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QPatchを用いたNaV1.5 (late) 電流 心臓安全性評価試験 

要旨 

• QPatchを用いて３型QT延長症候群の変異チャネルから振幅の小
さなNaV1.5 (late)電流を高精度で記録した．

• 薬理的な活性化剤を用いずにNaV1.5 (late)電流を安定して記録す
ることで薬物の安全性評価がより高い信頼性で実施可能となっ
た．

• NaV1.5 (late)電流に作用するNaチャネル阻害剤性を用いて新たに
開発した試験法の薬理学的バリデーションを実施した．

序論

心臓における薬物の副作用は創薬プロセスにおいて候補化合物の開
発中止の主要な要因であり続けている．このことは，臨床上のリス
クを予測するためにはより堅固で安定したin vitro，ex vivo，in vivo
試験やモデルが必要であることを示唆している．現在，製薬会社は
特に催不整脈要因に焦点を合わせたよりバランスが取れた患者リス
ク評価の新たなイニシアティブを開発することでヒトether-a-go-go
遺伝子（hERG）に関連するカリウムチャネル（KV11.1）とQT延長リ
スク予測に対する過度な依存から脱皮しようとしている．FDAによる
Comprehensive in vitro Proarrhythmia Assay（CiPA）イニシアティ
ブは，非常に高度なヒト心筋活動電位in silicoモデルへ６つのイオン
チャネル（hERG, CaV1.2, NaV1.5 (Peak, late), Kir2.1, KVLQT1, KV4.3
）データを取り込むことで，より正確な心筋活動電位モデリングと不
整脈リスクの予測を行うことを目指している．最近FDAはこの６つの
イオンチャネルの中でも，ある特定のチャネル電流がその他のチャネ
ルよりこのモデルへより大きな影響を与えることを示した．hCaV1.2
，NaV1.5 (late)，hERG電流をこのモデルからそれぞれ削除すると，平
均予想誤差がそれぞれおよそ0.25，0.38，0.75へと増加した（Chang 
et al., 2017)．

NaV1.5 (late)電流（これは持続電流としても知られている）の振幅は
小さく，成人の心筋活動電位発生時のような長期の脱分極の間にチャ
ネル開口がバーストして生じるNaV1.5 peak電流振幅と比較して1%以
下である（Chandra et al., 2018．通常NaV1.5 (late)電流は振幅が小さ
いため，NaV1.5を発現した遺伝子組み換え細胞から電流記録を行うこ
とは著しく困難とされる．この問題に対する一般的な解決策として，

標準的なNaV1.5 (late)薬理学試験の代替法として，QPatchを用いたより正確で信頼
性の高いNaV1.5 (late)試験法を紹介します．この方法はベラトリジンやATX-IIなどの
活性化剤を必要としないため，心臓安全性スクリーニング試験の信頼性を向上させ，
コストを削減します．

Application Report

Fig. 1: ATX-IIによるNaV1.5 (late)電流の賦活 A) ATX-II添加（30 nM）は野生型NaV1.5チャネ
ル電流の不活性化を阻害し，オートパッチによるスクリーニングに適した持続電流を誘導す
る．B)同実験条件におけるNaV1.5チャネルΔKPQ変異型と野生型における力学的違いを見るた
め，QPatch細胞クローン機能を用い同一QPlate上で比較を行った．ΔKPQ変異型においては早
い不活性化の増大を示す一方，NaV1.5 (late)が持続する間における遅い不活性化を減少させた
Spencer, 2009．

ベラトリジンやATX-IIといったNaV1.5 (late)電流賦活剤を用いることが
ある．しかしこれらの賦活剤はそれぞれ結合部位や賦活化機構，また
電流賦活の程度も異なるため，NaV1.5 (late)電流に作用する既知の化
合物の抑制率は大きくばらついてしまう．例えば，ベラトリジン存在
下におけるラノラジンのIC50値は90.8 µMだがATX-IIを用いた場合は
5.4 µMとなる（Fisher et al., 2018）．ベラトリジンとATX-IIのどちら
も内在性NaV1.xチャネルへ非選択的に作用することで電流増強作用を
示す．これらのチャネルはCHO細胞およびHEK細胞に存在することが知
られており（West et al., 1992; Lalik et al., 1993; He and Soderlund, 
2010），これらの賦活剤によるNaV1.5 (late)電流誘導の薬理作用の特
異性は限定的である

NaV1.5 (late)電流振幅の小ささ，そしてこれを神経毒由来の薬物を用い
て増強することで生じるデータのばらつき，賦活剤のチャネルに対す
る非選択性，および費用の問題を克服するため，我々はNaV1.5チャネ
ル3型QT延長症候群KPQ遺伝子欠損変異体を用いたNaV1.5 (late)細胞株
を作製した．
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Fig. 2: CHO細胞とHEK細胞におけるNaV1.5 ΔKPQ ピーク電流発現の比較
CHO細胞ではlate電流解析に十分な振幅の内向きピーク電流は観察されなかった（紫色棒）．
一方HEK細胞においては強力なLQT3変異型NaV1.5チャネルの発現により十分な振幅のNaV1.5
電流が観察された（青色棒）ため，以降のアッセイではこの細胞を用いた．

Fig.3: NaV1.5 ΔKPQにおける様々な電位プロトコルの比較検証
CiPAイオンチャネルワーキンググループ (ICWG) による電位プロトコル（A）を基準とし，
活動電位を模した電位プロトコル（B），そしてstep-ramp電位プロトコル（C）を比較し
た．step電位とramp速度を最適化することで，振幅の大きいNaV1.5 (late)電流を安定して誘
導することができた．

結果および考察

HEK 対 CHO NaV1.5 (late)細胞株 

内因性および外因性の電流発現比較を行うため，ΔKPQ NaV1.5遺伝子
をHEK細胞およびCHO細胞に発現させたポリクローナル細胞群を作製
した．CHO強制発現細胞では標準的な細胞培養環境下で無視できるほ
どの内向きピーク電流が認められる程度の最低限の発現を示し，低温
の事前培養実施後においてもNaV1.5内向きピーク電流は−2.0 nA未満
であった（Fig. 2）．これに対してHEK強制発現細胞では−5.0 nA以上
の大きな内向きナトリウム電流が観察された．そこでこのHEK細胞を
以降のQPatchを用いたNaV1.5 (late)電流試験系の構築に用いた.

適切な電位プロトコルの選択

NaV1.5 (late)電流を誘導するために，CiPAプロトコルや活動電位を模
したプロトコル，step-ramp プロトコルを含め多くの電位プロトコル
が用いられてきた（Fig. 3．MetrionではHEK NaV1.5 ΔKPQ細胞株と
QPatchを用いて，これらの電位プロトコルの比較を行った．CiPA の
step-ramp電位プロトコルでは「rampフェーズ」において小さな内向
き電流は生じるが，初期の−15 mVへの脱分極後に持続電流が発生する
ことが確認された．心筋活動電位を模した電位プロトコルでは，振幅
の大きなピーク電流の後に持続電流が生じ，この持続電流が「再分極
フェーズ」において増大していくことが確認された．最後にシンプル
なstep-rampプロトコルを試験し，薬物評価のバリデーション試験用
に安定したNaV1.5 (late)試験系を確立するためにこの試験のさらなる
最適化を実施した．

NaV1.5 ΔKPQ試験の薬理学的バリデーション

Metrionでは最適化したstep-ramp電位プロトコルを用い，２種類の既
知のNaV1.5 (late)電流阻害剤を用いてNaV1.5 (late)細胞株のアッセイに
ついてバリデーションを実施した．メキシレチンおよびラノラジンは
ともにpeak電流よりもlate電流を抑制した（Fig. 4．長い脱分極刺激中
もしくはrampコマンド中における持続電流を測定したとき，各化合物
のNaV1.5 (late)電流に対する作用はほとんど変わらなかった（Fig. 4)．
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結論

不整脈リスクを予測するin silicoモデルをサポートする正確な心臓安
全性試験データを提供するためには，信頼性が高く，安価で，正確な
NaV1.5 (late)電流アッセイをオートパッチで実施する必要がある．ベラ
トリジンやATX-IIといった非選択的な賦活剤を用いたNaV1.5 (late)アッ
セイでは不正確なIC50値やばらつきの大きい結果しか得られない．さ
らにはATX-IIは非常に高価である．我々は病態生理学的手法により作製
したΔKPQ LQT3遺伝子組み換え細胞を用いて，薬理学的な活性化剤を
必要としないNaV1.5 (late)試験系を確立しバリデーションを行った．こ
れによって心臓安全性スクリーニング試験の信頼性とコストを改善する
ことができた．

方法

ATCC/ECACC より入手したCHO細胞およびHEK細胞に対し，検証済み
のヒトLQT3変異型NaV1.5 ΔKPQ配列を含むベクターをリポソーム法に
より遺伝子導入を行った．細胞の培養と調製はMetrion にてQPatch用
に最適化したプロトコルを用いて行った．標準的なQPatch用の細胞の
懸濁手順，シール形成およびホールセルプロトコルを用い，より良好
なギガオームシールと実験に適したNa電流を得るために一部改変を加
えた．
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Fig. 4: 既知のNaチャネル阻害剤を用いたNaV1.5 (late)アッセイのバリデーション
A)メキシレチンはpeak電流（38.0 µM）に比べてlate電流（ramp = 10.7 µM, persistent = 
16.8 µM）をより抑制する傾向が認められた．
B)ラノラジンではpeak電流（71.7 µM）に比べてさらにlate電流（ramp = 17.6 µM, persistent 
= 21.7 µM）をより抑制する傾向が認められた．


