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１．はじめに
　薬剤が呈する毒性は多様であり，主として肝臓，血管，
血液，心臓に対するものが挙げられる。中でも心臓毒性の
１つである不整脈は，開発中の薬剤が呈する毒性のおよそ
３割程度を占め，抗不整脈薬，抗ヒスタミン薬，抗マラリ
ラ薬，向精神薬，抗生物質，胃腸薬など，幅広い種類の薬
剤がこのタイプの毒性を示すことがわかっている [1]。不
整脈に関与する因子として，電位依存性のイオンチャネ
ルから複数のタンパク質が明らかとなっているが，human 
ether-à-go-go related gene（hERG）チャネルの阻害は，不
整脈の原因として最も頻度の高いものになっている [2]。
hERGは電位依存性カリウムチャネルであり，神経細胞や
心筋細胞の機能において非常に重要な役割を持つ [3]。特
に心臓での機能はよく知られており，心臓の拍動における
活動電位の迅速な終結（再分極）に寄与している。それゆ
え，薬剤による hERGチャネルのブロックは，再分極を遅
らせ，拍動のリズムを崩し，結果としてロング QT症候群
や，トルサードデポワントといった致死性の不整脈発症へ
と繋がることになる。
　Astemizoleは臨床上よく知られた hERG阻害剤の１つで
ある。元はアレルギー性鼻炎の治療薬として米国の製薬会
社が開発し上市されていたが，薬剤と因果関係のある有害
事象や，米国食品医薬品局（FDA）が発表した副作用に関
するレポートを受けて，市場から撤退した [4]。現在 FDA
では，医薬品が持つ QT間隔延長のリスクを評価するため，
すべての候補品に対して hERGチャネルへの作用を前臨
床段階からテストするよう申請者に要求している。また近
年では，インシリコ解析などの手法を利用して，候補化合
物の hERGに対する毒性を軽減する試みが進められてい
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Abstract
　hERGチャネルは心筋細胞の再分極において極めて重要なタンパク質である。その一方で，創薬現場では多様な化合物
がこのタンパク質を阻害してしまうことが問題となっており，その解決が求められている。本研究では，阻害剤として名
高い Astemizoleの阻害機構を明らかにするため，クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析によって hERG-Astemizole複合
体の立体構造を決定した。そして得られた構造より，阻害剤が選択性フィルターの直下に結合してカリウムの輸送を阻害
する分子メカニズムについて明らかとなった。

るが，常に効果的なアプローチであるとはいえないのが現
状である。原因の１つとして，hERGチャネルに結合した
化合物がどのような仕組みで機能を阻害するのか，つまり
薬剤による阻害メカニズムに関する情報の不足が挙げられ
る。そこで求められる情報の一つが，阻害剤と hERGチャ
ネルの複合体構造である。しかしながら，hERGチャネル
の構造解析は難易度が非常に高く，1998年に最初のカリ
ウムチャネル構造が明らかにされ [5]，以降続々とチャネ
ル構造が報告されていく中においても，hERGに関しては，
ほんの数年前まで構造の報告が無かった。
　2017年，ついに Roderick MacKinnonらのグループが，
クライオ電子顕微鏡（Cryo-EM）を用いた解析により
hERGチャネルの構造を 3.8 Åの分解能で決定した [6]。こ
の構造から，hERGチャネルの基本的な機能について構造
的に説明されることとなった。しかしながら報告の中で
は，構造の分解能や，hERG分子の持つ四回対称性（C4）
の問題から，hERGに結合した阻害剤の座標情報は明らか
にされていなかった。そのため，化学的に多様な化合物が
hERGチャネルに結合し，その機能を阻害する分子メカニ
ズムに関しては，未だに不明瞭なままとなっている。そこ
で本研究では，hERGの阻害剤である astemizoleと hERG
との複合体構造を決定し，薬剤による hERG阻害の分子メ
カニズムの解明をすることを目的とし，hERGの構造研究
に着手した。

２．hERG（Astemizole free）の Cryo-EM 解析
　解析用データの取得は高エネルギー加速器研究機構の
透過型電子顕微鏡 Talos Arctica（電子直接検出機として
Falcon 3EC）を用いた。そして，Cryo-EM制御用ソフトウ
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単体の解析と同様に，Talos Arcticaを用いた自動データ
測定によって 1,865枚の電子線像を取得し，最終的には
290,998枚の粒子画像を用いて，密度マップを再構成し
た。画像処理のプロセスでは astemizole非存在下の hERG
の解析と同様に，C4対称の制約のもと 3D classification
と 3D refinementを実行し，全体分解能 3.5 Åのマップを
再構築することに成功した（Fig. 1C, D）。Core regionの
selectivity filter内部には astemizole非存在下の hERGでも
観測されたように，タンパク質モデルの構築後も残って
いる密度マップが観測された。これに関しても，hERG単
体における解釈と同様に，カリウムイオン由来の密度と
して解釈した（Fig. 2A）。
　Selectivity filter の 下 部 に は，astemizole 非 存 在 下 の
hERGから取得したマップでは観察されなかった余剰の
密度マップが存在していた。さらに，この密度マップは
selectivity filter直下の空間のみならず，近傍に存在する
hERG特異的な疎水性ポケットをも埋めるように存在して
おり（Fig. 2C），先行研究の情報や，本研究内で取得した
構造同士の比較より，この余剰の密度マップが astemizole
に由来するものと判断した。しかしながら，astemizoleと
考えられる密度マップは，C4対称の軸上に重なって存在
していたため，この astemizoleと思われるマップの形状（あ
るいはサイズ）が，hERG分子内で astemizoleの置かれて
いる結合状態を反映しておらず，C4対称の平均構造を示
している懸念があった。そこで，密度マップから対称性に
よる影響を除くため，C4対称の制約を除き解析処理を再
度試み，最終的には 102,128枚の粒子画像から，3.7 Åの
分解能で C1（対称性の制約無し）密度マップを得た（Fig. 
3C, D）。構築したタンパク質モデルについて，各 chainを
比較すると，それぞれの chainで大きな違いは無く類似し

ェア EPUによる自動データ測定によって，合計で 1,496
枚の電子線像を取得し，最終的には 173,770の粒子画像
から 3.9 Åの全体分解能をもつ三次元密度マップの再構成
に成功した（Fig. 1A）。カリウムイオンの輸送に関与して
いる core regionでは 3.6 Åと比較的高い分解能を示してい
た一方で，core regionを分子の中心とした時に，分子末
端にあたる PAS domainなどは局所分解能が 5 Å程度に留
まっていたため，モデルの構築には膜貫通ドメイン（core 
region，voltage sensor domain）の密度マップのみを使用し
た（Fig. 1B）。hERG分子の内部に目を移すと，core region
のイオン輸送機能を担う selectivity filter内において，球形
の密度マップが 2つ観察された（Fig. 5A）。本研究では溶
液条件や密度マップの位置からカリウムイオンとして解釈
した。モデル構築した hERG分子に関して各領域を調べる
と，先行研究と同様に，selectivity filterの直下に 4つの深
い疎水性ポケット構造が存在した [6]。また sensor domain
においては，アルギニンやリシンといった塩基性残基が，
細胞内側を向いた状態で集中しており，先行研究と同様
hERGチャネルの電位依存性を説明する構造となっていた。

３．hERG（Astemizole bound）の Cryo-EM 解析
　クライオ電子顕微鏡解析によって hERG単体の構造取
得に成功したため，以下同様の手法で hERGと astemizole
との複合体構造の取得をめざした。複合体の調製方法と
しては，精製後の hERGに対して過剰量の astemizoleを加
え，astemizole存在下の条件でゲル濾過をすることで複合
体を得ている。そして，このサンプルについても，hERG

Figure 1 (A) Cryo-EM density map of astemizole-free hERG. (B) 
Ribbon representation of the hERG core region and voltage 
sensor domain (or transmembrane domain) in the same 
orientation and colors as the density map in A. (C) Cryo-EM 
density map of astemizole-bound hERG. (D) Superposition 
of the transmembrane domains of astemizole-bound hERG 
(colored) and astemizole-free hERG structures determined 
in this study (gray). The two structures were aligned using 
all four subunits. Only two opposing subunits are shown for 
clarity.

Figure 2	 (A) Close-up view of the selectivity filter of astemizole-bound 
hERG indicated by the red square in Fig. 1C with the density 
map of the astemizole-bound hERG. Only two opposing 
subunits are shown for clarity. A dotted line shows the 
symmetry axis. (B) Cross-section views from the intracellular 
side, as indicated by the black square in A. (C) Close-up 
view of the selectivity filter of the astemizole-bound hERG 
with the differential maps. (D) Cross-section views from the 
intracellular side as indicated by the black square in C.
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た構造をとっていた。また分子全体を観た際も，各 chain
が 90°ずつ回転した位置関係にあり，hERG分子が C4対
称の分子であることが，対称性の制約を除いた解析からも
改めて示された。
　C1密度マップにおいても，selectivity filter直下にはタン
パク質モデル構築後も残っている余剰の密度マップが観測
され，さらに C4対称のマップとは異なり，非対称的な形
状で存在していた（Fig. 3C, D）。そして，この astemizole
分子の結合位置に基づき，astemizoleをはじめとした
hERG阻害剤による，チャネル機能阻害のメカニズムにつ
いて，以下のように考察した。（1）Astemizoleは，hERG
チャネルの selectivity filter直下に存在する疎水性ポケット
にはまり込むように結合し，蓋のようにフィルターの穴
を塞いでいる。Selectivity filterはイオン輸送機能を担って
いるため，カリウムイオンの輸送は astemizoleの存在によ
って物理的かつ立体障害的に阻害される。（2）イオンが
selectivity filterを通過する際には，イオンの脱水和が必要
であり [5]，hERGチャネルにおいては，selectivity filterの
細胞内側孔に位置する S624残基がカリウムイオンの脱水
和に寄与している。そして astemizoleの結合位置を考慮に
入れた際，この S624は astemizoleと相互作用を持っており，
その結果カリウムイオンの脱水和に必要な残基がふさがる
事になる。そのため，hERG孔内にアクセスしたカリウム
イオンは脱水和状態に至ることができず。輸送が阻害され
る（3）一方で astemizoleは，結合によって hERGチャネ
ルの構造変化を誘起しておらず，ダイナミックなコンフォ
メーション変化によるアロステリックな阻害作用は持って
いない。本研究の結果より予想されるこれらの機序によっ
て，hERGチャネルに作用した astemizoleはイオン輸送を
阻害していると考えられた。

４．推定される astemizole の結合メカニズム
　hERGのイオンチャネル活性を阻害し，Long QT症候群
を引き起こすとされている薬剤群にはファーマコフォリ
ックな領域として，芳香族骨格に由来する 3つの質量中
心（C0，C1，C2）と，それらの質量中心のさらに中央に
位置している塩基的な窒素原子（N）が存在するとされ
ており [7]，astemizole分子の場合，C0，C1，C2，および
Nがそれぞれ Fluorobenzene，Benzimidazole，Anisole，お
よび 4-Aminopiperideneに対応している（Fig. 3B）。また，
hERGチャネルの変異体解析によって，薬物に対する感受
性や，イオンチャネル活性に影響を与える，いくつかの
アミノ酸残基が同定されており [8]，中でも core regionに
存在する Y652は，多くの薬物との結合に関与している事
が明らかとなっている。とりわけ Y652側鎖の芳香環が持
つ π電子は，astemizoleを含む多くの hERGチャネルブロ
ッカーとの結合で不可欠とされている。Astemizole存在下
の hERG分子のマップから，astemizole非存在下の hERG
のマップを差し引くことで生成した differential mapでは，
Y652残基の芳香環周辺に大きな余剰のマップが観察され
ている。この結果は，Y652周辺に存在する密度マップが，
Y652残基の側鎖のみでは説明できないことを意味してお
り，astemizoleと Y652が π-πあるいは π-カチオン相互作
用を持っていることを示唆している。そして本研究では，
先行研究で報告されている事実と，これらの実験データか
ら，密度マップの大きさや形状に基づいて，Y652残基と
astemizoleが π-π相互作用を介して結合している分子モデ
ルを構築した（Fig. 3C, D）。
　Astemizole 分子の結合様式としては，C0 にあたる
Fluorobenzeneが，selectivity filter直下から伸びる疎水性
ポケットにはまり込み，C1にあたる Benzimidazoleは，
Y652の細胞外側に位置し π-π相互作用を形成，Nにあた
る 4-Aminopiperideneは selectivity filter直下の分子中央に
存在する形となっている。ファーマコフォア C2にあた
る Anisoleは，モデルを構築するための空間として十分
な領域が hERG分子内に残されていたものの，モデルの
構築に用いた C1マップ内では，Nと C2の結合を示す密
度のシグナルが弱かったため，今回は分子モデルから除
いている。モデル構築された hERG分子の構造において，
astemizoleと一定距離内に位置する残基を示した（Fig. 4）。
Astemizoleを取り囲んでいる残基をみると，両者は広く
疎水性相互作用を形成している事がわかる（chain Aの
Y652，chain B の Y652，chain C の T623，V625，F656，
chain D の S624，G648，S649，Y652 が astemizole と 疎
水性相互作用を持つ）。その他，特徴的なものとしては，
astemizole の Benzimidazole の芳香環が，Y652（chain C）
の芳香環と平行に重なるように 4 Åの位置に存在している
こと，Benzimidazoleの窒素原子が chain Cの S624と 2.9 Å
の距離に位置していることが挙げられる。そこから，フ
ァーマコフォアの C1である Benzimidazoleは，hERGの
chain Cが持つ Y652残基との π-π相互作用，および S624
との水素結合を形成している可能性が非常に高いと考え

Figure 3	 (A) Schematic diagram of the pharmacophore for QT-
prolonging drugs. (B) Chemical structures of astemizole. 
Fluorobenzene, benzimidazole, anisole, and 4-aminopiperidine 
in the pink circles are pharmacophoric points. (C, D) Close-
up views of the astemizole (magenta) binding site in the 
astemizole-bound hERG C1 structure. The density map 
(C) and the differential map (D) as well as the orientation, 
magnification, and depth, are the same as in the figures 2B 
and 2D.
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られる。Fluorobenzene（C0）は，hERG分子の selectivity 
filter直下の空間から伸びる，hERGチャネル特有の疎水性
ポケットを埋めるように存在しており， 4-Aminopiperidene
（N）は selectivity filter直下の空間を埋めていた。特に，
4-Aminopiperideneは，selectivity filterを細胞内側から塞ぐ
蓋としての機能を果たしていると考えられ，hERGチャネ
ルの機能阻害の主たる役割を担っているものと推測するこ
とができる。以上から明らかとなった astemizoleと hERG
分子の相互作用や，それぞれの官能基とアミノ酸残基の位
置関係から，astemizoleは 4つの異なるタイプの相互作用
（静電相互作用，π-π相互作用，水素結合，疎水性相互作用）
を介して，hERGチャネルの selectivity filter直下に広がっ
ているアミノ酸残基群とコンタクトし，強固に hERGチャ
ネルと結合するものと解釈することができる。

５．カリウムイオン結合サイトについて
　hERGチャネルの selectivity filterに存在する 4つのカリ
ウムイオン結合部位（S1，S2，S3および S4）は，Kvチ
ャネルのみならずカリウムチャネル間で高度に保存されて
いる [9]。本研究では，astemizole非存在下の hERG単体の

密度マップにおいて，S2，S3サイトにカリウムイオンと
思われる密度マップを観測した（Fig. 5A）。それぞれの密
度を比較すると，S2サイトに存在するものがより強いシ
グナルを有しており，比較的強固に結合しているものと考
えられる。一方で，S1と S4サイトでは密度マップは観察
されなかった。Selectivity filter内で対面する chainの距離
を測ると，全体的に先行研究で報告されたものより大きく
なっており，F627のカルボニル酸素間の距離は 8.2 Åとな
っていた。
　Astemizole存在下の hERGより得られた密度マップにお
いては，selectivity filter内の S2，S3，S4サイトでカリウ
ムイオン様の密度マップが観測された（Fig. 5B）。S1サ
イトを構成する F627のカルボニル酸素間の原子距離は，
chain Aと chain Cとで 8.7 Å，chain Bと chain Dでも 8.7 Å
であり，hERG単体の構造と同様に，S1サイトに対する
カリウムイオンの親和性は低いものと推測される。そして
S1サイトに密度マップが観察されない事実を支持してい
ると考えられる。また，astemizole非存在下の hERGとの
違いとして，S4サイトにおける密度の有無が挙げられる。
こちらに関しては，selectivity filter直下の astemizoleの存

Figure 4　Orthogonal views of the key involved in astemizole binding. The hydrogen bond and π-π interaction are shown as dashed lines.

Figure 5	 Close-up views of the selectivity filter of astemizole-free (A) and astemizole-bound (B) hERG, K+, and astemizole with the density map of 
the astemizole-free (A) and astemizole-bound (B) hERG. Dashed lines show interactions between K+ and oxygen atoms in the selectivity 
filters. Only two opposing subunits are shown for clarity.
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在が，S4サイトに結合したイオンの乖離を妨げている事
によると考えられる。そしてこれらの事実は，「Astemizole
が結合することによって selectivity filterに蓋がされ，結果
としてイオン輸送を立体障害的に阻害する」という，上述
の解釈を強く示唆する結果であるとも思われる。

６．結び
　本研究では，hERGチャネルの阻害剤がどのようなメカ
ニズムで hERGに結合し，イオン輸送を阻害するのかに
ついて解明するため，代表的な阻害剤である astemizoleと
hERGとの複合体構造を，クライオ電子顕微鏡を用いた単
粒子解析によって決定した。得られた立体構造より，過
去の様々な研究によって予測が立てられながらも，構造
的な明示はされてこなかった hERG阻害剤の結合サイト
を，世界で初めて示すことができた。また hERG内部の
astemizole配向や，astemizole周辺に位置する残基との関
係から「なぜ多様な薬剤が hERGに結合し，その機能を阻
害してしまうのか？」という問いに対しても，真実に迫る
仮説が立てられたと考える。一方で，追加の検証が必要な
事柄も多数残されている。例えば，結合サイトへ阻害剤が
アクセスするための経路や，hERGが脱分極期に不活性化
するメカニズムは未だに明確な説が存在せず，これらを明
らかにすることが今後の hERG研究の課題だろう。まずは
本研究の成果が，医薬品の毒性予測，回避，ひいては患者
様の安全の，一端でも担うことができるのであれば幸いで
ある。
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