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研究成果の概要（和文）：認知症は少子高齢化社会における国際的課題ですが未だその発症機構は充分に理解さ
れておらず新たな分子メカニズムの探索が必要です。本研究では細胞内の小胞体に存在する細胞内カルシウムチ
ャネルに焦点を当て分子メカニズムを探索します。小胞体膜上に存在するIP3受容体は四つのサブユニットが組
み合わさりカルシウムチャネルとして働きます。このカルシウムチャネルは脳機能に必須で記憶や学習を担いま
す。本研究課題では、世界で初めて巨大なIP3受容体細胞質ドメインのＸ線結晶構造解析に成功し、課題期間中
に原著論文（PNAS, 2017）と総説（Annual Rev Physiol, 2020）を発表しました。

研究成果の概要（英文）：Dementia is an international issue in an aging society with a declining 
birthrate, but its onset mechanism is still not fully understood, and it is necessary to search for 
new molecular mechanisms. In this study, we will explore the molecular mechanisms underlying 
dementia by focusing on intracellular calcium channels present in the endoplasmic reticulum. The IP3
 receptor present on the membrane of the endoplasmic reticulum consists of four subunits and 
functions as a calcium channel. This calcium channel is essential for brain function and is known to
 play a role in memory and learning. In this research project, for the first time in the world, we 
succeeded in X-ray crystal structure analysis of a huge IP3 receptor cytoplasmic domain consisting 
of 2217 amino acid residues, and published an original paper during the project period (PNAS, 2017).

研究分野： biochemistry

キーワード： allostery　calcium signaling　ion channel　second messenger　x-ray crystallography　endoplasm
ic reticulum　autophagy　dementia

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究成果は日刊工業新聞、科学新聞、化学工業日報に掲載され、二つの異なる国際会議で発表を認められま
した（GRC, 2017; GRC, 2018）。Ｘ線結晶構造解析によって示唆された「リーフレット」部位の変異体を作成
し、IP3が結合して生じる構造変化がチャネルに伝達されるメカニズムを証明しました。これらの成果と最近知
見をまとめ総説論文を出版しました（Annual Rev Physiol, 2020）。この成果は認知症の原因となるアポトーシ
スや細胞老化に関わると考えられ、国際共同研究を進め原著論文を発表しました(BBA, 2022, Cell Death Diff,
 2022)。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

認知症の発症メカニズムは諸説提案されているが有効な予防法や治療法は未だなく、新しい分

子メカニズムの探索が依然として重要である。研究代表者は、小胞体カルシウムチャネルのアロ

ステリック構造変化の異常がハンチントン病の機能障害や毒性機序に関与する可能性を見出し

独自の認知症発症モデルを提案した(濱田ら PNAS, 2014；Neuron, 2010)。小胞体はカルシウム

(Ca2+)シグナリングや小胞体ストレスそしてタンパク質の品質管理(ERAD)やオートファジー(自

食作用)の制御に関わる重要な細胞内小器官である。小胞体の膜上に局在する IP3 受容体は、神

経伝達や記憶・学習を担いシナプス可塑性や細胞死を制御する小胞体 Ca2+チャネルである。この

受容体は 4 つのサブユニットが組み合わさって、中心部に Ca2+を 1 つだけ通す小さなイオン透過

口を形成し、Ca2+チャネルとして働く。脳の神経細胞に信号が伝わると、細胞膜から IP3 が切り

出される。これが IP3受容体に結合しチャネル構造を変化させ(濱田ら Science Signal, 2012）

小胞体から Ca2+を放出し記憶や学習などに必要なさまざまな生化学反応を起こす。研究代表者は

この構造変化(アロステリック変化)に異常があると Ca2+シグナリングとオートファジーの制御

異常が起こるモデルを提案した(濱田ら PNAS, 2014)。また IP3 受容体の制御異常が小胞体スト

レスにも関与することを既に明らかにしている(Neuron, 2010)。更に、ハンチントン病患者のリ

ンパ球やモデルマウスを用いた実験で、IP3受容体の構造変化の異常がハンチントン病に関与す

る可能性も示した。 

 

２．研究の目的 

本研究では IP3 受容体のアロステリック制御の動作原理を解明し認知症の治療薬やバイオマー

カーの開発を目指す。Ｘ線結晶構造解析や電子顕微鏡を用いて IP3受容体の構造解析を行いアロ

ステリック変化の構造基盤を研究する。認知症の発症メカニズムは諸説提案されているが有効

な予防法や治療法は未だなく、新しい分子メカニズムの探索が依然として重要である。研究代表

者らは、小胞体カルシウムチャネルのアロステリック構造変化の異常がハンチントン病の機能

障害や毒性機序に関与する新たな知見を得て独自の認知症発症モデルを提案した(濱田ら PNAS, 

2014)。本研究ではこれを発展させ、アロステリック制御の動作原理を分子レベル及び原子レベ

ルで解明しアルツハイマーやパーキンソン病など他の神経変性疾患においてもこの仮説が同様

に成立する可能性を考察する。特に IP3受容体のアロステリック部位については結晶化を試みＸ

線結晶構造解析を行い構造基盤の解明へ繋げる。クライオ電子顕微鏡、超分解能顕微鏡などを用

いて、四量体 IP3受容体のアロステリック変化の可視化を目指す。 

 

３．研究の方法 

アロステリック制御の詳細な構造基盤を解明する為に、認知症原因タンパク質の結合部位や翻

訳後修飾部位のフラグメントを大腸菌や昆虫細胞で大量発現し精製・結晶化を行いＸ線結晶構

造解析による立体構造の解明を目指す。また並行して負染色の電子顕微鏡（濱田ら J Biol Chem, 

2002 & 2003）やクライオ電子顕微鏡を用いた IP3受容体の溶液中の構造解析により、IP3受容体

のアロステリック構造変化を解析する。具体的には、IP3受容体の様々な変異体 DNA を作成しバ

キュロウイルスベクターを構築し昆虫細胞に感染し組タンパク質を大量に作成する。細胞を回

収しタンパク質を抽出しカラムクロマトグラフィーにより粗製性し AKTA クロマトグラフィーに

より高純度のタンパク質を精製し、結晶化スクリーニングを行った。 

タウやαシヌクリンそしてハンチンチンなどの認知症原因タンパク質が IP3 受容体のアロステ

リック変化を調節するか検証する。既に確立済みの IP3受容体の活性測定法やカルシウムイメー

ジングを用いて、認知症原因タンパク質を過剰発現または除去した細胞における IP3受容体の構

造・機能を分析する。このうち IP3受容体に影響を及ぼすタンパク質については小胞体ストレス

やオートファジーへの影響を観察する。更にアロステリック変化の動作原理を解明するため IP3

受容体の構造解析を行う。IP3受容体のアロステリック部位の変異体や認知症原因タンパク質が

結合する部位の変異体を作製し構造・機能相関を解析する。 

 



４．研究成果 

（１）遺伝子工学を用いて、IP3結合部位からチャ

ネル部位につながる細胞質側の領域を昆虫細胞で

大量に発現・精製し、結晶化を試みた。大型放射光

施設 Spring-8 で X 線回折実験を始め、メールイン

による遠隔操作を駆使し結晶化条件の精密化を行

った。変異体作成による試行錯誤を繰り返した結

果、2217 アミノ酸残基から構成される IP3 受容体

の細胞質ドメインのロッド状結晶と 1585 アミノ酸

残基からなる細胞質ドメインの双角錐状結晶(右

図)を得ることに成功した。2015 年に Nature 誌に

発表されたクライオ電子顕微鏡の構造解析結果と

概ね一致し、我々の X 線結晶構造でも IP3 結合部位がチャネルまで 80Å以上離れていることが

確かめられた。(濱田ら PNAS, 2017) 

（２）では、IP3が 80Å離れたチャネルを物理的に開けるのか更に追求した。2015 年に報告され

た IP3R のクライオ電顕構造は IP3が存在しない状態の構造のみであり、IP3による開孔機構は不

明であった。我々は IP3の存在下と非存在下での結晶化条件を探索し、結晶構造を解析した（下

図）。図中のグレーのリボンモデルが IP3 非存在下の結晶構造でカラーのモデルが IP3 存在下の

結晶構造である。IP3（ピンク）が IP3結合コア（赤）にあるポケットに結合すると、下図で色分

けされた各ドメインの位置が僅かだが変化することが明らかになった。この構造変化の再現性

を確かめるため、ドメインを除去したタンパク質でも X 線結晶構造解析を行ったところ、同様に

各ドメインの位置が IP3結合により変化することが確認された。(濱田ら PNAS, 2017) 

（３）2015 年の Nature 論文

では、IP3結合コアと直接結合

するとされているC末端を 50

アミノ酸残基除去しても機能

は低下せず上昇した。しかも、

クライオ電顕で構築された C

末端の原子モデルはクライオ

電顕マップと一致せず、他の

アイソフォームや他の動物種

でアミノ酸配列が保存されて

いないことが判明した。従っ

て、C 末端は必須ではなく、調節部位であると結論づけ、Nature 論文に反論した。また、彼らは

サプレッサー領域のαヘリックスが隣のサブユニットと直接結合しているため、これがチャネ

ル機能に寄与すると提案したが、このαヘリックスを除去した欠損変異でも機能があり矛盾し

た。我々の最新の機能実験の総合結果から、ユニークな小葉型構造（リーフレット）が唯一チャ

ネル領域と物理的に接する部位であり、これが構造変化を伝達すると示唆された。IP3によるリ

ーフレットの位置変化は微小だが、これが長年謎であった IP3によるチャネル開孔機構そのもの

であると考えられた。(濱田ら PNAS, 2017) 

（４）リーフレット領域にある 10～11 アミノ酸

残基、または 5～6 アミノ酸残基を全てグリシン

残基に置換した 6 種類の変異体を作製し、小胞体

からの Ca2+放出活性を測定した（右図）。その結

果、リーフレットがチャネル部位に接していない

領域のグリシン置換変異体では活性を示したが、

チャネル部位に接している領域をグリシン残基

に置換すると活性が完全に消失し、リーフレット

がチャネル領域へ構造変化を伝達することが判

明した。以上の結果から、①IP3 による IP3 結合

IP3 



コアの構造変化は、クライオ電顕構造で示唆され

た C 末端ではなく、②巨大な調節・カップリング

領域に反映された結果として、③リーフレットが

中心軸から外側にごく僅か移動し、④チャネルを

開ける新しいゲート機構を提案した（右図）。これ

は 2017 年 4 月 19 日付けの「日刊工業新聞」、4 月

21 日付けの「科学新聞」、4 月 21 日付けの「化学

工業日報」でも紹介され、2017 年と 2018 年に開催

された二つの異なる Gordon Research Conference

に招待され成果を発表し世界の著名な研究者に成

果をアピールした。 

（５）最新の文献調査と新たな知見を総合し、研究代表者は小胞体カルシウムチャネルにおける

「構造可塑性」の概念を提唱する総説を発表した（下図）。過去 40 年間にわたり、IP3R が関与す

るさまざまな機能や、その遺伝的欠陥によって引き起こされる様々な疾患が明らかにされてき

た。しかし、最近のクライオ電子顕微鏡や X 線結晶構造学の進歩により、IP3R の構造が解明さ

れ、これまでの機能的な研究と統合されることで理解が深まった。この進展により、IP3に依存

した Ca2+チャネルの開口が IP3結合部位から約 90Å離れた場所で生じることや、広範な構造変化

による調節が明らかになった。本レビューでは、IP3R の構造と機能に関する最新の研究進展を

強調し、迅速かつ持続的な構造変化によるアロステリックゲーティングと構造変換によって、タ

ンパク質の可塑性が生理学的状態において細胞内のマイクロドメインで多様な機能を制御する

可能性を提案した(濱田ら Ann Rev Physiol, 2020)。 

（６）小胞体 Ca2+シグナリン

グはアポトーシスとオート

ファジーに関わり、認知症の

原因として注目されている。

小胞体とミトコンドリアの

結合部位 MAM がアルツハイマ

ー病のメカニズムとして盛

んに研究されている。アルツ

ハイマー原因タンパク質で

ある PS1/2 やγセクレターゼが MAM に分布し ApoE が MAM 機能を活性化すること、家族性及び孤

発性アルツハイマー病の線維芽細胞で小胞体―ミトコンドリアの相互作用が亢進することが報

告されている。MAM では IP3Ｒの複合体がミトコンドリアと結合し、PS1/2 により IP3R が制御を

受けることも知られている。IP3R に類縁の小胞体カルシウムチャネルであるリアノジンレセプ

ター（RyR）の安定化薬剤である Rycal S107 を投与するとアルツハイマー病モデルマウスの病態

が改善された例や、RyR も PS1/2 により制御を受けることが報告され、アルツハイマー病の「小

胞体 Ca2+仮説」を支持する実験データが蓄積している。今後は本研究課題で解明した小胞体カル

シウムチャネルのアロステリック制御機構がどのように病態に寄与するのか議論可能となる。

上図のようにリーフレット近傍には細胞死に関わるチトクロームｃや BcL, Akt/PKB17 が作用す

るので認知症の発症機序にリーフレットがどのように関与するか、興味深い今後の課題である

(濱田ら Ann Rev Physiol, 2020)。 
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