
行政院國家科學委員會專題研究計畫 期末報告 

 

探討 retigabine 相似物作用於 KCNQ4 蛋白之分子決定位與
可能的結構作用關係 

 

 
 
 
計 畫 類 別 ：個別型 

計 畫 編 號 ： NSC 101-2320-B-040-022- 

執 行 期 間 ： 101年 08 月 01 日至 102年 07 月 31 日 

執 行 單 位 ：中山醫學大學生物醫學科學學系（所） 

  

計 畫主持人：林明忠 

  

計畫參與人員：碩士班研究生-兼任助理人員：房義順 

碩士班研究生-兼任助理人員：黃冠章 

 

  

  

  

  

公 開 資 訊 ：本計畫涉及專利或其他智慧財產權，2年後可公開查詢 

 
 
 

中 華 民 國   102年 10 月 31 日 
 



 

中 文 摘 要 ： 近年來 retigabine (KCNQ 活化劑)的衍生藥物被開發用來治

療癲癇、偏頭痛和神經性疼痛。KCNQ 活化劑主要是介由 KCNQ

鉀離子通道恆態活化曲線過極化的偏移而達到穩定神經細胞

膜的作用。為了探討 retigabine 衍生藥物(如 ML-213: (N-

(2,4,6-Trimethylphenyl) -bicyclo [2.2.1] heptane-2-

carboxamide)作用在 KCNQ4 的分子決定位，我們預測並建構

了一系列的變異質體。以便觀察這些變異蛋白對於處理

retigabine 衍生藥物所產生的反應。將這些變異質體分別表

達於 HEK293t 細胞株中。之前的研究發現了 R488A 和 R490A

變異蛋白對於 retigabine 所產生活化的反應消失了(10 

M)，同樣的在 ML-213 的作用中也發現了相似的結果。R488A

和 R490A 是位於細胞膜中靠近 KCNQ4 內面孔道的位置，因此

retigabine 與 ML-213 所產生的活化作用其在 KCNQ4 中的作

用位點其中可能包括 R488 和 R490。已知 KCNQ2 的 Trp236 

(與 Trp KCNQ4 同源) 位在 S5 段的細胞質端，被認為是

KCNQ2 開關的接點。而本實驗中發現 W242L 變異蛋白對於 ML-

213不具有反應性，這也顯示了不同 Kv7 蛋白亞型其對於

retigabine 與 ML-213 個別的反應性並不相同。其它的變異

蛋白顯示 retigabine 與 ML-213 作用於 KCNQ4 所產生的反應

與野生型相同，這些位點對於 retigabine 與 ML-213 產生活

化的反應是非必要的。這些結果顯示 KCNQ4 的 Arg488， 

Arg490 與 Trp242 位點參與了 ML-213 活化 KCNQ4 電流的關

鍵的位置，此點與 retigabine不盡相同。 

 

 

 

中文關鍵詞： ML-213； KCNQ 活化劑； 突變蛋白； HEK293t； 分子決定

位。 

英 文 摘 要 ： In recent years, retigabine (KCNQ activator) 

derivative drugs being developed for the treatment of 

epilepsy, migraine and neuropathic pain. It activates 

KCNQ K+ channels by inducing a large hyperpolarizing 

shift of steady-state activation. To explore 

retigabine derivative drugs (such as ML-213) in the 

acting on molecular determinants of KCNQ4, we predict 

and construct a series of variant plasmids. Therefore 

we can observe the response of these variant proteins 

to the treatment of retigabine derivative. We 

expressed KCNQ wild-type and these mutants in the 

mammalian HEK293t cell line. In previous study showed 



that mutations of R488A and R490A led to a complete 

loss of activation by retigabine (10  M), likewise 

in the action of ML-213 (10  M) was also found 

similar results. Since Arg488 and Arg490 in the 

cytoplasmic part are close to pore region, therefore 

the effect of retigabine and ML-213 in the activation 

of KCNQ4 may included the locus R488 and R490. As we 

Known KCNQ2 Trp236 (homolog to KCNQ4 Trp242) in the 

cytoplasmic part of S5, considered as the gating 

hinge, was found to be crucial for the retigabine 

effect KCNQ4. However, KCNQ4 W242L is still sensitive 

to the effect of retigabine but not ML-213 in this 

study. It indicates different subtype of Kv7 proteins 

may result in different response to retigabine and 

ML-213. Other mutants L247A, L305A, R161A, R166A, 

S494A and A651X showed the similar results in 

response to retigabine and ML-213 with the wild-type, 

indicated that are not the necessary for the 

activation response by retigabine and ML-213. These 

results demonstrated that Arg488, Arg490 and Trp242 

in KCNQ4 participate in the effect of KCNQ4 current 

activation by ML-213 which is not so identical with 

retigabine,. 

 

 

 

英文關鍵詞： ML-213 ； KCNQ activator； mutations； HEK293t； 

molecular determinants. 
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Abstract

In recent years, retigabine (KCNQ activator) derivative drugs being developed for the treatment
of epilepsy, migraine and neuropathic pain. It activates KCNQ K+ channels by inducing a large
hyperpolarizing shift of steady-state activation. To explore retigabine derivative drugs (such as
ML-213) in the acting on molecular determinants of KCNQ4, we predict and construct a series of
variant plasmids. Therefore we can observe the response of these variant proteins to the treatment of
retigabine derivative. We expressed KCNQ wild-type and these mutants in the mammalian HEK293t
cell line. In previous study showed that mutations of R488A and R490A led to a complete loss of

activation by retigabine (10 M), likewise in the action of ML-213 (10 M) was also found similar
results. Since Arg488 and Arg490 in the cytoplasmic part are close to pore region, therefore the effect
of retigabine and ML-213 in the activation of KCNQ4 may included the locus R488 and R490. As we
Known KCNQ2 Trp236 (homolog to KCNQ4 Trp242) in the cytoplasmic part of S5, considered as
the gating hinge, was found to be crucial for the retigabine effect KCNQ4. However, KCNQ4 W242L
is still sensitive to the effect of retigabine but not ML-213 in this study. It indicates different subtype
of Kv7 proteins may result in different response to retigabine and ML-213. Other mutants L247A,
L305A, R161A, R166A, S494A and A651X showed the similar results in response to retigabine and
ML-213 with the wild-type, indicated that are not the necessary for the activation response by
retigabine and ML-213. These results demonstrated that Arg488, Arg490 and Trp242 in KCNQ4
participate in the effect of KCNQ4 current activation by ML-213 which is not so identical with
retigabine,.

Key words: ML-213 ; KCNQ activator; mutations; HEK293t; molecular determinants.



中文摘要:

近年來 retigabine (KCNQ 活化劑)的衍生藥物被開發用來治療癲癇、偏頭痛和神經性疼痛。

KCNQ 活化劑主要是介由 KCNQ 鉀離子通道恆態活化曲線過極化的偏移而達到穩定神經細胞

膜的作用。為了探討 retigabine 衍生藥物(如 ML-213: (N-(2,4,6-Trimethylphenyl) -bicyclo [2.2.1]
heptane-2-carboxamide)作用在 KCNQ4 的分子決定位，我們預測並建構了一系列的變異質體。

以便觀察這些變異蛋白對於處理 retigabine 衍生藥物所產生的反應。將這些變異質體分別表達

於 HEK293t 細胞株中。之前的研究發現了 R488A 和 R490A 變異蛋白對於 retigabine 所產生活

化的反應消失了(10 M)，同樣的在 ML-213 的作用中也發現了相似的結果。R488A 和 R490A
是位於細胞膜中靠近 KCNQ4 內面孔道的位置，因此 retigabine 與 ML-213 所產生的活化作用其

在 KCNQ4 中的作用位點其中可能包括 R488 和 R490。已知 KCNQ2 的 Trp236 (與 Trp KCNQ4
同源) 位在 S5 段的細胞質端，被認為是 KCNQ2 開關的接點。而本實驗中發現 W242L 變異蛋

白對於 ML-213 不具有反應性，這也顯示了不同 Kv7 蛋白亞型其對於 retigabine 與 ML-213 個

別的反應性並不相同。其它的變異蛋白顯示 retigabine 與 ML-213 作用於 KCNQ4 所產生的反應

與野生型相同，這些位點對於 retigabine 與 ML-213 產生活化的反應是非必要的。這些結果顯

示 KCNQ4 的 Arg488， Arg490 與 Trp242 位點參與了 ML-213 活化 KCNQ4 電流的關鍵的位

置，此點與 retigabine 不盡相同。

關鍵詞: ML-213; KCNQ 活化劑; 突變蛋白; HEK293t; 分子決定位。



Introduction
神經元的 Kv7（或 KCNQ）通道可以在亞閾

值的膜電位範圍被激活。因為經由合成的化

學作用劑激活這些通道可能會抑制細胞膜的

興奮性，被認為在治療與細胞膜過度興奮性

疾病，如癲癇症和神經性疼(Surti and Jan,
2005 ; Lawson and McKay, 2006)有所助益。相

反，離子通道突變而失去功能將會導致良一

些遺傳性的痙攣綜合病徵(Singh et al., 2003)。
Kv7 (KCNQ)蛋白家族廣泛的表達於人體內不

同的組織中(Brown, 2008)，Kv7 基因家族的變

異會造成人類一些相關的疾病如肌無力症、

聽覺障礙、心律不整、癲癇等等(Wang et al.,

1996; Charlier et al., 1998; Singh et al., 1998;
Biervert et al., 1998; Kubisch et al., 1999;
Dedek et al., 2001; Wuttke et al., 2008)。早期

Kubisch 等人的研究就指出 Kv7 家族中的

KCNQ4 與聽覺功能有相關聯性。近年來的研

究得知 Kv7 蛋白的活化藥物 (activator or
opener)在臨床上治療某些相關的疾病具有其

價值。Kv7 激活藥物對於 Kv7 蛋白家族特別

是 Kv7.2 與 Kv7.3 的分子作用決定位有初步

的發現，然而專門探討 Kv7.4 的分子決定位則

尚未有探討，畢竟它們彼此之間的保留性也

只有四成左右，因此可能會造成分子決定位

置的不同。活化劑藥物(activator)對 Kv7 管道

蛋白的結合可能引發許多作用，包括穩定管

道打開的蛋白結構和促進一系列的蛋白結構

的改變以打開渠道。活化劑藥物的效力可能

會受到通道蛋白胺基酸殘基的影響去改變或

干擾活化劑引發的蛋白結構變化。胺基酸殘

基對於活化劑藥物的重要性可以經由操作基

因變異的方式來研究。這些活化劑 (小分子化

學物質)的作用位置可以被劃分成二個類型:
既結合位置和活化位置。目前研究藥物作用

在蛋白的分子決定位置主要的研究方式是採

取操作基因點突變(site-directed mutagenesis)
和基因組合鑲嵌(recombinant chimeric)的方

式。目前為止這個實驗方法對於鑑別藥物作

用的分子決定位置是比較可行的方法

(Schenzer et al., 2005; Wuttke et al., 2005;
Xiong et al., 2007)。主要是研究鑑別化合物作

用於 Kv7 蛋白的關鍵胺基酸殘基是將胺基酸

殘基突變成丙胺酸 (alanine)的方式。例如

Seebohm 等人(2003)主要是探討 R-L3 藥物

對於 Kv7.1 的增強作用的分子決定位置。他

們操作從 S5 到 S6 胺基酸序段一系列的殘基

變異去研究減少 R-L3 增強效力的關鍵位置

(Seebohm et al., 2003)。與分子對接(Molecular
Docking)分析結合，這些實驗揭露了 R-L3 的

關鍵性胺基酸的殘基。開發設計一些小分子

的有機化合物去活化離子通道對於臨床上介

入某些疾病的治療是重要的策略。由於這些

作用藥物的結合會導致蛋白的構形改變促進

此蛋白的敏感度，因此去瞭解這些藥物作用

在蛋白上的獲得功能的突變(Gain-of-function
mutations)分子機制是一個有趣的課題。最近

幾年使用基因變異分析 Kv 7 蛋白活化劑

retigabine 的分子作用決定機制已經被釐清

(Schenzer et al., 2005; Wuttke et al.,2005)。
Retigabine 對於 Kv7.2 至 Kv7.5 蛋白具有顯

著的活化增效作用，但對於 Kv7.1 則不具有

反應。研究發現蛋白質中的色胺酸(tryptophan,
W) 236 與 270 位置對於 retigabine 作用於

Kv7.2~Kv7.5 是重要的位置，色胺酸突變為

leucine 結 果 使 得 retigabine 對 於

Kv7.2~Kv7.5 蛋白失去作用，有趣的是不具反

應的 Kv7.1 將原來的 leucine 突變為色胺酸竟

發現 retigabine 對於 Kv7.1 產生增效的作用

(Schenzer et al., 2005; Wuttke et al., 2005)。很

明顯地 retigabine對於 Kv7.2 ~Kv7.5 媒介的增

強作用色胺基酸殘基的保留性是必要的為。

另外也發現一些殘基對 retigabine 要發揮效力

的作用是有幫助的，包括在形成通道口的 S6
序段的甘胺酸(glycine)殘基對通道活化作用



是需要的(Wuttke et al., 2005)。此外 Kv7 活化

劑丙烯醯胺類、BMS-204352、fenamates 與

其衍生物、 retigabine 與其衍生物、RL-3
(benzodiazepines 類) 和 zinc pyrithione 這些

藥物大部份是探討 Kv7.2，Kv7.3 與 Kv7.1 較

多，較少針對 Kv7.4(KCNQ4)做詳盡的探討，

本篇主要是探討 ML-213 與 retigabine 作用在

Kv7.4 的分子決定位的研究並比較 ML-213 與

retigabine 之間的異同。我們操縱基因變異以

分析 Kv7 活化藥物作用於 Kv7.4 蛋白的分子

決定位置(Su et al., 2006; Su et al., 2009)，建構

了約 10 個 Kv7.4 基因變異質體，發現其中幾

個蛋白變異點會對於 ML-213 與 retigabine 欲

產生增效作用造成影響，其影響在 ML-213 與

retigabine 之間並不盡相同。

Materials and Methods
質體的建構與純化

我們使用human KCNQ4/pcDNA3.1 用來表達

於哺乳類的細胞株HEK293t中並來進行基因

變異質體的建構基礎。

質體的抽取與純化：

轉型(transformation)：將質體以氯化鈣法轉型

至 大 腸 桿 菌 (Escherichia coil ， E.coil)

DH5-component 菌株中。將帶有質體的E.
coli於4 ml LB培養液(10g NaCl, 10g Tryptone,

5 g Yeast extract, 1 L ddH2O, 0.1 mg/ml
Ampicillin)中37℃培養16小時，以GeneMark
Plasmid Miniprep Plus purification kit 進行質

體純化。取出的Plasmid以分光光度儀測定

Plasmid DNA的濃度。再將抽出的Plasmid
DNA置於-20 oC保存。

位置導向點突變技術 (Site directed point

mutation)
利用建構好的KCNQ4-pcDNA3.1質體作為模

板，跟據生物資訊方法預測出來的Hot Spot，
設計出中央具有突變點的primer 。再利用

PCR，以此primer複製出有目標突變點的

DNA。PCR反應時需要的溶液包含 1 μl 
Template DNA (100 ng)、1.25 μl reverse primer 
(15 μl)、5 μl dNTP (2mM)、5 μl 10X pfu 
reaction buffer 、 1 μl PfuTurobo DNA 
polymerase (2.5 U/μl)、2 μl DMSO (100%)、
33.5 μl無菌的二次水，共50 μl。PCR擴增18

個循環。PCR結束後，加入 1 μl Dpn I，在37oC
下反應2小時，將不含突變點的 Template
DNA切開，接下來進行轉型 (Transformation)
的步驟。最後再利用定序方式來確定突變點

的存在。

HEK293t細胞株培養與轉染

細胞株保存與培養：HEK293t 細胞株(early
stages)冷凍保存所使用之培養液為含有7%
DMSO之DMEM 培養液，且細胞冷凍管中之

細胞數目需大於106 cells/ml，並以緩慢降溫為

細胞株冷凍保存之要點。HEK293t 細胞株解

凍復甦應以快速解凍為要點，以37℃水浴於5
分鐘內解凍完畢，並為減少作為抗凍劑所使

用之DMSO 影響細胞株存活率，解凍後以2
倍冷凍體積之DMEM 培養液稀釋之，並以

1000 rpm 離心5 分鐘，抽除上層培養液後，

以新鮮DMEM 培養液懸浮細胞團塊後分盤

培養之。

質體轉染(transfection) ：使用脂小體(liposome)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 為 轉 染 至

HEK293t 細胞株之溶媒。將約106細胞數目培

養於3 ml 的DMEM 培養液中培養24小時後

進 行 轉 染 。 將 欲 轉 染 之 殖 體

KCNQ4-pcDNA3.1 與EGFP-pcDNA3.1 (比例

約10:1)進行共同轉染(co-transfection)，然後培

養24 至48 小時後之細胞既可進行螢光觀測

與全細胞電位鉗定之測量。



全細胞鉗定技術 (Whole cell patch-clamp)
本實驗以經由Invitrogen Lipofectamin LTX轉

染 KCNQ4-pcDNA3.1 與 EGFP 質體 (10:1) 之
HEK293t細胞株進行全細胞電位箝定。將轉染

後24至48小時後之 HEK293t細胞株以105細

胞數培養於24*32 mm SUPEØRIOR Micro
Cover Glasses 蓋玻片上，置入37℃培養箱30
分鐘待多數細胞貼附後將蓋玻片組裝至自製

壓克力記錄盤(chamber)，並將DMEM培養液

更 換 為 記 錄 用 細 胞 外 溶 液 (extracellular

solution)(140 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM
CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH
7.4)，使用拉針器將玻璃管(Warner Instruments
Inc. PATCH GLASS G85150T-3)以適當條件

拉出2至5MΩ阻抗的玻璃電極，並裝填細胞內

溶液(intracellular solution)(110 mM KCl, 10

mM EGTA, 30 mM KOH, 5.1 mM CaCl2, 2.8
mM MgCl2, 3 mM ATP, 10 mM HEPES, pH
7.2 ) (Søgaard et al. 2001)，於Ziess Axioscope
FS 2 plus 顯微鏡下以可見光與螢光模式進行

實驗操作，本實驗以Axon Instruments Digidata
1440A數位類比轉換器連接Axon Instruments
Multi Clamp 700B 鉗定放大器與pClamp 10.0
(Axon Instruments)軟體，並將所記錄電流訊號

以數位形式儲存於電腦中。

本實驗使用的流程為，先將電位鉗定在-80
mV，目的為使離子通道恢復穩定，減少前次

電位改變刺激的影響，接著進入電位改變區

域，每次紀錄會有13次的連續刺激，依次測

量的變動為提升10 mV，總共變動區間為由

-80 mV至+40 mV，測量時間為2秒，最終電位

鉗定在-30 mV，期間200毫秒，此部份產生的

電流稱為尾電流(tail current)。

資料分析

利用 pClamp 10.0 紀錄的電流資料，以

Clampfit 10.0 軟體進行分析。在尾電流流程

之中，利用尾電流部份可以推導出不同膜電

位之下的離子通道開關頻率和紀錄到之電流

成正比，是故可以利用電流來推算不同膜電

位之下時的離子通道開關頻率。最後再使用

Two-state Boltzman Function: Itail(Vm) = Itail(max)

/ {1-exp[(V1/2-Vm)/K]}來推算出 V1/2 (當離子

通道開關頻率為0.5時之膜電位)。Vm為當時之

膜電位，K為曲線斜率，Itail(max)為最大尾電

流。結果會以平均值 標準差 (mean±SEM)格
式來呈現。

結果與討論

KCNQ4經轉染於HEK293t cell上之驗證

人類KCNQ4基因經由Lipofectamine LTX試劑

將質體轉染於HEK293t cell，我們使用西方墨

點法驗證KCNQ4蛋白成功表達於HEK293t細
胞株中。但是對照組單獨未處理的HEK293t
細胞則無KCNQ4蛋白的表達。此外利用免疫

細胞化學方法證實KCNQ4表達於HEK293t的
細胞膜上 (使用KCNQ4抗體螢光染色得知

KCNQ4蛋白表達於HEK293t的細胞膜上)。
轉染於HEK293t cell上表達之KCNQ4鉀離子

通道電流特徵

我們使用KCNQ4-pcDNA3.1與EGFP質體以

10:1的比例經由Lipofectamine LTX試劑共同

轉染於HEK293t cell上，並利用轉染成功之細

胞所發出之EGFP螢光訊號於螢光顯微鏡下進

行篩選，挑選適當之細胞於光學顯微鏡下進

行全細胞電位鉗定記錄。 KCNQ4 經由

Lipofectamin LTX轉染於HEK293t cell上表達

之鉀離子通道電流具有KCNQ家族離子通道

典型之特性。將表達的KCNQ4離子通道電流

記錄下，其記錄鉀離子電流的方式為依照電

位鉗定流程，一開始將HEK293t細胞的膜電位

鉗定在-80 mV，一次記錄總共會有13次階梯

的連續電位刺激條件，每次刺激依序增加10



mV，變動區間由-80 mV至40 mV間變動，最

後將HEK293t細胞的膜電位鉗定在-30 mV，並

以Clampfit 9.2軟體分析尾電流找出其二分之

一活化膜電位(half-activation voltage, V1/2)的
值。將多次實驗結果作平均，得到平均二分

之一活化膜電位之數值。我們也以全細胞電

位鉗定技術記錄了無轉染與僅轉染EGFP。結

果顯示僅轉染EGFP與無轉染的HEK293t細胞

皆無電位依賴型鉀離子電流產生，且僅轉染

EGFP與無轉染的HEK293t細胞所產生的背景

電流非常相似，可見僅轉染EGFP本身與無轉

染的HEK293t細胞均無尾電流的產生，顯示

EGFP用以作為轉染成功與否的篩選訊號，並

不影 響KCNQ4轉染於HEK293t細胞上表達

鉀離子通道電流的特徵。

ML-213 對 於 KCNQ4 鉀 離 子 通道 表 達 於

HEK293t之影響

人類Kcnq4基因表達KCNQ4鉀離子通道電流

於HEK293t並呈現KCNQ家族離子通道電流

具 有 低 閾 值 (low threshold) 、 無 不 活 化

(non-inactivating)、延遲性(delayed)與電位依

賴 性 (voltage-dependent) 特 性 (Fig. 1A.
KCNQ4)。我們分析尾電流獲得二分之一活化

膜電位(half-activation voltage, V1/2)，將多次實

驗結果作平均，得到的平均二分之一活化膜

電位為-13.1 ± 1.0 mV (n=13)，給予KCNQ開啟

劑 ML-213 10 M，電流於5分鐘 (Fig. 1B)與
10分鐘(Fig. 1C)，有明顯增加的現象，所得到

平均二分之一活化膜電位在10 min 時為

-25.2±1.9 mV (n=6)。
ML-213 對於變異蛋白W242L之影響

KCNQ4-W242L是與KCNQ2-W236L為同源位

點，在KCNQ2的實驗中得知retigabine (10-100

M)對於W236L變異蛋白之作用具有阻抗性
(Schenzer et al., 2005)，然而在本實驗中卻發

現retigabine (10 M) 對於KCNQ4-W242L仍
具有活化反應性 (Fig.2A-2B)，二分之一活化

膜電位從-21.2±1.5 mV至29.3±2.1 mV (n=3)，

然而ML-213 10 M對於KCNQ4-W242L卻無
顯著的作用(Fig. 2C-2D)。由此得知不同的

KCNQ 蛋 白 亞 型 (subtype, 如 KCNQ2 與

KCNQ4)對於藥物的反應仍具差異性。

ML-213 對於變異蛋白R-488A之影響

本 實 驗 中 發 現 ML-213 10 M 對 於
KCNQ4-R488A變異蛋白並無顯著之作用

(Fig.3)，給予ML-213 10 M 5分鐘(Fig. 3B)與
10分鐘 (Fig.3C)發現二分之一活化膜電位從

-13.2±0.9 mV至12.8±0.7 mV (n=4)，並無明顯

的差異。因此R488A可能是ML-213作用於

KCNQ4產生增加反應的一個重要位點。

ML-213 對於變異蛋白R490A之影響

ML-213 10 M 對於KCNQ4-R490A變異蛋白

並無顯著之作用 (Fig.4)，給予ML-213 10 M
5分鐘(Fig. 4B)與 10分鐘 (Fig.4C)其電流大

小並無顯著的變化，二分之一活化膜電位從

-14.2±1.3 mV至14.4±1.5 mV (n=3)，並無意義

的差異。因此R490A也可能是ML-213作用於

KCNQ4上產生增加反應的一個重要位點。

ML-213 對於變異蛋白R492A之影響

ML-213 10 M 對於KCNQ4-R492A變異蛋白
具有顯著之作用(Fig.5)。R492A變異蛋白在加

了ML-213 (10 M)之後的5-10分鐘會產生顯
著的反應 (Fig.5A-5C)，顯示S492可能不是

retigabine作用的關鍵性位點。

ML-213 對於變異蛋白R494A之影響

ML-213 10 M 對於S494A變異蛋白的作用
與野生型 (wild-type)並無顯著的差異。給予

ML-213 10 M 5-10分鐘逐漸的增加電流的振
幅大小 (Fig.6A, before; and Fig.6B-6C after
5-10 min)，二分之一活化膜電位從-11.6±0.9
mV至16.1±1.2 mV (n=3)，顯示S494可能不是

retigabine作用的關鍵性位點。

本篇研究藉由位置導向點突變技術 (site



directed point mutation)將可能的ML-213作用

點做位點突變為。結果顯示R488A和R490A與

EGFP以10:1方式進行轉染HEK293t細胞，以

全細胞電位鉗定技術進行記錄鉀離子電流對

於ML-213產生的反應，與野生型相互比較發

現電流大小與二分之一活化膜電位曲線均無

明顯的變化 (Fig.5 和 Fig.6 )，證實Arg488與
Arg490對於ML-213要產生活化作用為重要的

分子決定位。此外ML-213對於W242變異蛋白

也並無產生作用，此點與retigabine之作用不

同，retigabine仍然會對W242變異蛋白產生活

化作用，證實不同亞型的KCNQ其關鍵作用結

合位不盡相同。

A651del為無意突變(nonsense mutation)造成

KCNQ4蛋白結構在第651個胺基酸至695個胺

基酸共 45 個胺基酸的缺失，結果顯示

A651del/EGFP(10:1)轉染HEK293t以全細胞電

位鉗定技術可記錄到鉀離子通道電流，電流

大 小 與 二 分 之 一 活 化 膜 電 位 與

KCNQ4/EGFP(10:1)對於 retigabine與ML-213
的反應無明顯差異。由此可知KCNQ4第651
位置之後對於retigabine與ML-213之作用無必

要性。

ML-213與retigabine對於R492A與S494A變異

蛋 白 之 作 用 仍 產 生 活 化 作 用 (activation
action )，因此初步推論R492A與S494A單一胺

基酸突變所導致的變異與野生型相類似，可

能R492與S494並不是ML-213與retigabine產
生活化作用的關鍵位置。

有關於KCNQ4可能的ML-213與retigabine分
子作用位點分析如下:
本實驗已完成ML-213與retigabine對於W242L,

L247A, L305A, R161A, R166A, R488A,
R490A, R492A, S494A and A651X等變異位點

作用的研究，分析結果顯示Arg488和 Arg490
對於ML-213與retigabine產生其活化的作用具

有關鍵性，然而Trp242的變異蛋白不會對

ML-213產生反應但卻會對retigabine產生反應

性，此點可知不同的衍生物因其結構不同不

一定會有相同的活化位點。

另外從A651del 的變異蛋白得知 Ala651之後

的位置對於ML-213與retigabine要發揮作用並

無重要的影響性。
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Figures:

Fig.1 ML-213 sensitivity of wild-type channel.
Typical current traces recorded from HEK293t
expressing KCNQ4 (A) is shown before (A) and

during perfusion with 10 M ML-213 (B, 5 min;
C, 10 min). The voltage protocol is shown as in
Materials and Methods. Scale: 2 nA; 1 sec.



Fig.2 Retigabine and ML-213 sensitivity of KCNQ4-W242L channels. Typical current traces
recorded from HEK293t expressing KCNQ4-W242L (A) is shown before (A and C) and during

perfusion with 10 M retigabine and 10 M ML-213 respectively (B and D; 10 min). Scale: A and B:
1.5 nA; 0.3 sec; C and D: 1.5 nA; 0.3 sec.

Fig.3 ML-213 sensitivity of KCNQ4-R488A channel. Typical current traces recorded from HEK293t
expressing KCNQ4-R488A (A) is shown before (A) and during perfusion with 10 M ML-213 (B,
10 min). Scale: 1.5 nA; 0.3 sec.

Fig.4 ML-213 sensitivity of KCNQ4-R490A channel. Typical current traces recorded from HEK293t
expressing KCNQ4-R490A (A) is shown before (A) and during perfusion with 10 mM ML-213 (B, 5
min; C, 10 min). Scale: 1.5 nA; 0.3 sec.



Fig.5 ML-213 sensitivity of KCNQ4-R492A channel. Typical current traces recorded from HEK293t

expressing KCNQ4-R492A (A) is shown before (A) and during perfusion with 10 M ML-213 (B, 5
min; C, 10 min). Scale: 1.5 nA; 0.3 sec.

Fig.6 ML-213 sensitivity of KCNQ4-S494A channel. Typical current traces recorded from HEK293t

expressing KCNQ4-S494A (A) is shown before (A) and during perfusion with 10 M ML-213 (B, 5
min; C, 10 min). Scale: 1.5 nA; 0.3 sec.

計畫成果自評部分: 計畫之研究成果已完成此計畫”探討retigabine相似物作用於KCNQ4蛋白之

分子決定位與可能的結構作用關係”之主題既retigabine相似物ML-213產生作用的幾個可能作

用位點分子位點。分析結果顯示Arg488和 Arg490對於ML-213與retigabine產生其活化的作用具

有關鍵性，然而Trp242對於ML-213產生其活化的作用具有關鍵性但retigabine卻不是。此點可

知不同的衍生物因其結構不同，不一定會有相同的活化位點。較可惜的是我們今年 (民國102
年8月)國科會計畫並未通過因此此一延續性的研究因此中斷。儘管如此此成果已寫成論文投稿

中 (去年的部份成果已發表: Tzu-Rong Su, Wen-Shan Zei, Ching-Chyuan Su, George Hsiao and Min-Jon

Lin* (2012). The effects of the KCNQ openers retigabine and flupirtine on myotonia in mammalian skeletal muscle

induced by a chloride channel blocker. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, Article ID

803082: 1-9. )
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