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Abstract

Potassium channels are considered as key molecules in the progression of several cancer 
types. Human ether a go-go (hEAG) potassium channels have been reported to possess onco-
genic properties and to regulate the cell cycle. The present study was designed to elucidate the 
physiological manifestation of the potassium channel in one of breast cancer cell lines called 
HCC1937 by using the patch clamp technique. The outward currents were elicited by the de-
polarizing clamp pulses in MFC-7. On the other hand, the similar outward currents were not 
elicited in HCC1937 cells. The present results revealed that the voltage-dependent potassium 
channels seemed not to be abundantly populated in HCC1937 compared with MFC-7. There-
fore, it can be considered that the degree of the potassium channel contribution to proliferation 
and/or the type of potassium channels associated with proliferation varies among different cell 
lines of breast cancer.

諸　　言

細胞膜上で行われるイオン輸送は生命活動
に必須なものであり、それを司るイオンチャ
ネルは、細胞膜を貫通して、イオンを選択的
に透過する膜たんぱく質である。カリウムイ
オンチャネルを抑制すると、細胞増殖が抑制
される現象が見出されている 1）。悪性腫瘍細
胞においてもカリウムチャネル発現増加が報
告されており、human ether a go-go（hEAG）
K+チャネルの発現が、乳がん、脳神経、皮
膚、軟性がん、結腸および子宮頸がん細胞で報
告されている 2-6）。乳癌細胞であるMCF-7細
胞系において、種々のカリウムチャネルの活
性変動は細胞増殖や細胞周期と連動しており、
ATP-dependent K+ channel（KATP）、hEAG、
human intermediate-conductance Ca2+-

An Electrophysiological Study of Breast Cancer 
Cell HCC1937

activated K+ channel（hIKCa）の活性増大、
delayed rectifier K+ channelの Kv1.1の減少
が報告されているが、一方 large-conductance 

Ca2+-activated K+ channel（BKCa）は不変と
の報告もある 3, 7-9）。またMCF-7ではカリウム
チャネル遺伝子、たんぱく質の量的変化も報告
されている 8, 10）。カリウムチャネルは細胞膜の
静止電位の形成や再分極に大きく関わり、この
チャネルの抑制は細胞膜の脱分極をもたらす。
カリウムチャネルの活性化は、細胞膜の過分極
をもたらし、電気化学的勾配の増大で Ca2+の
流入量を増加させ、細胞増殖に影響を与えると
考えられている 11-13）。このカリウムチャネル変
化が乳がん細胞で普遍的に観察されるか否かを
検討する目的でHCC1937細胞を用いて、パッ
チクランプ法を適用しカリウム電流を測定し 

た 15）。本研究では特に、細胞に特異的に発現
しているとされている hEAGチャネルに焦点
をあてて実験を行った 16）。
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実験材料及び実験方法

実験には HCC1937に p53を導入した高橋
らの細胞、及びMFC-7（ATCC）を使用し、
培地には、RPMI1460と 10％ FBSを用いた。
ホールセルでの膜電流の測定には、パッチク
ランプ装置を使用し、ピペット内液（mM）と
しては、130 KCl、10 EGTA、10 HEPES、2 

MgCl（pH7.4）、外液（mM）としては、137 

NaCl、4KCl、1.8 CaCl2、1 MgCl2、11 

Glucose、10 HEPES （pH7.4）の溶液を用い
20-24℃の室温で実験を行った。ただし外液成
分の Na,Kを 96mM KCl、45mMNaClに置換
した実験も行った。ボルテージクランプの刺激
条件としては、下記の通りである。

IVパルス実験；［Ⅰ］保持電位＝⊖100mV、
1stパルス＝⊖40～ +80mV、1秒間、2ndパルス
＝⊖60mV、1秒間、刺激間隔＝ 15秒間、［Ⅱ］
保持電位＝⊖100mV、1stパルス＝ +50（また
は +60）mV、1~2秒間、2ndパルス＝⊖20～⊖
120mV、1秒間、刺激間隔＝ 15秒間

Rampパルス実験；保持電位＝ 0mV、Ramp 

0～⊖120mV（2秒間）、⊖120～ +60mV（7秒間）、
+60～0mV（2秒間）、刺激間隔＝ 15秒間

結　　果

細胞の継代は 1週間に 1回の割合で行っ
た。MFC-7に比較して、HCC1937細胞では
増殖スピードはやや遅かった。図 1A、Bに IV

パルスでの HCC1937細胞での膜電流記録を
示す。1Aでは、保持電位⊖100mVから⊖40～
+80mVへの脱分極パルスでもほとんど外向き
電流は観察されず、⊖60ｍ Vへのクランプバッ
クでの Tail 電流も観察されなかった。1Bでは
外向き電流は観察されたが、Tail 電流は極め
て小さかった。1Cでは保持電位⊖100mVから
+50mVへ脱分極し、そのあと⊖20～⊖120mV

へクランプバックした際の Tail 電流は観察さ
れず、したがって Tail電流の逆転電位を測定
することはできなかった。一方、1Dに示すよ
うに外液 K+濃度を 96mMに増大させた記録

においては、+60mVの脱分極から、⊖120mV

へのクランプバックで、小さいながらもゆっ
くりと脱活性化する内向き電流が認められた。
+80mVへの脱分極時の細胞あたりの外向き
電流値は HCC1937で 0.18± 0.06nA（n=4）、
MFC-7 で 0.50 ± 0.13nA（n=3）（Mean ±
SEM、p<0.05, Student t-test）であった。図
2に HCC1937細胞で Ramp波によりクラン
プした際の結果を示した。ランプ波でも電流波
形で著明な外向き電流は認められなかった。図
1A、Bと同一実験条件でのMFC-7の膜電流記
録を、図 3A、 Bに示した。MFC-7では 1stパ
ルスで活性化される外向き電流が観察された。
ただし Tail電流は観察されなかった。

考　　察

本実験の結果、MFC-7細胞では、脱分極
パルスにより外向き電流が観察されたものの、
HCC1937細胞では 4例中 1例を除き大きな外
向き電流は観察されず、MCF-7に比べ有意に
小さかった。膜容量の測定は行っていないの
で、表面積補正はなされていず、厳密には言い
難いものの、HCC1937細胞では電流特性を薬
理学的に詳しく解析するには電流量は小さす
ぎるものであった。一方 K+電流をより観察さ
れやすい実験条件の外液 K+濃度を 96mMに
増大させた記録において、+60mVの脱分極か
ら、⊖120mVへのクランプバックで、小さい
ながら緩徐に脱活性化する内向き電流が認めら
れた（図 1D）。この電流が、hEAGと遅延整
流性電流（delayed rectifier）である可能性は
あるが、これも更なる解析を行うには小さすぎ
ると言える 17）。本実験においては、既に報告
のあるMCF-7細胞で認められた外向き電流に
対しては、詳しい解析は行わなかった。今回の
実験でみられたMFC-7の電流波形は、脱分極
パルス後半部分での不活性化されていない成分
に関しては、hEAG電流と類同の電流と判断
されるが 13, 14）、時間的に不活性化する遅延整
流性カリウム電流が、混在している可能性もあ
る。17） 実験手技的には、MCF-7細胞と比較し
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図 1．HCC1937細胞のパッチクランプ記録
　　　 A、B：IVパルス［Ⅰ］による、4例中の典型例 2例の電流波形と脱分極パルス最後での IVカーブ（右図

の□内）を示す。
　　　 C、D： IVパルス［Ⅱ］による 3例中の典型例 2例の電流波形を示す。Dのみ外液 K濃度は 96mMに設

定してある。
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図 2．HCC1937細胞での Ramp波による膜電流記録

図 3．MFC-7細胞のパッチクランプ記録
　　　 A、B：IVパルス［Ⅰ］による、3例中の典型例 2例の電流波形と脱分極パルス最後での IVカーブ（右図

の□内）を示す。
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て、HCC1937細胞でのシールの上がりが悪く
成功率が低く、ホールセルパッチクランプ法
での長時間の記録は困難であった。そのため、
HCC1937細胞では、多数例のデータ取得は難
しく、内在性の他のカリウム電流の検討までに
は至らなかった。シールの上がり難さから判断
すると、HCC1937では、MFC-7細胞とは細
胞膜の表面形態に差があるのかもしれない。既
に報告されている研究結果によれば、様々な
癌細胞で G1相初期には細胞内 Ca2+濃度は低
く 18）、細胞膜は脱分極した状態にあり 1）、そ
の後、hEAG, hIKCaおよび KATP電流の増大が
G1相から S相の間に認められ、それによる過
分極に伴い電気化学的勾配が増加して、細胞
内へ Ca2+が流入して Ca2+濃度は上昇すると
報告されている 8, 12）。Ca2+はカルモジュリン
（CaM）を介して腫瘍細胞増殖に関与すると報
告されている 19）。薬理学的にみると、MCF-7

細胞ではカリウムチャネル阻害作用のあるテト
ラエチルアンモニウム（TEA）、アステミゾー
ル、siRNAの適用で G1相から S期への進入
が抑制され、更に S期にある細胞はそこで停
止するという 8, 12）。MCF-7細胞では、特にｈ
EAGチャネルの阻害により、60％の増殖抑制
が認められるとの報告もある 8）。また CaM拮
抗薬で増殖が阻害され、G1期に留まる細胞が
増えると言う 20）。本実験では、電流を記録し
たHCC1937細胞が細胞周期のどこに存在した
かは明確に断言できないが、HCC1937細胞の
膜電流を測定に供した細胞が比較的大きく、細
胞膜の輪郭がはっきりしていたため、おそら
く間期の G1-S-G2期と考えられる。以上の結
果から HCC1937細胞では、hEAG様のカリ
ウムチャネルの増殖への関与は少ないかほと
んどないと考えられる。寄与の度合いの大き
な hEAGカリウムチャネルの発現が低ければ、
細胞膜は過分極を起こしにくく、それが細胞膜
の電気化学的勾配を低下させ、Ca2+の細胞内
流入が減少して、癌細胞増殖を抑制すると考
えられる。しかし、がん細胞には KATP、hIKCa、
Kv1.1、Kv1.3等の多様なカリウムチャネルが

発現していることから、他のカリウムチャネル
によって細胞周期が影響されている可能性があ
り、今後の検討課題である。
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