCH-TOCSY, 15N-edited TOCSY HSQC, 15N-edited NOESY HSQC, 13C-edited NOESY 

HSQCを使用した。1H化学シフト値は 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate (DSS) の 1H化学

シフト値を利用して補正し、13Cおよび 15N化学シフト値は下記の換算式に基づいて間接的に

補正した。 

SR!"# = $%!"#%!$
× BF1 − BF2, × 10% + SR!$ ×

%!"#
%!$  

SR!&' = $%!&'%!$
× BF1 − BF3, × 10% + SR!$ ×

%!&'
%!$  

ここでは、SR1Hは 1H化学シフト値の真の値との差、SR13Cは 13C化学シフト値の真の値

との差、SR15Nは 15N化学シフト値の真の値との差、BF1は 1Hの基準周波数 (600.275 MHz)、

BF2は 13Cの基準周波数 (150.939269 MHz)、BF3は 15Nの基準周波数 (60.825338 MHz) を示

す。γ13C / γ1Hは 13Cと 1Hのラーモア周波数の比 (0.251449530)、γ15C / γ1Hは 15Nと 1Hのラーモ

ア周波数の比  (0.101329118) を示しており、これらの値はいずれも Biological Magnetic 

Resonance Bank (BMRB) の Indirect Chemical Shift Referencing の IUPAC-IUB Recommended 

Chemical Shift Referencing Ratios (http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/cshift.html) より得た。これ
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らの式に基づいて算出された核種ごとの化学シフト補正値は、1Hで−0.070 ppm、13Cで−2.736 

ppm、15Nで−0.098 ppmであった。 

pH 6.0, 298 K条件下でのリコンビナント APETx1の 1H、13Cおよび 15Nの化学シフト値

は、BMRBに登録した (BMRB ID: 36345)。 

 

2.6.4 pH滴定測定および温度可変測定と解析 

NMR測定には Avance 500 spectrometers (Bruker) を用いて、プローブは xyz軸のグラジエ

ントユニットをもつ TXI 三重共鳴プローブを用いた。測定試料には濃度 140 μM の APETx1

の均一 15N標識体を用いた。 

「2.6.1 試料調製」で調製した pH 6.0の試料を用いて、298 K, 290 K, 280 Kの 3種の温度

条件で 1H-15N HSQC 測定を行った。続いて、試料溶液を Shigemi チューブから回収し、HCl

溶液を滴定し pH 4.5もしくは pH 3.0に合わせた試料を再び Shigemiチューブに充填し、3種

の温度条件で 1H-15N HSQC測定を行った。最後に、pHおよび温度の変化に伴って目的タンパ

ク質の性状が変化していないことを確認するため、pH 3.0 の試料を回収して、NaOH 溶液を

滴定し pH 6.0に合わせた試料で 1H-15N HSQC測定を行った。 

自由誘導減衰 (FID) の取り込み、フーリエ変換、ベースライン補正、およびフェーズ合

わせには Topspin ver 3.6.1 (Bruker) を使用した。解析には Topspin ver 3.6.1 (Bruker) と Sparky 

(T. D. Goddard and D. G. Kneller, Sparky 3, University of California, San Francisco, CA) を使用し

た。 

pH変化に伴う化学シフト値の変化量 (Δδ) については、以下の式 [79] より算出した。 

Δδ=!Δδ1H
! + (Δδ15N/6.5)2 

ここでは、1Hと 15Nの pH変化に伴う化学シフト値の変化量をそれぞれ Δδ1Hと Δδ15Nで

表した。 
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2.6.5 核オーバーハウザー効果 (NOE) を利用した 3次元 NMR測定 

NMR測定には Avance III 700 spectrometers (Bruker) を用いて、プローブは xyz軸のグラ

ジエントユニットをもつ CPTCI極低温三重共鳴プローブを用いた。測定試料には濃度 691 μM

の APETx1の均一 13C, 15N標識体を用い、15N-edited NOESY HSQCと 13C-edited NOESY HSQC

の測定を行った。15N-edited NOESY HSQCと 13C-edited NOESY HSQC の mixing timeについ

ては、いずれも 200 msとした。 

 

2.6.6 拘束条件の作成と立体構造計算 

「2.6.3主鎖および側鎖の化学シフト値の配列特異的連鎖帰属」での 13Cα, 13Cβ, 13CO, 15Nα, 

および 1HN化学シフト値に基づいて、TALOS+ [80] を使用して主鎖二面角拘束条件を作成し

た。さらに、Pro残基の Cβと Cγとの間での化学シフト値の差に基づいて Pro残基の cis-trans

異性体の評価を行った上で [81]、40番目のPro残基 (P40) の cis配座の拘束条件を作成した。

ジスルフィド結合（S-S 結合）の拘束条件については、3 組の Cys 残基のペア (C4-C37, C6-

C30, C20-C38) に対して、それぞれ 4組の原子のペア (Cβ-Cβ, Cβ-Sγ, Sγ-Cβ, Sγ-Sγ) で距離拘

束条件を作成した。 

「2.6.5 核オーバーハウザー効果 (NOE) を利用した 3 次元 NMR 測定」で得た 3 次元

NMRスペクトルのデータプロセシングには、NMRPipe [78] を使用した。NOEのオートピー

クピッキングはMagRO-NMRView [82-84] を使用して行った。CYANA 3.98 [85] を使用して、

NOEピークの強度を距離拘束条件へと変換するとともに、構造計算を行った。このときに上

記の主鎖二面角拘束条件と、P40の cis配座の拘束条件を構造計算に利用した。CYANAでの

構造計算においては、まず予備的な構造を得るために S-S 結合の拘束条件を含めずに計算を

行い、6個の Cys残基が天然物の APETx1と同じ組み合わせ (C4-C37, C6-C30, C20-C38) [72] 

で S-S結合を形成しうる位置に存在することを確認した。続いて、S-S結合の拘束条件を含め

て計算を行い、100個の構造を生成させた。このうち最小のエネルギーを有する 20個の構造

を利用して、Amber 12 [86] による拘束条件下での 30 psの分子動力学計算を行い、構造の精

密化を行った。FitRobot ver. 1.00.07 [87] を使用して、Amber 12で得た 20個の最小エネルギ
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ー構造について、収束領域を自動で計算し、重ね合わせを行った。20個の構造間での平均二

乗偏差  (RMSD) の計算と構造アンサンブルの描画には、MOLMOL [88] を使用した。

Ramachandran plotを利用した stereochemical qualityの評価には、MolProbity [89] を使用した。 

構造計算に使用した拘束条件のファイルおよびリコンビナント APETx1の 20個の NMR

構造の原子座標は、Protein Data Bank (PDB) に登録した (PDB code: 7BWI)。 

 

2.6.7 APETx1変異体の 1H-15N HSQC測定 

NMR測定には Avance 600 spectrometers (Bruker) を用いて、プローブは xyz軸のグラジエ

ントユニットをもつ TXI三重共鳴プローブを用いた。測定温度は 298 Kとし、測定試料には

各 APETx1 変異体の均一 15N 標識体を用いた。T3P, K8A, F15A, K18A, R24A, Y32A, および

F33A については、「2.5.2 精製およびリフォールディング」にて凍結乾燥された粉末試料を

NMR測定用バッファーで溶解し、測定を行った。Y5A, T19A, S22A, N23A, T27A, S29A, L34A, 

および D42Aについては、10% D2O (pH 6.0) で溶解し、測定を行った。変異による影響のみ

を比較するため、野生型については両溶液条件での測定を行った。野生型および 15種の変遺

体の濃度は、以下の通りである (WT, 149 μM (in the phosphate buffer) or 102 μM (in 10% D2O, 

pH 6.0); T3P, 50 μM; Y5A, 229 μM; K8A, 30 μM; F15A, 184 μM; K18A, 31 μM; T19A, 290 μM; 

S22A, 102 μM; N23A, 76 μM; R24A , 19 μM; T27A, 129 μM; S29A, 86 μM; Y32A, 408 μM; F33A, 

634 μM; L34A, 258 μM; and D42A, 174 μM)。 
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2.7 ホールセルパッチクランプ法による解析 

APETx1の変異体解析は、hERGを安定発現した HEK293細胞を用いたホールセルパッ

チクランプ法によって行うこととした。 

 

2.7.1 細胞の調製 

ヒト胎児腎細胞 293 (HEK293) の hERG安定発現株 (SB Drug Discovery Limited) を使用

した。終濃度 10%のウシ胎児血清 (FBS; Thermo, Gibco) と終濃度 1%のペニシリン-ストレプ

トマイシン  (Thermo, Gibco) を添加したダルベッコ改変イーグル培地  (DMEM; Thermo, 

Gibco) 中で、5% CO2 存在下、37˚C 条件下で細胞培養を行った。ポリスチレン製シャーレ 

(Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan) を使用して接着培養し、TrypLE Express (Thermo, Gibco) を

用いて 37ºCで細胞を剥離することで、パッチクランプ測定に使用する細胞を調製した。 

 

2.7.2 hERG電流のホールセルパッチクランプ測定 

ホールセルパッチクランプ測定にはオートパッチクランプ装置 SyncroPatch 384PE 

(Nanion Technologies GmbH, Germany) と中抵抗値 (4-5.5 MΩ) のホウケイ酸ガラス製パッチ

クランプチップ (Nanion Technologies GmbH, Germany) を用いた。細胞のキャッチ、ホールセ

ルの形成までの圧力制御、および膜電位のコントロールには PatchControl 384 V1.6.6 (Nanion 

Technologies GmbH, Germany) を用い、データ収集には DataControl384 V1.8.0 (Nanion 

Technologies GmbH, Germany) を用いた。電流測定のサンプリング周波数は 1 kHzとした。電

位プロトコル開始前に弱い電位パルスを与えることによってリーク電流の大きさを評価し、

この値を予め差し引くことでリーク電流を除去した。細胞ごとに測定されたシール抵抗の値

を確認し、シール抵抗が 0.3 GΩ以上であった細胞だけを解析に用いた。 

パッチクランプ測定用内液（以下、内液と記載する。）とパッチクランプ測定用外液（以

下、外液と記載する。）を用いて、測定を行った。これらの溶液を用いたときの液間電位は

~9 mVであり、この値を予めコマンド電位から差し引くことで液間電位を補正した。全ての

測定は室温 (20-25°C) で行った。静止電位は-80 mVとした。conductance-voltage (G-V) 測定
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では、-80 mVから+60 mVまでの 10 mVごとの値の脱分極電位を 2秒間与えた後、-40 mV

に 2秒間再分極させ、電流を記録した。 

用量反応関係を評価するために、0.1 μMから 10 μMまでの任意の終濃度の APETx1を外

液に添加して G-V測定を行った。APETx1の変異体解析では、終濃度 10 μMの各変異体を外

液に添加して G-V測定を行った。全ての G-V測定において、APETx1およびその変異体の添

加後にその阻害効果が定常状態に達したことを確認した後、電位プロトコルを開始した。 

 

2.7.3 データ解析 

カーブフィッティングには、MATLAB R2019b (MathWorks Inc., Natick, MA) を使用した。

G-V曲線のフィッティングについては、hERGの resting stateと activated stateの 2つの機能状

態間の遷移が膜電位依存的に起こり、その分布が Boltzmann 分布に従っていると判断して、

以下の Boltzmann式により行った。 

0/0()* = 	1	/	(1 + e(,!/#-,)	/	1) + 6 

ここでは、G / Gmaxはコンダクタンスの相対値、V1/2は G–V関係が最大値の 50%に達した

ときの膜電位、kは slope factor（k = RT / zgFで表される。zgは gating charge、Fはファラデー

定数、Rは気体定数、Tは絶対温度を示す。）、Cは定数を示す。 
統計解析には IBM SPSS Statistics, Version 25 (IBM Corp. Armonk, NY.) を使用した。一元

配置分散分析 (one-way ANOVA) の後、Tukey 検定による多重比較を行った。p 値が 0.05 未

満であるとき、統計学的に有異であると判定した (*, 0.01 ≤ p < 0.05; **, 0.001 ≤ p < 0.01; ***, 

p < 0.001)。 

 

2.8 二本刺し膜電位固定法 (TEVC) による解析 

hERGの変異体解析については、アフリカツメガエルの卵母細胞への cRNAのインジェ

クションにより、hERG変異体の発現と機能の評価を迅速に行うことができる二本刺し膜電

位固定法 (TEVC) によって行うこととした。 
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2.8.1 生命倫理の承認 

全ての動物実験は、生理学研究所を傘下に置く自然科学研究機構の動物実験委員会から

承認を得ており、そのガイドラインに準拠して行った。 

 

2.8.2 アフリカツメガエルの卵母細胞の準備 

アフリカツメガエル (Xenopus laevis) (Hamamatsu Animal Supply Co.) からの卵母細胞の取

り出しと、卵母細胞のコラゲナーゼによる前処理は、先行研究と同様の方法により [90]、自

然科学研究機構生理学研究所神経機能素子研究部門の内藤知津江技術補佐員に行っていただ

いた。本研究で使用したアフリカツメガエルの総数は~20 匹である。開腹手術中のアフリカ

ツメガエルは 0.15% tricaineにより麻酔しており、卵母細胞が枯渇したアフリカツメガエルは

麻酔下での脊髄破壊法により安楽死させた。 

 

2.8.3 hERG変異体の卵母細胞発現コンストラクトの作製 

hERG を pSP64 プラスミドベクターに組み込んだコンストラクト (hERG/pSP64) は、自

然科学研究機構生理学研究所神経機能素子研究部門の久保義弘教授、下村拓史博士よりご恵

与いただいた。 

合計 20種の hERG変異体 (L433A, K434A, E435A, E437A, E438A, D456A, D460A, F508A, 

D509A, L510A, L511A, I512A, F513A, G514C, E518C, L520A, I521A, G522A, L523A, L524A) の

コンストラクトについては、先行研究の方法を参考にし [90]、以下の手順で作製した。

hERG/pSP64には、hERGの VSDの DNA配列の上流に BstE II認識配列、下流に Bgl II認識

配列が存在する。そこでまず、二種類の制限酵素 BstE II（東洋紡）と Bgl II（東洋紡）によっ

て切断することで、変異を導入する位置を含む DNA配列を除去するとともに、プラスミドを

線状化した。続いて、目的の変異を含むフォワードプライマーとリバースプライマーを用意

した。これらのプライマーのうち、リバースプライマーでは hERG/pSP64の Bst EII認識配列

を含む領域に設計したフォワードプライマーとの組み合わせで PCRを行い、フォワードプラ

イマーでは hERG/pSP64 の BgI II 認識配列を含む領域に設計したリバースプライマーとの組

み合わせで PCRを行った。PCRには PrimeSTAR Max DNA Polymerase（タカラバイオ）を利
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用した。反応後の溶液に残存する hERG/pSP64鋳型プラスミドは、Dpn I（東洋紡）によって

分解することで除去した。In-Fusion HD Cloning Kit (Takara) を用いた相同末端の結合反応に

より、PCR により増幅した 2 種の DNA 断片と、線状化した hERG/pSP64 を融合した。この

反応後の溶液を用いて、クローニング用大腸菌TG1をヒートショック法により形質転換した。

SOB培地を用いて回復培養を行った後、終濃度 100 mg/mLの ampicillinを含む 2×YT培地プ

レートを用いて 37˚Cで終夜培養し、大腸菌を選別した。シングルコロニーを 2 mLの 2×YT

培地（100 mg/mL ampicillinを含む）に植菌し、37˚Cで 6時間培養した後、培養した菌体から

プラスミドを抽出、精製した。得られたプラスミドの塩基配列を解析し、目的の配列を得た

ことを確認した。 

 

2.8.4 相補鎖リボ核酸 (cRNA) の調製 

「2.8.3 hERG 変異体の卵母細胞発現コンストラクトの作製」で作製したプラスミドを

EcoR I（東洋紡）で切断して線状化した後、Proteinase K を添加して 37˚C で 1.5 時間静置し

た。終濃度 1 Mの酢酸ナトリウムと diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理水を添加した。フェノ

ールクロロホルム抽出を行った後、エタノール沈殿により DNA を精製した。続いて、

mMessage mMachine SP6 Transcription Kit (Ambion,Austin, TX, USA) を使用して転写反応を行

った。合成した cRNAを塩化リチウム沈殿により精製した。RNAを変性させる性質を有する

ホルムアルデヒドを用いたアガロースゲル電気泳動により、目的の鎖長の cRNAが得られた

ことを確認した。 

 

2.8.5 cRNAの卵母細胞へのマイクロインジェクション 

「2.8.2 アフリカツメガエルの卵母細胞の準備」で得た卵母細胞のうち、形状や色等の外

観に基づいて状態の良いものを選別した。卵母細胞に対して濃度 0.5 mg/mLの cRNAを 50 nL

インジェクションした。インジェクト後の卵母細胞はディッシュ中でカエルリンゲル液に浸

した状態で、17˚C で 1-3 日間静置した。cRNA のインジェクションの後、発現量は経時的に
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増大するため、実際に電流を測定し、最大脱分極電位での電流量が 0.5-5 μΑであることを指

標にして適切な発現量であるかを判断した。 

卵母細胞の細胞膜の外側には vitelline 膜と follicle 膜が存在し、このうち follicle 膜は

APETx1が細胞膜に到達するのを阻む可能性がある。そのため、予め精密ピンセットで follicle

膜を除去した。Cys変異体 (G514C, E518C) については、非特異的なジスルフィド結合の形成

を抑制するために、先行研究に従い [75,91]、以下の還元処理を行った。卵母細胞を終濃度 10 

mM の DTT を含むカエルリンゲル液に移し替え、室温 (20-25˚C) で 15 分間静置した。還元

処理後には、DTT を含まないカエルリンゲル液で満たしたディッシュに移し替え、3 時間以

内に測定を行った。 

 

2.8.6 hERGおよびその変異体の巨視的電流の TEVC測定 

卵母細胞を利用した巨視的電流の記録は、先行研究を参考にした TEVC測定により行っ

た [90,92]。アンプリファイアには OC-725C (Warner Instruments, Hamden, CT, USA) を用い 

AD-DAコンバータには Digidata version 1440A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用い

た。膜電位固定の制御と記録には pCLAMP version 10.7 (Molecular Devices) を使用した。電極

に使用するガラスチューブにはホウケイ酸ガラスキャピラリー  (Harvard Apparatus, 

Cambridge, MA, USA) を使用し、3 M酢酸カリウムおよび 10 mM KClを含み、HClで pH 7.4

に調整された溶液を充填した。測定前には電極抵抗が 0.2-0.8 MΩであることを確認した。全

ての測定は室温 (20-25˚C) で行った。バス溶液には ND96 を使用し、卵母細胞をカエルリン

ゲル溶液から ND96 に移した後、灌流を行い、電流が安定していることを確認した。静止電

位は−90 mVとした。G-V測定では、−80 mVから+60 mVまでの 10 mVごとの値の脱分極電

位を 1秒間与えた後、−60 mVに 1秒間再分極させ、電流を記録した。このとき、L520A変異

体および L523A変異体では活性化電位が負の膜電位の方向に大きくシフトしていたため、測

定する脱分極電位の大きさをそれぞれの変異体の活性化がみられる電位に合わせて調節した。 

APETx1 による hERG 阻害の用量反応関係を評価するために、まず終濃度 0.1 μM の

APETx1をバス溶液に添加し、段階的に濃度を 10 μMまで上昇させていき、各段階で G-V測
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定を行った。各 hERG変異体での APETx1による阻害を評価するときには、終濃度 10 μMの

APETx1をバス溶液に添加し、G-V測定を行った。なお、APETx1の濃度が 10 μMを超えると

0.5 μAを超える大きなリーク電流が観測されたため、10 μM以上の濃度では hERG電流を測

定することができなかった。全ての G-V 測定において、APETx1 およびその変異体の添加後

にその阻害効果が定常状態に達したことを確認した後、電位プロトコルを開始した。また、

全ての測定は異なる二個体以上のアフリカツメガエル由来の卵母細胞を用いて行い、バッチ

間に大きな差がみられないことを確認した。 

 

2.8.7 データ解析 

カーブフィッティングには、MATLAB R2019b (MathWorks Inc., Natick, MA) を使用した。

G-V曲線のフィッティングについては、hERGの resting stateと activated stateの 2つの機能状

態間の遷移が膜電位依存的に起こり、その分布が Boltzmann 分布に従っていると判断して、

以下の Boltzmann式により行った。 

0/0()* = 	1	/	(1 + e(,!/#-,)	/	1) + 6 

ここでは、G / Gmaxはコンダクタンスの相対値、V1/2は G–V関係が最大値の 50%に達した

ときの膜電位、kは slope factor（k = RT / zgFで表される。zgは gating charge、Fはファラデー

定数、Rは気体定数、Tは絶対温度を示す。）、Cは定数を示す。 

先行研究を参考にして [75]、下記の三種のフィッティングモデル (A)-(C) により、

APETx1の hERGに対する結合の Kd値を評価した。モデル (A) では、1個のイオンチャネル

あたりに 4 個の独立した等価な結合部位が存在し、トキシンによる阻害が部分的であり、濃

度を上昇させていっても阻害率が 100％に達しないことを仮定しており、以下の式で表され

る。 

723*45/7#356738 = 8()* × [:9/(:9 + [APETx1])]: + (1 − 8()*) 

モデル (B) では、1個のイオンチャネルあたりに 4個の独立した等価な結合部位が存在

し、トキシンの濃度を上昇させていくと阻害率が 100％に達することを仮定しており、以下

の式で表される。 
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723*45/7#356738 = [:9/(:9 + [APETx1])]: 

モデル (C) では、1個のイオンチャネルあたりに 1個の結合部位が存在し、トキシンに

よる阻害が部分的であり、濃度を上昇させていっても阻害率が 100％に達しないことを仮定

しており、以下の式で表される。 

723*45/7#356738 = 8()* × [:9/(:9 + [APETx1])] + (1 − 8()*) 

以上の 3 種のモデル式では、IToxin は APETx1 添加後の電流量、IControlは APETx1 添加前

の電流量、Amaxは APETx1による最大の電流阻害率を示す。 

統計解析には IBM SPSS Statistics, Version 25 (IBM Corp. Armonk, NY.) を使用した。一元

配置分散分析 (one-way ANOVA) の後、Tukey 検定による多重比較を行った。p 値が 0.05 未

満であるとき、統計学的に有異であると判定した (*, 0.01 ≤ p < 0.05; **, 0.001 ≤ p < 0.01; ***, 

p < 0.001)。 
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2.9 APETx1-VSD複合体の構造モデルの構築 

2.9.1 ホモロジーモデリングによる hERGの VSDの構造モデルの構築 

ホモロジーモデリングにはMODELLER 9.23 [93] を使用した。鋳型には hERGと配列相

同性がある rat ether-à-go-go 1 (rEAG1) の cryo-EM 構造 (PDB code: 5K7L) を用いた [39]。

hERGと rEAGのアミノ酸配列のアラインメントは、Clustal Omega [74] を利用して得られた

ものに対して、保存度が低いループ領域についてはマニュアルで修正を加えることで作成し

た。このうち、hERGの VSDに相当する 398番目から 545番目までの配列（rEAG1では 208

番目から 347 番目までの配列）を抜き出したアラインメントを利用したホモロジーモデリン

グにより、VSDの up conformationの構造モデルを作製した。さらに、hERGと rEAG1と間の

アラインメントを用いて、hERGの S4ヘリックスの配列をヘリックス一巻き分に相当する 3

残基分、および二巻き分に相当する 6 残基分だけ下流方向にずらしたアラインメントを作成

した。これらのアラインメントを利用したホモロジーモデリングにより、VSD の down 

conformationの構造モデルを作製した。 

 

2.9.2 APETx1の hERG VSDに対するドッキングの検討 

ドッキングシミュレーションには High Ambiguity Driven protein-protein DOCKing 

(HADDOCK) 2.4 web server [94] を使用した。「2.7 ホールセルパッチクランプ法による解析」

で同定された APETx1のアミノ酸残基 (F15, Y32, F33, L34) と「2.8 二本刺し膜電位固定法に

よる解析」で同定された hERG のアミノ酸残基 (F508, E518, I521) が互いに近接した複合体

の構造モデルを得ることができるのかを検証するため、APETx1の F15, F33, L34と hERGの

F508, E518, I521 との間での距離拘束条件、および APETx1 の Y32 の側鎖ヒドロキシル基と

hERGの E518の側鎖カルボキシル基との間での水素結合拘束条件を設定し、ドッキングシミ

ュレーションを実行した。剛体でのエネルギー最小化計算では、1000個の構造を生成させて

行い、そのうちの最小エネルギーを有する 200 個の構造に対して semi-flexible simulated 

annealing と water refinement を行った。分子構造の描画には CueMol (http://www.cuemol.org/) 

を使用した。 
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第 3章 結果 

3.1 リコンビナント APETx1の調製 

本研究で使用したリコンビナント APETx1 のコンストラクトを図 3-1 に示す。このコン

ストラクトでは、TEVプロテアーゼで Hisタグを切断した後、目的タンパク質の N末端側に

余分な付加配列が残らない設計となっており、リコンビナント APETx1 のアミノ酸配列は天

然物の APETx1（ネイティブ APETx1）と完全に一致する。リコンビナント APETx1の調製は、

「2.5.1 発現」と「2.5.2 精製およびリフォールディング」に記載した方法で行った。調製し

たリコンビナント APETx1 の逆相 HPLC でのクロマトグラムから、リコンビナント APETx1

を単一ピークで精製したことを確認した（図 3-2a）。MALDI-TOF MS解析により、リコンビ

ナント APETx1の分子質量は 4551.267 Daであることが分かった（図 3-2b）。APETx1の理論

分子質量は 4552.23 Daである。また、先行研究ではイソギンチャクから抽出、精製されたネ

イティブ APETx1の分子質量が 4551.99 Daであることが報告されている [69]。これらのこと

から、調製したリコンビナント APETx1とネイティブ APETx1との間で分子質量がほとんど

一致しており、両者が化学的に同一であることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1 APETx1の発現コンストラクト 
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図 3-2 リコンビナント APETx1の性状評価 

(a) 逆相 HPLCのクロマトグラム。アセトニトリルのグラジエントプロトコル（点線）を重ね
合わせて示した。(b) MALDI-TOF MSスペクトル。 

  

a b 
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3.2 リコンビナント APETx1の hERG阻害活性の評価 

3.2.1 リコンビナント APETx1による hERG活性化電位のポジティブシフト 

リコンビナント APETx1 の hERG 阻害活性を評価するために、hERG を安定発現した

HEK293細胞を用いたホールセルパッチクランプ法により hERG電流を測定した。hERGの巨

視的電流では、脱分極させたときに流れる電流量が小さく、それに続いて再分極させたとき

には電流量が増大することが知られている [9,10]。この再分極させたときの電流をテール電

流と呼ぶ。脱分極電位に対してテール電流の電流量をプロットした conductance-voltage 曲線

（G-V曲線、活性化曲線）は hERGの活性化の電位依存性を反映する。本研究では、この G-

V曲線に基づき APETx1添加前後での 50%活性化電位の変化量 (ΔV1/2) を算出し、APETx1に

よる hERG阻害活性を評価した。 

リコンビナント APETx1 は脱分極電位を 0 mV としたときのテール電流を強く阻害して

いた（図 3-3a）。これと比較して、脱分極電位を+60 mVとしたときのテール電流の阻害は弱

かった（図 3-3b）。それぞれの脱分極電位での hERG電流を調べたところ、先行研究のネイ

ティブ APETx1 での結果 [69] と同様に、リコンビナント APETx1 の添加に伴って hERG の

G-V 曲線が高電位側へとシフト（ポジティブシフト）したことが分かった（図 3-3c）。濃度

10 μΜの APETx1添加時の ΔV1/2の値は+23.9 ± 2.5 mVであった（図 3-3d）。 
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図 3-3 パッチクランプ測定によるリコンビナント APETx1の hERG阻害活性の評価 

(a) 脱分極電位 0 mVでの hERG電流。(b) 脱分極電位+60 mVでの hERG電流。(c) 最大電流
量が 1.0となるように規格化した G-V曲線。(d) ΔV1/2の用量依存的変化。 

  

a b 

c d 
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同様に hERG を強制発現させたアフリカツメガエル (Xenopus laevis) の卵母細胞を用い

た TEVC測定においても、APETx1による hERG阻害には電位依存性がみられ（図 3-4a-b）、

hERG の活性化電位はポジティブシフトした（図 3-4c）。用量反応測定での濃度 10 μΜ の

APETx1添加時の ΔV1/2の値は+28.7 ± 1.3 mVであり（図 3-4d）、この値は先行研究の TEVC

測定での ΔV1/2の値 (+24.6 ± 2.7 mV) と同程度であった [75]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4 TEVC測定によるリコンビナント APETx1の hERG阻害活性の評価 

 (a) 脱分極電位−20 mVでの hERG電流。(b) 脱分極電位+60 mVでの hERG電流。(c) 最大電
流量が 1.0となるように規格化した G-V曲線。APETx1の添加量を段階的に増やしていき、そ
れぞれの濃度での hERG電流を測定した。(d) ΔV1/2の用量依存的変化。 

 

  

a b 

c d 
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3.2.2 リコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の hERGに対する解離定数
の比較 

先行研究では TEVCの実験系において、ネイティブ APETx1の hERGに対する解離定数

Kdが求められている [75]。そこで、リコンビナント APETx1 についても Kd値を算出し、ネ

イティブ APETx1との間で解離定数 (Kd) の値を比較することとした。 

図 3-5aの G-V曲線では、縦軸に APETx1非添加時の最大電流量に対する相対値で、各濃

度の APETx1添加時の電流量を示した。「3.2.1 リコンビナント APETx1による hERG活性化

電位のポジティブシフト」で述べたように、APETx1 による hERG 阻害には電位依存性がみ

られる（図 3-3a-b、図 3-4a-b）。高い脱分極電位においては、APETx1 が結合した状態でも

hERGが活性化できるため、APETx1添加時の巨視的電流量の減少が両者の結合を反映しなく

なる。その一方で、低い脱分極電位においては、APETx1が結合した状態の hERGは活性化で

きないと考えられ、APETx1 添加時の巨視的電流量の減少が両者の結合を反映するとみなす

ことができる。そのため、先行研究では APETx1による hERG阻害の用量反応関係の評価す

るときに、hERGを活性化させる閾値電位に近い脱分極電位 (−20 mV ~ −40 mV) での電流量

を利用している [75]。本研究でも脱分極電位が−30 mV のときの hERG の電流量を用いて、

APETx1 非添加時の電流量 (IControl) で APETx1 を添加時の電流量 (IToxin) を除した値を算出

し、用量反応曲線を得た（図 3-5b）。先行研究と同様に、3 種のフィッティングモデル [75] 

で解析し、Kd値を求めた（モデル (A) で 1.2 μM、モデル (B) で 1.7 μM、モデル (C) で 0.23 

μM）。これらの値は先行研究で報告されている Kd値（モデル (A) で 87 nM、モデル (B) で

141 nM、モデル (C) で 16.3 nM） [75] と比較して、12-14倍高かった。リコンビナント APETx1

とネイティブ APETx1との間で、Kd値に差がみられた原因は分かっていない。また、本研究

ではネイティブ APETx1 を入手することが困難であったため、同一条件で直接的な比較を行

うことはできなかった。そこで、リコンビナント APETx1 の立体構造をネイティブ APETx1

のものと比較するために、NMR法による解析を行うこととした。 
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図 3-5 APETx1による hERG阻害の用量反応関係 

(a) 異なる APETx1濃度での G-V曲線。縦軸は APETx1非添加時の最大電流量を 1としたとき
の相対値で表した。(b) 脱分極電位−30 mVのときのテール電流の電流量を指標とした用量反
応関係。APETx1 非添加時の電流量 (IControl) で APETx1 を添加した時の電流量 (IToxin) を除し
た値を縦軸にとった。 

  

a b 
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3.3 NMR法によるリコンビナント APETx1の立体構造の評価 

3.3.1 リコンビナント APETx1の NMRシグナルの帰属 

リフォールディングによって調製したリコンビナント APETx1がネイティブ APETx1と

同等の立体構造を有することを確認するために、NMR法による解析を行うこととした。まず、

アミド水素原子核と窒素原子核の間の相関シグナルを与える 1H-15N HSQCスペクトルと水素

原子核と炭素原子核の間の相関シグナルを与える 1H-13C HSQCスペクトルを pH 6.0, 298 K条

件下で測定した（図 3-6a-c）。1H-15N HSQCスペクトル上のシグナルは全体によく分散してお

り、特に 8.6 ppmよりも化学シフトが大きい領域（低磁場側）にもシグナルが観測された（図

3-6a）。このことはリコンビナント APETx1が二次構造を有し、特定の立体構造を形成してい

ることを示している。 

続いて、「2.6.2 配列特異的連鎖帰属のための 2次元および 3次元 NMR測定」に示した

各種の三重共鳴 NMRスペクトルを利用し、リコンビナント APETx1の NMRシグナルを帰属

した（図 3-6a-c）。APETx1の 1H-15N HSQCスペクトルおよび 1H-13C HSQCスペクトル上で

観測しうる水素原子核 265個のうち 263個（全水素原子の個数は 295個）、窒素原子核 42個

のうち 40個（全窒素原子の個数は 49個）、炭素原子核 182個のうち 180個（全炭素原子の

個数は 203個）で帰属することができ、帰属率は 98.8%（全原子中では 88.3%）であった。な

お、磁場強度 600 MHzの装置を使用した pH 6.0, 298 Kの条件下の測定では、T2と L34の主

鎖アミドシグナルが観測されなかった。 
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図 3-6 リコンビナント APETx1の NMRスペクトル 

均一 13C, 15N標識を施したリコンビナント APETx1を利用して、磁場強度 600 MHzの装置を
使用し、pH 6.0, 298 Kの条件下で測定した。(a) 1H-15N HSQCスペクトル。 (b) 脂肪族領域の
1H-13C HSQCスペクトル。 (c) 芳香属領域の 1H-13C HSQCスペクトル。 

  

a b 

c 
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3.3.2 ネイティブ APETx1との化学シフト値の比較 

先行研究では pH 3.0, 280 K条件下でのネイティブ APETx1のプロトン化学シフト値が報

告されている (BMRB code: 6370) [69]。そこで、1H-15N HSQCスペクトルを利用して pH滴定

測定および温度可変測定を行うことで、「3.3.1 リコンビナント APETx1の NMRシグナルの

帰属」で確立した pH 6.0, 298 K条件下の主鎖アミドシグナルの帰属を pH 3.0, 280 K条件下の

スペクトルに移すことで、リコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の主鎖アミドプロ

トンの化学シフト値を比較することとした。まず、pH 6.0 条件下で温度を低下させていき、

pH 6.0, 280 K条件下でのスペクトルに帰属を移した（図 3-7a）。続いて、温度 280 K条件下

で pHを低下させていき、pH 3.0, 280 K条件下でのスペクトルに帰属を移した（図 3-7b）。な

お、磁場強度 500 MHzの装置を使用した pH 3.0, 280 K条件下の測定では、Y5, F33, L34の主

鎖アミドシグナルが観測されなかったため、帰属を移すことができなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-7 リコンビナント APETx1 の pH および温度の変化に伴う 1H-15N HSQC スペクトルの
変化 

均一 15N標識を施したリコンビナント APETx1を利用して、磁場強度 500 MHzの装置で測定
した。(a) pH 6.0条件下での温度可変測定。(b) 温度 280 K条件下での pH滴定測定。 

 

  

a b 
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pH 3.0, 280 K条件下でのリコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の主鎖アミドプ

ロトン化学シフト値、および両者の化学シフト値の差を表 3-1 に示した。いずれのアミノ酸

残基の主鎖アミドプロトン化学シフト値においても、リコンビナント APETx1 のほうがネイ

ティブ APETx1よりも化学シフト値が大きく、その差は平均して 0.12 ppmと小さかった（表

3-1、図 3-8）。この差は化学シフト値の補正などの系統誤差に起因すると想定されることか

ら、リコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の立体構造はほとんど同じであると考え

た。 
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表 3-1 リコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の pH 3.0, 280 K条件下での 

主鎖アミドプロトンの化学シフト値の比較 

 Recombinant APETx1 
(BMRB code: 36345) (ppm) 

Native APETx1 
(BMRB code: 6370 [69]) (ppm) 

1H chemical shift difference 
(ppm) 

G1 − − − 
T2 8.7847 8.663 0.1217 
T3 8.2857 8.149 0.1367 
C4 7.7367 7.637 0.0997 
Y5 Not observed 6.738 − 
C6 8.5587 8.452 0.1067 
G7 8.9297 8.799 0.1307 
K8 8.8007 8.666 0.1347 
T9 7.9427 7.82 0.1227 
I10 8.2207 8.091 0.1297 
G11 8.1317 8.011 0.1207 
I12 8.9617 8.858 0.1037 
Y13 8.1897 8.065 0.1247 
W14 8.9437 8.834 0.1097 
F15 8.1177 7.993 0.1247 
G16 8.0907 7.967 0.1237 
T17 6.9717 6.859 0.1127 
K18 8.1607 8.044 0.1167 
T19 7.7417 7.61 0.1317 
C20 8.7947 8.665 0.1297 
P21 − − − 
S22 8.2947 8.158 0.1367 
N23 8.7627 8.624 0.1387 
R24 8.5877 8.458 0.1297 
G25 8.3107 8.172 0.1387 
Y26 7.4047 7.284 0.1207 
T27 9.6767 9.558 0.1187 
G28 7.5807 7.456 0.1247 
S29 7.8927 7.762 0.1307 
C30 8.8177 8.695 0.1227 
G31 8.8007 8.673 0.1277 
Y32 7.8457 7.732 0.1137 
F33 Not observed 8.414 − 
L34 Not observed 7.828 − 
G35 8.6067 8.48 0.1267 
I36 8.6427 8.535 0.1077 
C37 9.1167 9.007 0.1097 
C38 8.6827 8.571 0.1117 
Y39 7.8227 7.716 0.1067 
P40 − − − 
V41 8.4177 8.266 0.1517 
D42 8.1997 8.034 0.1657 

 

 

 

 

 

 

図 3-8 リコンビナント APETx1とネイティブ APETx1の 1H化学シフト値の差 

リコンビナント APETx1のものからネイティブ APETx1のものを差し引いた。pH 3.0, 280 K条
件下で観測されなかったシグナルをアスタリスク (*) で示した。  
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3.3.3 リコンビナント APETx1の NMRシグナルの pHによる変化 

温度 298 Kでの pH 6.0から pH 3.0への変化に伴う 1H-15N HSQCスペクトル上での各シ

グナルの化学シフト値の変化量 (Δδ) を算出したところ、C 末端のアミノ酸残基 (V41, D42) 

の主鎖アミドシグナルと、R24の側鎖由来のシグナルで変化が大きかった（図 3-9a-b）。その

ため、先行研究でネイティブ APETx1の立体構造が決定されている pH 3.0条件下と生理的な

pH条件下では、APETx1の立体構造が局所的に異なる可能性があることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-9 リコンビナント APETx1の pH変化に伴う化学シフト変化量 

(a) 温度 298 K条件下での pH滴定測定。均一 15N標識を施したリコンビナント APETx1を利
用して、磁場強度 500 MHzの装置で測定した。(b) 温度 298 Kでの化学シフト値の変化量を
示した。化学シフト値の変化量 (Δδ) については、1H化学シフト値の変化量 (Δδ1H) と 15N化
学シフト値の変化量 (Δδ15N) を利用して算出した [79]。 

 

  

a 

b 
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3.3.4 pH 6.0条件下での APETx1の立体構造決定 

先行研究では pH 3.0, 280 K 条件下での APETx1 の立体構造が決定されている [72]。

「3.3.3 リコンビナント APETx1の NMRシグナルの pHによる変化」で述べたように、pH 3.0

条件下での APETx1 の立体構造は生理的な pH 条件下での立体構造と局所的に異なる可能性

がある。そこで、生理的 pHに近い pH 6.0条件下で APETx1の NMR構造を決定することと

した。 

構造計算には、766個の NOEシグナルから作成した距離拘束条件、13Cα, 13Cβ, 13CO, 15Nα, 

および 1HN の化学シフト値から作成した 41 個の主鎖二面角拘束条件、および S-S 結合の拘

束条件を利用した（表 3-2）。また、他のアミノ酸残基とは異なり、Pro残基では 1残基前の

アミノ酸残基との間のペプチド結合において、trans 配座だけでなく cis 配座もとることが可

能である。Pro残基がいずれの立体配座をとっているのかを判定する方法として、Pro残基の

Cβ と Cγ の化学シフト値の差 (δCβ - δCγ) を指標とする方法が報告されている [81]。この方

法では、δCβ - δCγが 4.8. ppmよりも小さい値のときには trans配座であり、9.15 ppmよりも

大きい値を示している場合には cis配座であると判定する。APETx1には 2つの Pro残基 P21

と P40が存在するが、P21では δCβ − δCγが 5.992 ppm (δCβ = 32.299 ppm, δCγ = 26.307 ppm) であ

り、P40では δCβ − δCγが 10.927 ppm (δCβ = 35.842 ppm, δCγ = 24.915 ppm) であった。このこと

から、P40のペプチド結合は cis配座であると判断し、このことも構造計算時の拘束条件に利

用した。 

CYANA 3.98 [85] を使用して torsion angle dynamicsでの構造計算を行った後、Amber 12 

[86] を使用した分子動力学計算によって構造の精密化を行い、20個の最小エネルギー構造を

最終構造として得た（図 3-10a）。20個の構造を重ね合わせたときの主鎖の重原子（水素原子

を除く）での RMSD値は残基番号 1-42で 0.66 ± 0.21 Å、残基番号 2-41で 0.48 ± 0.12 Åであ

った（表 3-2）。また、側鎖も含めた全重原子（水素原子を除く）での RMSD 値は残基番号

1-42で 1.01 ± 0.15 Å、残基番号 2-41で 0.95 ± 0.14 Åであった（表 3-2）。 

先行研究での pH3.0, 280 K条件下での 25個の構造と本研究での pH6.0, 298 K条件下で

の 20 個の構造を重ね合わせたところ、pH および温度の条件が異なるにも関わらず、全体的
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に非常によく重なっていた（残基番号 2-41の主鎖 RMSD値で 0.7 Å -1.5 Å。図 3-10b）。この

ことは、「3.3.2 ネイティブ APETx1との化学シフト値の比較」での化学シフト値の比較の結

果と同様に、リフォールディングによって調製したリコンビナント APETx1 がネイティブ

APETx1と同等の立体構造を形成していることを示している。 

 

表 3-2 リコンビナント APETx1の構造決定における統計値 
 Native  

APETx1 [72] 
Recombinant 

APETx1 
    PDB code 1WQK 7BWI 
    Number of conformers 25 20 
    Experimental conditions pH 3.0 and 280 K pH 6.0 and 298 K 
Distance restraints 
    Total NOE-derived restraints 751 766 
    Intraresidue restraints (|i-j| = 0) 366 131 
    Sequential restraints (|i-j| = 1) 140 216 
    Short-range restraints (2 ≤ |i-j| ≤ 4) 61 94 
    Long-range restraints (|i-j| ≥ 5) 184 325 
    Disulfide bond restraints 9 12 
    Dihedral angle restraints 20 41 
    Hydrogen-bond restraints 36 - 
RMSD from mean coordinate structure (Å)a 

Backbone heavy atoms 
    Residues 1-42 0.82 ± 0.17 0.66 ± 0.21 
    Residues 2-41 0.63 ± 0.13 0.48 ± 0.12 
All heavy atoms 
    Residues 1-42 1.28 ± 0.17 1.01 ± 0.15 
    Residues 2-41 1.13 ± 0.15 0.95 ± 0.14 
Analysis of the Ramachandran plot (%)b 
    Residues in favored regions 84.3 93.7 
    Residues in allowed regions 14.0 5.6 
    Ramachandran outliers 1.7 0.6 

aRMSDはMOLMOL [88] を用いて計算した。 bStereochemical quality はMolProbity [89] を
用いて評価した。 
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図 3-10 リコンビナント APETx1の NMR構造 

(a) リコンビナント APETx1 の 20 個の最小エネルギー構造の重ね合わせ。主鎖を紺、Cys 残
基以外の側鎖をピンク、Cys 残基の側鎖を橙で示した。(b) リコンビナント APETx1（紺）と
ネイティブ APETx1（赤）の重ね合わせ。両者とも主鎖のみを表示した。ネイティブ APETx1

は 25個の構造の重ね合わせである (PDB code: 1WQK) [72]。 
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ネイティブ APETx1とリコンビナント APETx1の構造は全体的によく重なっていたが、

C末端の位置は僅かにずれていた（図 3-11a）。pH 6.0, 298 K条件下で決定したリコンビナン

ト APETx1の構造では、C末端の D42の側鎖のカルボキシル基が R24の側鎖のグアニジニウ

ム基に近づいていた（図 3-11b）。この構造変化は、「3.3.3 リコンビナント APETx1の NMR

シグナルの pH による変化」で pH 依存的な化学シフト変化が C 末端のアミノ酸残基 (V41, 

D42) の主鎖アミドシグナルと、R24 の側鎖由来のシグナルで大きかったことと矛盾しない。

これらの結果は、D42 の側鎖のカルボキシル基のプロトン化状態が pH 6.0 と pH 3.0 で異な

り、pH 6.0 では脱プロトン化したことによって、R24 のグアニジニウム基に近づくように構

造変化が起こったことを示唆している。本研究における pH 滴定実験では、pH 3.0 と pH 6.0

の間での NMRスペクトルの変化が可逆的であることを確認しており、これらの pH依存的な

局所構造の変化は可逆的であることが分かっている。以上の結果から、リコンビナント

APETx1とネイティブ APETx1の立体構造に大きな差はなく、pH 6.0, 298 K条件下で APETx1

の立体構造を決定することに成功したと考えた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-11 APETx1の pH依存的な局所構造の変化 

(a) リコンビナント APETx1（紺）とネイティブ APETx1（赤）の構造の重ね合わせ。図 3-10 

(b) を異なる向きから表示した。(b) リコンビナント APETx1（紺）とネイティブ APETx1（赤）
からそれぞれ一個の構造だけを示した。R24と D42は側鎖をスティック表示で示した。 
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3.4 APETx1の hERG阻害に関わるアミノ酸残基の同定 

3.4.1 1H-15N HSQCスペクトルによる APETx1変異体の構造の評価 

これまで APETx1の変異体解析は行われておらず、APETx1がどのアミノ酸残基を利用

して、hERG の resting state に結合し阻害するのかは明らかとなっていない。そこでまず、

APETx1の hERG阻害に関わるアミノ酸残基を同定するために、APETx1の変異体の hERG阻

害活性を電気生理学的手法により評価することにした。 

APETx1 の変異体を作製するアミノ酸残基には、側鎖が分子表面に露出している 15 個

のアミノ酸残基 (T3, Y5, K8, F15, K18, T19, S22, N23, R24, T27, S29, Y32, F33, L34, D42) を選

定した（図 3-12）。T3を除き、変異後のアミノ酸残基は側鎖の構造が最も単純なアラニンと

した。T3 については、APETx1 の T3P 変異体 (APETx3) をイソギンチャクが保有しており、

この APETx3を濃度 50 μMで添加しても脱分極電位が+40 mVのときの hERG電流を阻害し

ないことが報告されているため [95]、この変異体を作製することにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-12 APETx1の変異部位 

(a) APETx1のアミノ酸配列。変異体を作製したアミノ酸残基には残基番号をラベルした。(b) 

APETx1の構造 (PDB: 7BWI)。変異体を作製したアミノ酸残基の側鎖をスティックで表示した。 
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まず、APETx1の変異体を野生型 (WT) と同じく、「2.5.1 発現」と「2.5.2 精製および

リフォールディング」に記載した方法で調製した。これらの変異体が WT と同等の立体構造

を形成していることを確認するため、1H-15N HSQCスペクトルを測定した。全 15種の変異体

で 8.6 ppm よりも低磁場側にシグナルが観測されており、スペクトル全体にシグナルがよく

分散していた（図 3-13）。さらに、変異体の 1H-15N HSQCスペクトルをWTのスペクトルと

重ね合わせて主鎖アミドシグナルの化学シフト値の比較を行ったところ、多くのシグナルが

WTのものとよく重なることが分かった（図 3-13）。 

R24A変異体と Y32A変異体では複数のシグナルで化学シフト値に差がみられた（図 3-

13）。そこで、APETx1の立体構造上に主鎖アミドプロトンをマッピングして、変異による立

体構造への影響を評価した（図 3-14）。その結果、WT との間で化学シフト値に差がみられ

た主鎖アミドプロトンは変異させたアミノ酸残基と構造上で近接しており、化学シフトに大

きな差がみられない主鎖アミドプロトンは離れた位置にあることが分かった。そのため、こ

れらの化学シフト値の差は変異に伴う側鎖構造の変化によって局所的な化学環境が変化した

ことに起因することが示唆された。これらのことから、全ての APETx1の変異体がWTと同

等の立体構造を形成していると判断した。 

  



64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-13 APETx1変異体の 1H-15N HSQCスペクトル 

均一 15N 標識を施した APETx1 変異体を利用して、磁場強度 600 MHz の装置で測定した。
APETx1のWTのスペクトル（黒）に対して、変異体のスペクトル（赤）を重ね合わせた。 
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図 3-13 APETx1変異体の 1H-15N HSQCスペクトル（前頁からの続き） 

均一 15N 標識を施した APETx1 変異体を利用して、磁場強度 600 MHz の装置で測定した。
APETx1のWTのスペクトル（黒）に対して、変異体のスペクトル（赤）を重ね合わせた。 
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図 3-13 APETx1変異体の 1H-15N HSQCスペクトル（前頁からの続き） 

均一 15N 標識を施した APETx1 変異体を利用して、磁場強度 600 MHz の装置で測定した。
APETx1のWTのスペクトル（黒）に対して、変異体のスペクトル（赤）を重ね合わせた。 
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図 3-14 APETx1の変異によって化学シフト変化が生じた主鎖アミドプロトンのマッピング 

APETx1の NMR構造 (PDB: 7BWI) にマッピングした。主鎖アミドプロトンを球で表した。主
鎖アミドプロトンのうち、WT と変異体の間でシグナルが重なり合わないほど化学シフト値
の差が大きいものを黒、ほとんど差がみられなかったものを白で示した。 (a) R24A 変異体。
(b) Y32A変異体。 
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3.4.2 APETx1変異体の hERG阻害活性の評価 

APETx1の変異体解析は、hERGを安定発現した HEK293細胞を用いたホールセルパッ

チクランプ法により行った。「3.2.1 リコンビナント APETx1による hERG活性化電位のポジ

ティブシフト」で述べたように、APETx1は hERGの G-V曲線をポジティブシフトさせ、濃

度 10 μMでの ΔV1/2の値は+23.9 ± 2.5 mVであった。濃度 10 μMの APETx1変異体を添加した

ときの G-V曲線を、図 3-15a-cに示した。このときの ΔV1/2の値をWTとの間で比較した（図

3-15d）。その結果、F15A , Y32A, F33A, L34AではWTと比較して ΔV1/2の値が有意に減少し

た (F15A, 0.001 < p < 0.01; Y32A, F33A, L34A, p < 0.001)（図 3-15c-d）。その他の変異体 (T3P, 

Y5A, K8A, F15A, K18A, T19A, S22A, N23A, R24A, T27A, S29A, Y32A, F33A, L34A, D42A) で

はWTと比較して ΔV1/2の値に有意な差がみられなかったが（図 3-15a-b,d）、K18Aと T19A

では僅かに減少傾向がみられた (K18A, p = 0.563; T19A, p = 0.219) 。 

APETx3（APETx1の T3P変異体）については、先行研究では脱分極電位+40 mVのとき

の hERG の電流を阻害しないことが報告されている [95]。しかしながら、これまで APETx3

が hERG の活性化電位をポジティブシフトさせるかは評価されていなかった。本研究ではリ

コンビナント APETx3が hERGの活性化電位をポジティブシフトさせており、その ΔV1/2の値

は APETx1と比較して有意な差がないことが示された（図 3-15d）。「3.4. APETx1変異体の

hERG阻害に関わる分子表面の同定」で示した 1H-15N HSQCスペクトルから、リコンビナン

ト APETx3とリコンビナント APETx1の間で立体構造が同等であることが分かっている（図

3-13）。これらのことから、APETx1の T3は hERGの活性化電位のポジティブシフトに対し

てほとんど寄与していないことが示唆された。 
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図 3-15 APETx1変異体による hERGの活性化電位のシフト 

(a) 濃度 10 µMの APETx1変異体を添加したときの hERGの G-V曲線。全てのデータは平均
値と標準誤差 (mean ± SEM) で表した。(b) 濃度 10 µMの APETx1変異体を添加したときの
ΔV1/2。全てのデータは平均値と標準誤差 (mean ± SEM) で表し、測定回数を括弧内に記載し
た。一元配置分散分析 (one-way ANOVA) の後、Tukey 検定による多重比較を行い、p 値が
0.05未満であるとき、統計学的に有異であると判定した (*,0.01 ≤ p < 0.05; **, 0.001 ≤ p < 

0.01; ***, p < 0.001)。 
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変異により ΔV1/2の値が有意に減少した F15, Y32, F33, L34を APETx1の立体構造にマ

ッピングしたところ、分子表面で局在していることが分かった（図 3-16a）。これらのアミノ

酸残基はいずれも疎水性アミノ酸残基であり、F15と Y32の Cβの間で 9.4 Å、F15と F33の

Cβの間で 10 Å以内に局在していた（図 3-16b）。APETx1の分子表面に側鎖が露出している

アミノ酸残基の変異体のうち、これらの 4個の疎水性アミノ酸残基の変異体だけで hERG阻

害活性が有意に低下し、阻害がほとんど完全に消失したことから、APETx1の F15, Y32, F33, 

L34 で形成される疎水性表面が hERG 阻害に重要であり、直接的な相互作用に関わっている

ことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-16 変異体解析により同定された APETx1の疎水性残基の局在 

変異体を作製したアミノ酸残基を太字で示した。 
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3.5 APETx1による阻害に関わる hERGのアミノ酸残基の同定 

3.5.1 hERG変異体の作製 

先行研究の TEVC測定では hERGの S3-S4ループの G514から E519までの 6個のアミ

ノ酸残基の Cys 変異体が解析され、G514C 変異体において APETx1 での ΔV1/2の値が有意に

増大し、E518C 変異体で ΔV1/2 の値が有意に減少することが報告されている [75]。多くの

gating-modifier toxinは電位依存性イオンチャネルの VSDの S3-S4領域に結合すると考えられ

ている [54,55,96]。しかしながら、APETx1が hERGの S3-S4領域に対してどのように結合し、

hERGの resting stateを安定化するのかは分かっていない。そこで、hERGの S3-S4領域の各

アミノ酸残基が APETx1 による hERG 阻害に関与しているのかを調べるために、hERG の変

異体解析を行うこととした。 

hERGの S3-S4領域の F508から L524までの 17残基のうち、先行研究で変異体解析が

行われた 6 残基 (G514-E519) を除く、11 個のアミノ酸残基 (F508, D509, L510, L511, I512, 

F513, L520, I521, G522, L523, L524) の Ala変異体を作製した（図 3-17a-c）。先行研究で APETx1

による hERG 阻害活性に有意な変化がみられた G514C 変異体と E518C 変異体も作製した。

また、S4 に近接する S1 のすぐ上の位置の L433 とその周辺の荷電性アミノ酸残基 (K434, 

E435, E437, E438) と、S2ヘリックスの酸性アミノ酸残基 (D456, D460) についても Ala変異

体を作製した（図 3-17a-c）。 
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図 3-17 hERGの変異導入部位 

(a) hERGの VSD（残基番号 398-545）のアミノ酸配列。(b) hERGの膜貫通ドメインの構造。
VSD はリボン表示とし、4 量体中の一つのサブユニットだけを (a) と同じように色分けして
示した。PDは灰色のシリンダー表示で示した。(c) hERGの VSDの拡大図。変異体を作製し
たアミノ酸残基をマッピングした。 
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3.5.2 hERG変異体の電流の評価 

hERG の変異体解析はアフリカツメガエルの卵母細胞を用いた TEVC 測定により行っ

た。全ての変異体で hERGに特徴的なテール電流が観測されたことから（図 3-18）、変異体

が卵母細胞の細胞膜上に発現し、hERGの電気生理学的性質を保持していることが分かった。 

hERGの G-V曲線から得られる V1/2の値は、resting stateから activated stateへの遷移（活

性化）の膜電位依存性を反映する [10]。TEVC測定における hERG WTの V1/2の値は−13.0 ± 

0.4 mVであり（図 3-19）、D456A, D460A, D509A, E518Cおよび L524A変異体では変異導入

によって V1/2の値が高電位側にシフトし、L520Aおよび L523A変異体では変異導入によって

V1/2の値が低電位側にシフトしていた（図 3-19）。残りの 13種の変異体ではWTと比較して

V1/2の値にほとんど差がなかった（図 3-19）。 
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図 3-18 hERG変異体の電流 

変異体ごとに電流トレース（上）と電位プロトコル（下）を示した。変異体のラベルの色は
その残基が存在する αヘリックスで色分けしており、図 3-17に準拠している（S1を黄、S2

を橙、S3を赤、S4をピンクとした）。 
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図 3-18 hERG変異体の電流（前頁からの続き） 

変異体ごとに電流トレース（上）と電位プロトコル（下）を示した。変異体のラベルの色は
その残基が存在する αヘリックスで色分けしており、図 3-17に準拠している（S1を黄、S2

を橙、S3を赤、S4をピンクとした）。 
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3.5.3 APETx1による hERG変異体の阻害活性の評価 

APETx1は hERGのWTの G-V曲線をポジティブシフトさせ、濃度 10 μMでの ΔV1/2の

値は+21.9 ± 1.1 mV であった（図 3-19）。同様に hERG 変異体についても、濃度 10 μM の

APETx1 を添加したときの G-V 曲線を図 3-19 に示した。このときの変異体ごとの ΔV1/2の値

をWTとの間で比較した （図 3-20）。先行研究 [75] と同様に、G514C変異体では ΔV1/2の

値は有意に増大し、E518C変異体では ΔV1/2の値は有意に減少することを確認した（図 3-20）。

さらに、S3-S4領域のアミノ酸残基の変異体のうち、F508Aと I521Aでは ΔV1/2の値がWTと

比較して有意に減少し、APETx1による阻害がほとんど完全に消失した（図 3-20）。これに対

して、I512Aと G522Aでは ΔV1/2の値がWTと比較して有意に増大し、APETx1による阻害が

増強された（図 3-20）。S1-S2 領域のアミノ酸残基の変異体のうち、L433A と D460A では

ΔV1/2の値がWTと比較して有意に減少した（図 3-20）。 

APETx1 によるポジティブシフトが減少した S3-S4 領域のアミノ酸残基の変異体のう

ち、E518C 変異体では変異導入によって V1/2 の値が WT と比較して高電位側にシフトした

（WT, V1/2 = −13.0 ± 0.4 mV; E518C, V1/2 = 5.0 ± 2.7 mV、図 3-19）。E518Cと同様に、変異導入

により V1/2の値が WT と比較して高電位側にシフトした変異体である L524A 変異体（V1/2 = 

8.3 ± 1.5 mV、図 3-19）では、APETx1はWTのときと同程度のポジティブシフトを引き起こ

した（図 3-20）。逆に、L520A変異体 (V1/2 = −34.4 ± 0.6 mV) と L523A変異体 (V1/2 = −40.8 ± 

1.2 mV) では変異導入によって V1/2の値が WT と比較して低電位側にシフトしていたが（図

3-19）、APETx1はこれらの変異体に対してもWTのときと同程度のポジティブシフトを引き

起こした（図 3-20）。これらの結果は、V1/2の値が変異導入によって変化し、hERGの resting 

stateと activated stateの存在比率が変異によって変化したとしても、APETx1による阻害には

影響を及ぼさないことを示唆している。そのため、E518C変異体で APETx1によるポジティ

ブシフトが顕著に減少したことは、hERGの resting stateの存在比率が低下したことによるも

のではなく、変異導入による側鎖構造の局所的な変化が APETx1 との結合を低下させたこと

を反映していると考えた。以上の結果から、hERGの E518は F508や I521とともに APETx1

による hERG阻害に寄与するアミノ酸残基であると判断した。 
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図 3-19 APETx1による hERG変異体の G-V曲線のシフト 

濃度 10 µMの APETx1の添加前後での hERG変異体の G-V曲線を示した。全てのデータは平
均値と標準誤差 (mean ± SEM) で表した。変異体のラベルの色はその残基が存在する αヘリ
ックスで色分けしており、図 3-17 に準拠している（S1 を黄、S2 を橙、S3 を赤、S4 をピン
クとした）。 
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図 3-20 10 µM APETx1による hERG変異体の 50%活性化電位の変化量 

濃度 10 µMの APETx1を添加したときの各 hERG変異体のΔV1/2を示した。全てのデータは
平均値と標準誤差 (mean ± SEM) で表し、測定回数を括弧内に記載した。一元配置分散分析 

(one-way ANOVA) の後、Tukey検定による多重比較を行い、p値が 0.05未満であるとき、統
計学的に有異であると判定した (*,0.01 ≤ p < 0.05; **, 0.001 ≤ p < 0.01; ***, p < 0.001)。変異
体のラベルの色はその残基が存在する α ヘリックスで色分けしており、図 3-17 に準拠して
いる（S1を黄、S2を橙、S3を赤、S4をピンクとした）。 
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APETx1 による hERG 阻害活性が変異によってほとんど完全に消失したアミノ酸残基

F508, E518, I521は、いずれも S3-S4領域に位置する。hERGの構造上で F508と I521の Cβ間

の距離は 11.7 Åであった（図 3-21）。また、hERGの S3-S4ループの L511から E519までの

領域は先行研究の cryo-EM 構造では原子座標情報がないことから、構造上での E518 の正確

な位置は明らかではないが、F508と E518との間は約 15 Å以上離れていることが想定された

（図 3-21）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-21 変異体解析で阻害活性が低下した hERGの S3-S4領域のアミノ酸残基の位置 

hERGの cryo-EM構造 (PDB: 5VA2) の VSDの up conformationの構造上に、APETx1の
F508, E518, I521の位置をマッピングした。L511から E519までのアミノ酸残基は原子座標
が存在しないため、灰色の点線で表した。 
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3.6 APETx1- VSD複合体の構造モデルの構築 

本研究ではここまでに、「3.4.2 APETx1変異体の hERG阻害活性の評価」で APETx1の

F15, Y32, F33, L34が hERG阻害活性に関与することを示し、「3.5.3 APETx1による hERG変

異体の阻害活性の評価」で APETx1 による hERG 阻害には先行研究で報告されていた E518 

[75] に加えて F508と I521が重要であることを示した。そこで、APETx1と hERGのドッキ

ングシミュレーションを行うことで、両者の変異体解析によって同定されたアミノ酸残基同

士が直接的に相互作用した APETx1-hERG 複合体の構造モデルを得ることができるかどうか

を検証することとした。 

 

3.6.1 hERGの S3-S4ループの構造モデルの構築 

hERGの VSDの S4は膜電位依存的に構造変化し、静止膜電位下では S4が細胞内側に引

き付けられた down conformation をとり、脱分極時には S4 が細胞外側に引き付けられた up 

conformationをとる。hERGの cryo-EM構造 (PDB code: 5VA2) は膜電位のない条件で解析さ

れたものであり、S4が up-conformationをとっている [24]。その一方で、先行研究および本研

究の電気生理学的解析の結果から、APETx1は hERGの resting stateでの VSDを安定化するこ

とから、S4の down conformationを認識することが分かっている [69,75]。そこでまず、hERG

の S4の down conformationの構造モデルを構築することを目指した。 

hERGの cryo-EM構造では S3-S4ループの一部である L511から E519までの領域の原子

座標の情報が存在しないため、初めにMODELLER [93] を使用したホモロジーモデリングに

よって、hERG の S3-S4 領域の全原子座標を含む構造モデルを作製することにした。ホモロ

ジーモデリングの鋳型には、rat ether-à-go-go 1 (rEAG1) の cryo-EM構造 (PDB code: 5K7L) を

利用した [39]。hERGの VSD（残基番号 398-545）と rEAG1の VSD（残基番号 208-347）で

は配列同一度が 47.8%と高く（図 3-22a）、構造もよく類似している（図 3-22b）。さらに、

rEAG1の構造モデルには S3-S4領域の全原子座標が含まれている（図 3-22b）。これらのこと

から、hERG の S3-S4 ループの構造の鋳型に利用できると考えた。ホモロジーモデリングに

より得られた hERGの S3-S4領域の構造モデルは、hERGの cryo-EM構造 (PDB code: 5VA2) 
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のものと非常によく類似しており（図 3-22c）、hERGの S3-S4領域の全原子座標を含む構造

モデルを作製することができたと判断した（以下、この構造モデルを up modelと記載する）。 

続いて、hERGと rEAG1の VSDの配列アラインメントにおいて、hERGの S4ヘリック

スの配列をヘリックス一巻分または二巻分に相当する 3残基もしくは 6残基だけ下流方向に

シフトさせてホモロジーモデリングを行うことで、S4 の down conformation のモデルを作製

した（図 3-22c。以下、それぞれの構造モデルを one-helical-turn down modelと two-helical-turn 

down modelと記載する。）。 

電位依存性イオンチャネルの S4 ヘリックスには、複数の塩基性アミノ酸残基が存在し、

VSDの S1-S3ヘリックスに存在する酸性残基との間で近接し、VSDの内部で塩橋を形成する

ことで、脂質膜中で安定化していると考えられている [97-101]。ホモロジーモデリングによ

り作製した hERGの up model、one-helical-turn down model、two-helical-turn down modelは、

VSD内部での酸性アミノ酸残基と塩基性アミノ酸残基との間での位置関係が保持されていた

ことから（図 3-22c）、適切なモデルを構築することに成功したと判断した。 
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図 3-22 hERGの VSDの down conformationの構造モデルの構築 

(a) rEAG1の VSDと hERGの VSDの配列比較。hERGについては S1を黄色、S2を橙色、S3を
紅色、S4をピンク色で示した。Cyro-EM構造 (PDB: 5VA2) に原子座標が存在しないアミノ酸
残基を薄い灰色で示した。(b) rEAG1の VSD（PDB code: 5K7L、灰色）と hERGの VSD（PDB 

code: 5VA2、色分けは (a) に従う。）の構造の重ね合わせ。(c) 左から順に、hERGの VSDの
cryo-EM構造 (PDB code: 5VA2)、up model、one-helical-turn down model、two-helical-turn 

down modelを示した。S2の酸性残基 D456, D460, D466の位置を灰色の点線で示し、F463

（VSD内部で細胞内側と細胞外側を隔てており、charge transfer centerと呼ばれるアミノ酸
残基）の位置を灰色の実線で示した。S4の塩基性残基 K525, R528, R531, R534, R537（VSDの
S4に保存され、膜電位感受に関わる塩基性残基で、N末端側のものから順に K1-R5と呼ばれ
る。）の位置を図示した。 

  

a 

b 

c 
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Up model においては、変異導入によって APETx1 による阻害活性が低下した hERG の

F508, E518, I521が分子表面にほとんど露出していなかった（図 3-23）。これに対して、one-

helical-turn modelと two-helical-turn modelにおいては、これらの 3個のアミノ酸残基の側鎖が

分子表面に広く露出しており、これらの側鎖は分子表面に窪み (crevice) を形成していた（図

3-23）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-23 変異体解析により同定されたアミノ酸残基の hERG S3-S4領域の構造モデル上での
位置 

hERGの S3-S4領域の構造モデルをリボン表示（上）と表面表示（下）で示した。変異により
APETx1による hERG阻害活性が上昇したアミノ酸残基を赤色、低下したアミノ酸残基を青色
で示した。One-helical-turn-down modelと two-helical-turn-down modelで分子表面に見ら
れた窪み (crevice) の位置は、点線で囲むことで示した。 
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3.6.2 変異体解析結果を満たす APETx1の VSDに対する結合様式 

APETx1 と hERG の両者の変異体解析で同定されたアミノ酸残基同士が直接的に相互

作用する複合体モデルが得られるのかを検証するために、拘束条件付きのドッキングシミュ

レーションを HADDOCK 2.4 web serber [94] を使用して行った。Up modelに対するドッキン

グシミュレーションでは、変異体解析で同定された APETx1の疎水性残基 F15, Y32, F33, L34

が hERG の F508, E518, I521 と直接的に相互作用した複合体モデルを得ることができなかっ

た。このとき、複数の異なるドッキングポーズを有するモデルが得られたが、現状ではどの

モデルが妥当であるかを評価することはできなかった。その一方で、one-helical-turn down 

model と two-helical-turn down model に対するドッキングシミュレーションにおいては、

APETx1の疎水性残基 F15, F33, L34の側鎖が hERGの F508, E518, I521で形成された分子表面

の窪みに収まるように結合したモデルが得られた（図 3-24）。このとき、APETx1の Y32は

hERGの E518と水素結合しうる位置に存在した（図 3-24, inset）。 
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図 3-24 変異体解析の結果を満たす APETx1-VSD複合体の構造モデル 

変異体により hERG阻害活性が低下したAPETx1の疎水性アミノ酸残基を緑色で示した。hERG

については、変異により APETx1による hERG阻害活性が上昇したアミノ酸残基を赤色、低下
したアミノ酸残基を青色で示した。(a) one-helical-turn down model。(b) two-helical-turn 

down model。 

  

a b 
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One-helical-turn down modelと two-helical-turn down modelのいずれにおいても、APETx1

が hERGの VSDの S3-S4領域の脂質膜界面側に結合しており、この結合部位は hERGの膜貫

通ドメインの外縁部に位置していた（図 3-25）。これらのモデルにおいて、APETx1が PDや

4量体中の他のサブユニットの VSDと接触していなかったことから（図 3-25）、APETx1が

hERG に対してこの位置で結合することは hERG の全長構造とも矛盾しないことが確認され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-25 hERG全長における APETx1の結合位置 

APETx1はチューブ表示で示した。hERGの VSDをリボン表示、PDをシリンダー表示で示し
た。APETx1が結合している VSDの色分けは図 3-22に従った。(a) one-helical-turn down model。
(b) two-helical-turn down model。 

  

a 

b 
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第 4章 考察 

4.1 APETx1による hERGの VSDの S4の down conformationの認識 

APETx1と hERGの変異体解析の結果から、APETx1では分子表面上で局在した 4個の

疎水性残基 F15, Y32, F33, L34が hERG阻害活性に寄与しており（図 3-15）、hERGでは F508, 

E518, I521が APETx1による hERG阻害活性に寄与していることが明らかとなった（図 3-19、

図 3-20）。APETx1の 4個の疎水性残基は互いに約 10 Å以内に局在し、疎水性パッチを形成

している（図 3-16）。その一方で、S4が up conformationを形成している hERGの cryo-EM構

造中では、F508, E518, I521が互いに 10~15 Å以上離れた位置に存在する（図 3-21）。そのた

め、APETx1の疎水性残基が up conformationにおける F508, E518, I521と直接的に相互作用す

るのは難しいと考えた。 

APETx1による hERG阻害の電気生理学的解析から、APETx1は hERGの resting stateに

おける S4の down conformationに結合し、この機能状態を安定化することが示唆される（図

3-3、図 3-4）[69,75]。そのため、APETx1の疎水性パッチは、cryo-EMにより膜電位のない条

件で解析された hERG の S4 の up conformation ではなく、詳細な立体構造は未解明であるが

生理的な静止膜電位下で S4が細胞内側に引き付けられた down conformationとの相互作用に

適した形状となっていると考えた。KVチャネルの VSD では、脱分極電位から静止膜電位へ

と再分極する過程で、S4ヘリックスが細胞内側に向かって垂直に移動すると考えられている 

[97-99]。そのため、down conformationでは S4が細胞内側に向かって一巻き分から二巻き分の

距離を移動することによって、S4の E518と I521が S3の F508と近づき、APETx1の結合部

位が形成されると考えた（図 4-1）。 
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図 4-1 hERGの VSDの S4のコンフォメーションの比較 

Cryo-EMにより明らかとなっている hERGの VSDの up conformation（左, PDB code: 5VA2）
と、想定される down conformation（右）。Down conformationで形成されることが推定さ
れる APETx1結合位置を丸枠で囲った。 
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4.2 APETx1-VSD複合体の構造モデル 

本研究では、APETx1 が hERG の resting state に結合することに着目して、ホモロジー

モデリングにより S4の down conformationでの構造モデルである one-helical-turn down model

と two-helical-turn down modelを構築し、これらの構造モデルに対して APETx1をドッキング

させることによって、APETx1の疎水性パッチが hERGの F508, E518, I521と直接的に相互作

用した複合体構造モデルを得た（図 3-24、図 3-25）。これらの複合体構造モデルにおいては、

APETx1の疎水性残基のうち F15, F33, L34の側鎖が hERGの F508, E518, I521によって分子表

面上に形成された窪みに収まるように結合していた（図 3-24）。また、この窪みの外では、

APETx1 の Y32 が hERG の E518 の側鎖との間で水素結合を形成しうる位置に近接していた

（図 3-24, inset）。これらのことから、本研究で得た複合体の構造モデルは変異体を用いた電

気生理学的解析の結果を説明しうるものだと考えた。 

APETx1のドッキングシミュレーションに用いた 2種類の down conformationの構造モ

デルでは S4の位置がヘリックス一巻き分だけずれているが、どちらのモデルでも変異体解析

の結果に矛盾しない複合体構造モデルを得ることができた（図 3-24）。したがって、one-helical-

turn down modelと two-helical-turn down modelを比較して、どちらがより妥当なモデルである

かということを結論付けることはできないと考えた。 

hERGの I512A, G514C, G522Aの 3個の変異体では、WTと比較して APETx1でのΔV1/2

が有意に増大し、APETx1による hERG阻害が増強した（図 3-19、図 3-20）。One-helical-turn-

down modelにおいて、立体的に嵩高い側鎖を有する I512が E518の近くに位置している（図

3-24, inset）。そのため、I512の側鎖は APETx1の hERGへの結合を妨げている可能性があり、

I512A 変異によってこの立体障害が緩和されたことで阻害活性が上昇した可能性がある。ま

た、G514Cと G522Aの 2個の Gly残基の変異体については、二次構造を形成させづらい傾向

を有する Gly 残基が Cys 残基もしくは Ala 残基に置換されたことで、I512 や E518 を含む

hERGの S3-S4ループの二次構造を変化させ、APETx1の結合能に影響を及ぼした可能性があ

る。 
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hERGの S1-S2領域のアミノ酸残基については、L433Aと D460Aの 2個の変異体でWT

と比較して阻害活性が有意に低下した（図 3-19、図 3-20）。これらの変異体における APETx1

による阻害活性の低下は、S3-S4領域の F508, E518, I521の変異体で APETx1による阻害がほ

とんど完全に消失したことと比較して、変化が小さかった。そのため本研究では、S1-S2領域

よりも、S3-S4領域との相互作用が APETx1による hERG阻害に重要であると考え、APETx1

が S3-S4 領域の脂質膜界面側に結合し、S1-S2 領域とは接触していない複合体構造モデルを

構築した（図 3-25）。hERGの L433と D460や S1-S2領域のその他のアミノ酸残基が APETx1

との直接的な相互作用に関与しているのかについては、複合体の立体構造解析を通じた実験

的な検証が必要である。 
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4.3 APETx1とクモ由来の gating-modifier toxinの比較 

本研究では、側鎖が分子表面に露出する APETx1 のアミノ酸残基の変異体解析を行う

ことで、4個の疎水性残基 F15, Y32, F33, L34の変異が hERG阻害活性を有意に低下させるこ

とが明らかとなった（図 3-16）。この結果は、これらの疎水性残基が局在することで形成さ

れる疎水性パッチが hERGへの結合に寄与することを示している。 

APETx1を含むイソギンチャク由来の gating-modifier toxinは、いずれも β-defensinフォ

ールドを形成しており、クモ由来の gating-modifier toxinの ICKフォールドとは立体構造が異

なる。しかしながら、両者の分子表面には共通して疎水性パッチがみられる（図 1-7）。これ

までにクモ由来の gating-modifier toxinでは、SGTx1, JZTX-III, JZTX-Vの変異体解析が行われ

ており、疎水性パッチを中心とした分子表面が KV チャネルの阻害に関与することが報告さ

れている [66,102,103]。また、クモ由来の gating-modiifer toxinは脂質膜に分配しながら KVチ

ャネルを阻害することが報告されており [104-108]、実際に SGTx1の疎水性パッチが標的 KV

チャネルとの直接的な相互作用と脂質膜との相互作用の両方に関与していることが示されて

いる [67]。これらのことは、クモとイソギンチャクの gating-modifier toxinでは異なるフォー

ルドの立体構造を有するにも関わらず、共通して KV チャネルに対する結合に疎水性パッチ

を利用していることを示唆している。 

さらに本研究では、APETx1の結合部位として、hERGの S3-S4領域のアミノ酸残基が

重要であることが示唆された。クモ由来の gating-modifier toxinにおいても、標的となる KVチ

ャネルの S3-S4 領域のアミノ酸残基の変異により阻害活性が低下することから、S3-S4 領域

が gating-modifier toxinの結合部位であると考えられている [102,103,106,109-113]。そのため、

本研究の複合体モデルでみられた APETx1の疎水性パッチと hERGの S3-S4領域との間での

結合は、イソギンチャク由来の gating-modifier toxin だけでなく、クモ由来の gating-modifier 

toxinにも共通した KVチャネルとの相互作用様式となっている可能性がある。 
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4.4 APETx1の hERG阻害活性と結合親和性の定量的な評価 

先行研究および本研究の電気生理学的解析では、濃度 10 μMの APETx1が hERGの

V1/2の値を 20 -25 mVだけ上昇させた（図 3-3c、図 3-4c、[75]）。このことは、膜電位–30 

mVにおける resting stateから activated stateへの構造変化（活性化）に要する自由エネルギ

ーが、10 μM APETx1の添加前後で 5 kJ/molから 10-11 kJ/molに変化したことを反映してい

る（「2.8.7 データ解析」と同様に Boltzmann式 ΔG = RT(V1/2 – V) / kに基づいて、絶対温度

を 298.15 K、slope factor kを 10 mVとして算出した。）。APETx1非存在下では膜電位 0 mV

において activated stateをとっている hERGの割合が 80%以上であったが、一方で、10 μM 

APETx1存在下ではこの割合が 20%以下となっている（図 3-5a）。このことは APETx1が膜

電位の存在しない 0 mVにおいても hERGの resting stateを安定化していることを意味してい

る。 

TEVCでの解析では、hERGの活性化の閾値付近の膜電位 (–30 mV) における電流量

を利用して APETx1の hERGに対する Kd値を求めており、この Kd値は 10-7から 10-6 Mのオ

ーダーであった（図 3-5b）。この Kd値は約–34 kJ/molから–40 kJ/molの自由エネルギー変化

量 (ΔGobs) に相当する（自由エネルギーΔGと平衡定数 Kの間の関係式 ΔG = –RTlnKに基づ

いて、ΔGobsを算出した）。膜電位が–30 mVのときの hERGの電流量から、APETx1非存在

下では全ての hERGのうち 10-15%が activated stateをとっており、残りの 85-90%が resting 

stateをとっていることが分かる（図 3-5a）。このとき、resting stateに対する APETx1の結合

は電流量の減少には反映されないため、APETx1の添加に伴う電流量の減少は 10-15%の

activated stateに対する APETx1の作用を反映する。すなわち、この電流量の減少を指標とし

て求めた ΔGobsは、APETx1が結合した activated stateが resting stateへと構造変化するのに要

する自由エネルギー (ΔGchange) と、これにより生じた resting stateとの結合自由エネルギー 

(ΔGbinding) の総和で表される (ΔGobs = ΔGchange + ΔGbinding)。上述のように濃度 10 μMの

APETx1添加時の hERGの活性化に要するエネルギーは約 10-11 kJ/molであり、ΔGchangeはこ

の値と同程度であると考えられる。そのため、ΔGobsからこの値を差し引くことで、ΔGbinding
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を概算することが可能であり、その値はおよそ–23 kJ/molから–30 kJ/molとなる。この

ΔGbindingを Kd値に換算するとおよそ 6×10-6
 Mから 9×10-5

 Mであり、この値は APETx1の

hERGの resting stateに対する結合親和性を反映していると考えた。 
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第 5章 総括 

5.1 結論 

本研究では、大腸菌発現系を利用することでリコンビナント APETx1 の調製法を確立

した。調製したリコンビナント APETx1 の立体構造はイソギンチャク由来のネイティブ

APETx1と同等であった。また、リコンビナントAPETx1がネイティブAPETx1と同様に hERG

の resting stateを安定化することを確認した。APETx1と hERGの変異体解析により、APETx1

の分子表面上で局在している 4個の疎水性アミノ酸残基 F15, Y32, F33, L34と hERGの S3-S4

領域の F508, E518, I521が hERG阻害活性に大きく寄与していることが明らかとなった。そこ

で、APETx1が結合する hERGの S4の down conformationのモデルを構築し、ドッキングシ

ミュレーションを行ったところ、両者の変異体解析により同定されたアミノ酸残基は互いに

近接した APETx1-VSD複合体の構造モデルが得られることが分かった。本研究で得られた複

合体の構造モデルは変異体解析の結果を満たしており、APETx1が hERGの VSDの静止膜電

位下での機能状態である down conformation に結合するメカニズムを示唆するものであった。 
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5.2 今後の展望 

hERG の VSD の S4 ヘリックスは膜電位の脱分極に応じて細胞内側から細胞外側へと

膜平面に対して垂直に近い方向に移動することで構造変化する。しかしながら、静止膜電位

下で S4 ヘリックスが細胞内側に引き付けられた down conformation の構造は、hERG のみな

らず KVチャネルにおいて解明されていない。これは、従来の構造解析手法では膜電位を形成

させた条件で解析を行うことが技術的に困難であったためである。APETx1は hERGの VSD

に結合し、down conformation を安定化するリガンドであることから、APETx1 との複合体と

して hERG の立体構造解析を行うことは、S4 が down conformation をとり、細胞内側ゲート

が閉じた機能状態である resting stateの立体構造を明らかにする有効な手段であろう。さらに、

立体構造解析の条件下では生理的な脂質膜環境下とは異なり、界面活性剤ミセルやリポソー

ム、ナノディスクなどに再構成したイオンチャネルを解析することとなる。現状では脂質膜

が APETx1による hERG阻害活性に及ぼす影響は不明である。今後は APETx1の hERG阻害

活性を様々な膜電位条件下や脂質膜環境下で評価するとともに、その阻害活性を増強した変

異体を探索するために、本研究で確立した大腸菌を用いたリコンビナント APETx1 の調製法

が活用されることが期待される。 

また、APETx1による hERG阻害活性には APETx1の分子表面上の疎水性パッチが重要

であり、本研究で構築した複合体モデルは APETx1 の疎水性パッチの形状が hERG の S3-S4

領域の分子表面の形状との間で相補的であることを示唆していた。本研究から示唆された

APETx1による hERGの S4の down conformationの認識機構は、hERGの VSDに結合して機

能を調節する、新しい作用メカニズムを有したリガンドを創製するための構造基盤となるこ

とが期待される。 
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第 6章 補遺 

6.1 APETx1の化学シフトテーブル（BMRB code: 36345） 

 
  



98 
 

表 6-1 1H化学シフト値 (ppm) 
Residue H HA HA2 HA3 HB HB2 HB3 HG HG2 HG3 HG11 HG12 HG13 HG21 HG22 HG23 

G1 − − 3.873 3.734 − − − − − − − − − − − − 
T2 − 4.497 − − 4.463 − − − − − − − − 1.232 1.232 1.232 
T3 8.298 4.608 − − 4.061 − − − − − − − − 1.142 1.142 1.142 
C4 7.907 4.409 − − − 2.323 1.532 − − − − − − − − − 
Y5 6.918 5.066 − − − 2.619 2.619 − − − − − − − − − 
C6 8.69 4.996 − − − 3.279 2.235 − − − − − − − − − 
G7 8.931 − 4.042 3.62 − − − − − − − − − − − − 
K8 8.8 4.335 − − − 1.975 1.712 − 1.421 1.421 − − − − − − 
T9 8.009 4.032 − − 3.616 − − − − − − − − 0.499 0.499 0.499 
I10 8.224 3.824 − − 1.563 − − − − − − 1.237 1.054 0.899 0.899 0.899 
G11 8.24 − 4.58 3.44 − − − − − − − − − − − − 
I12 9.11 4.715 − − 1.866 − − − − − − 1.702 1.303 0.827 0.827 0.827 
Y13 8.275 5.095 − − − 2.596 2.345 − − − − − − − − − 
W14 9.053 4.306 − − − 2.997 2.758 − − − − − − − − − 
F15 8.15 4.119 − − − 3.103 2.749 − − − − − − − − − 
G16 8.177 − 3.406 3.309 − − − − − − − − − − − − 
T17 7.089 4.641 − − 4.043 − − − − − − − − 1.019 1.019 1.019 
K18 8.188 4.397 − − − 1.949 1.645 − 1.425 1.425 − − − − − − 
T19 7.813 4.329 − − 3.761 − − − − − − − − 1.041 1.041 1.041 
C20 8.804 3.979 − − − 2.809 2.693 − − − − − − − − − 
P21 − 4.129 − − − 1.998 1.382 − 0.831 0.318 − − − − − − 
S22 8.317 4.279 − − − 3.861 3.841 − − − − − − − − − 
N23 8.7 4.486 − − − 2.894 2.891 − − − − − − − − − 
R24 8.518 4.347 − − − 1.493 0.624 − 1.386 1.386 − − − − − − 
G25 8.263 − 3.86 3.537 − − − − − − − − − − − − 
Y26 7.444 4.726 − − − 3.134 2.691 − − − − − − − − − 
T27 9.73 4.524 − − 4.25 − − − − − − − − 1.252 1.252 1.252 
G28 7.671 − 4.109 3.27 − − − − − − − − − − − − 
S29 7.902 5.459 − − − 4.073 3.613 − − − − − − − − − 
C30 8.931 5.138 − − − 3.477 3.421 − − − − − − − − − 
G31 8.835 − 4.19 3.868 − − − − − − − − − − − − 
Y32 7.94 4.517 − − − 2.946 2.784 − − − − − − − − − 
F33 8.539 4.18 − − − 2.99 2.846 − − − − − − − − − 
L34 − 4.492 − − − 1.83 1.83 0.89 − − − − − − − − 
G35 8.636 − 4.438 4.425 − − − − − − − − − − − − 
I36 8.763 5.098 − − 1.735 − − − − − − 1.435 1.106 0.843 0.843 0.843 
C37 9.166 5.306 − − − 3.513 2.265 − − − − − − − − − 
C38 8.81 4.674 − − − 2.118 1.364 − − − − − − − − − 
Y39 7.927 5.043 − − − 3.08 2.55 − − − − − − − − − 
P40 − 5.165 − − − 2.663 2.321 − 2.059 2.044 − − − − − − 
V41 8.271 4.005 − − 2.116 − − − − − 1.043 1.043 1.043 0.961 0.961 0.961 
D42 8.386 4.407 − − − 3.228 3.05 − − − − − − − − − 
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表 6-1 1H化学シフト値 (ppm)（続き） 

Residue HD1 HD2 HD3 HD11 HD12 HD13 HD21 HD22 HD23 HE HE1 HE2 HE3 HZ HZ2 HZ3 HH2 
G1 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
T2 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
T3 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
C4 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
Y5 6.822 6.822 − − − − − − − − 6.656 6.656 − − − − − 
C6 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
G7 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
K8 − 1.635 1.635 − − − − − − − − 2.952 2.952 − − − − 
T9 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
I10 − − − 0.862 0.862 0.862 − − − − − − − − − − − 
G11 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
I12 − − − 0.814 0.814 0.814 − − − − − − − − − − − 
Y13 6.982 6.982 − − − − − − − − 7.032 7.032 − − − − − 
W14 6.887 − − − − − − − − − 9.321 − 7.795 − 7.651 7.218 7.259 
F15 7.283 7.283 − − − − − − − − 7.403 7.403 − 7.39 − − − 
G16 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
T17 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
K18 − 1.63 1.63 − − − − − − − − 2.945 2.945 − − − − 
T19 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
C20 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
P21 − 2.771 2.587 − − − − − − − − − − − − − − 
S22 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
N23 − − − − − − 7.536 6.826 − − − − − − − − − 
R24 − 3.243 3.061 − − − − − − 7.615 − − − − − − − 
G25 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
Y26 7.149 7.149 − − − − − − − − 6.718 6.718 − − − − − 
T27 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
G28 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
S29 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
C30 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
G31 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
Y32 7.119 7.119 − − − − − − − − 6.765 6.765 − − − − − 
F33 6.938 6.938 − − − − − − − − 7.285 7.285 − 7.362 − − − 
L34 − − − 0.894 0.894 0.894 0.746 0.746 0.746 − − − − − − − − 
G35 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
I36 − − − 0.603 0.603 0.603 − − − − − − − − − − − 
C37 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
C38 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
Y39 6.554 6.554 − − − − − − − − 6.621 6.621 − − − − − 
P40 − 4.228 4.127 − − − − − − − − − − − − − − 
V41 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
D42 − − − − − − − − − − − − − − − − − 
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表 6-2 15N化学シフト値 (ppm) 
 

 

 
  

Residue N ND2 NE NE1 
G1 − − − − 
T2 − − − − 
T3 119.179 − − − 
C4 120.549 − − − 
Y5 116.063 − − − 
C6 120.369 − − − 
G7 115.388 − − − 
K8 126.77 − − − 
T9 119.896 − − − 
I10 129.268 − − − 
G11 113.602 − − − 
I12 119.303 − − − 
Y13 128.23 − − − 
W14 130.881 − − 125.616 
F15 123.962 − − − 
G16 114.215 − − − 
T17 112.339 − − − 
K18 121.904 − − − 
T19 113.269 − − − 
C20 124.247 − − − 
P21 − − − − 
S22 116.615 − − − 
N23 114.933 112.908 − − 
R24 117.467 − 85.62 − 
G25 108.687 − − − 
Y26 117.879 − − − 
T27 114.42 − − − 
G28 111.121 − − − 
S29 108.908 − − − 
C30 112.129 − − − 
G31 109.482 − − − 
Y32 124.96 − − − 
F33 125.892 − − − 
L34 − − − − 
G35 109.939 − − − 
I36 125.393 − − − 
C37 126.201 − − − 
C38 126.483 − − − 
Y39 118.661 − − − 
P40 − − − − 
V41 118.129 − − − 
D42 129.338 − − − 
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表 6-3 13C化学シフト値 (ppm) 
Residue C CA CB CG CG1 CG2 CD CD1 CD2 CE CE1 CE2 CE3 CZ CZ2 CZ3 CH2 

G1 − 43.422 − − − − − − − − − − − − − − − 
T2 179.631 62.054 70.164 − − 21.294 − − − − − − − − − − − 
T3 178.849 62.83 70.334 − − 22.235 − − − − − − − − − − − 
C4 175.6 53.712 45.178 − − − − − − − − − − − − − − 
Y5 181.668 57.096 42.331 − − − − 132.876 132.876 − 117.774 117.774 − − − − − 
C6 181.789 52.141 39.229 − − − − − − − − − − − − − − 
G7 180.736 47.158 − − − − − − − − − − − − − − − 
K8 172.931 56.277 32.528 24.783 − − 28.798 − − 42.116 − − − − − − − 
T9 178.361 63.242 69.708 − − 21.281 − − − − − − − − − − − 
I10 179.357 61.56 38.769 − 29.101 16.768 − 13.695 − − − − − − − − − 
G11 178.821 44.735 − − − − − − − − − − − − − − − 
I12 180.968 57.578 40.335 − 27.627 17.06 − 11.652 − − − − − − − − − 
Y13 180.644 56.337 39.873 − − − − 133.353 133.353 − 118.112 118.112 − − − − − 
W14 180.016 55.935 29.269 − − − − 126.847 − − − − 120.994 − 114.329 122.096 124.411 
F15 171.864 58.34 40.492 − − − − 132.111 132.111 − 132.069 132.069 − 130.726 − − − 
G16 178.778 46.432 − − − − − − − − − − − − − − − 
T17 177.632 58.811 70.206 − − 19.515 − − − − − − − − − − − 
K18 181.934 55.74 33.019 24.787 − − 28.798 − − 42.088 − − − − − − − 
T19 179.364 60.103 71.343 − − 21.516 − − − − − − − − − − − 
C20 − 55.361 41.639 − − − − − − − − − − − − − − 
P21 182.017 63.251 32.299 26.307 − − 49.716 − − − − − − − − − − 
S22 179.916 58.894 64.451 − − − − − − − − − − − − − − 
N23 181.033 54.335 37.253 − − − − − − − − − − − − − − 
R24 170.035 54.704 31.546 27.724 − − 43.122 − − − − − − − − − − 
G25 180.308 45.269 − − − − − − − − − − − − − − − 
Y26 171.993 57.805 36.802 − − − − 133.219 133.219 − 120.301 120.301 − − − − − 
T27 180.505 61.478 70.142 − − 21.644 − − − − − − − − − − − 
G28 175.827 44.468 − − − − − − − − − − − − − − − 
S29 179.962 57.329 68.122 − − − − − − − − − − − − − − 
C30 179.208 55.739 43.246 − − − − − − − − − − − − − − 
G31 179.208 46.408 − − − − − − − − − − − − − − − 
Y32 179.711 58.555 43.441 − − − − 134.268 134.268 − 118.44 118.44 − − − − − 
F33 − 59.142 37.448 − − − − 131.365 131.365 − 129.759 129.759 − 130.169 − − − 
L34 170.991 54.765 40.821 25.679 − − − 25.849 22.294 − − − − − − − − 
G35 177.962 47.333 − − − − − − − − − − − − − − − 
I36 176.804 59.369 43.414 − 27.898 17.054 − 15.016 − − − − − − − − − 
C37 179.638 54.012 43.683 − − − − − − − − − − − − − − 
C38 177.409 56.164 45.573 − − − − − − − − − − − − − − 
Y39 − 54.401 40.301 − − − − 134.05 134.05 − 117.724 117.724 − − − − − 
P40 169.683 62.471 35.842 24.915 − − 51.565 − − − − − − − − − − 
V41 180.458 64.178 32.691 − 20.644 21.185 − − − − − − − − − − − 
D42 − 55.054 43.108 − − − − − − − − − − − − − − 
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科生命機能物理学講座の原田彩佳助教に深く感謝します。また、ともに切磋琢磨しながら研

究生活を共にし、研究を進めるに当って様々なご協力を頂いた、生命機能物理学講座の皆様

に感謝申し上げます。 

最後に、私の大学院での研究生活を常に温かく見守り、支援してくれた家族や友人に感

謝します。 


