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研究成果の概要（和文）：植物が力や変形という機械刺激を感じる分子センサーの候補として、シロイヌナズナ
のMCA1とMCA2がある。これらは、機械刺激を感じてイオン透過孔を開閉させる機械受容チャネルであると予測さ
れていたが、実験による直接的証拠がなかった。本研究では、精製したMCA1とMCA2をカルシウムイオンが透過す
ることを示し、イオンチャネルであることを明らかにした。さらに、細胞膜を模した脂質二重層への張力刺激に
より、そこに組み込んだ精製MCA2が活性化され、イオン透過孔が開くことを電気生理学的に示した。これは、脂
質二重層の張力のみで開く機械受容チャネルが植物にあることを示す初めての発見である。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis MCA1 and MCA2 are candidates for molecular sensors that sense 
mechanical stimuli such as force and deformation. They were predicted to be mechanosensitive 
channels, which open and close ion-permeable pores in response to mechanical stimuli, but there was 
no direct experimental evidence. This study shows that purified MCA1 and MCA2 are permeable to 
calcium ions, indicating that they are ion channels. In addition, when purified MCA2 was 
reconstituted into lipid bilayer mimicking cell membrane and mechanical stimulus was applied to the 
lipid bilayer, MCA2 was activated, leading to the opening of the ion permeation pore. This is the 
first report that plants have mechanosensitive channels activated solely by the tension of the lipid
 bilayer.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 機械受容チャネル　カルシウム　シロイヌナズナ　リポソーム　電気生理学　パッチクランプ　試験管
内タンパク質合成　膜伸展

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の茎が上に伸び、根が下に伸びるのは、植物が重力を感じるからである。このように生物が力を感じる感覚
を機械受容という。触覚などの動物の機械受容の分子機構は近年急速に解明されてきたが、植物の機械受容の分
子機構はよく分かっていない。機械受容を担う代表的センサー分子は、機械受容チャネルである。機械受容チャ
ネルは、細胞膜で発生する力や変形を感じてイオン透過孔が開き、細胞を電気的に興奮させる分子である。本研
究では、シロイヌナズナを用いて、細胞膜にかかる力によって開く植物の機械受容チャネルを初めて同定した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 機械受容チャネルは、細胞に伸展、圧縮、ずり応力などの機械的刺激が加えられたときに開口
し、イオンを透過させる膜タンパク質である。その代表的なものとして、原核生物では MscS と
MscL があり、低浸透圧ショック時に、細胞内からイオン等を細胞外に放出し細胞破裂を防ぐ
[Yoshimura and Sokabe, 2010]。一方、動物では、TRP チャネルが、聴覚、痛覚、平衡感覚、
血圧調節などさまざまな生理現象に関与している[Eijkelkamp et al., 2013]。植物は重力に対し
て屈性を示したり、接触刺激で茎の太さや長さが変わるなど、機械刺激は植物の発生と形態形成
に大きな影響を及ぼすが、これらの反応に関与する機械受容チャネルは同定されていない。 
 このような状況の中で、本研究グループの一人、飯田は 2007 年に植物における新規の機械受
容チャネル候補としてシロイヌナズナの MCA1 および MCA2 を発見した[Nakagawa et al., 
2007]（図１）。MCA1 と MCA2 は、互いにアミノ酸配列が 73%同一のパラログの関係にあり、
(1) 膜伸展の原因の一つである低浸透圧刺激によって細胞内に Ca2+を取込むこと、(2) チャイニ
ーズハムスター卵巣(CHO)細胞に発現させて細胞膜を伸展させると細胞内 Ca2+濃度を上昇させ
ること、および(3) アフリカツメガエル卵細胞に発現させたとき、膜伸展に呼応して陽イオンを
透過させることが明らかにされ、確かに MCA1 と MCA2 が機械受容チャネルであることが示唆
されている[Kurusu et al., 2013 ]。MCA1 と MCA2 は、これまでに構造解明のなされているイ
オンチャネルと異なり、タンパク質あたり１つの膜貫通ドメインしかもたず、四量体を形成する
[Kamano et al., 2015]。また、MCA1 と MCA2 は、陸上植物のゲノムには広く分布しファミリ
ーを形成している一方、一次構造と二
次構造上、既知のチャネルには類を見
ないイオンチャネルであり、新しいタ
イプの機械受容チャネルとして注目さ
れている。しかし、機械受容チャネル
としての電気生理学的特徴と立体構造
は分かっていない。特に、脂質二重層
の張力によって開くのか、細胞骨格か
らの力で開くのかは、動作原理を考え
る上で重要な問題である。研究代表者
は、バクテリアの機械受容チャネルの
分子機構を研究してきたが、そこで培
ったノウハウを使えば MCA1 と
MCA2 の作動機構が一気に明らかにな
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、MCA1 と MCA2 が機械受容チャネルであることを、電気生理学的に決定
し、その機械受容チャネルとしての特徴を明らかにすることである。特に、MCA1 と MCA2 が
細胞膜の伸展を直接感知する機械刺激センサーの本体なのか、それとも別の機械刺激センサー
のシグナルを受けて細胞内に Ca2+を流入させるイオンチャネルなのかを調べる。この区別の重
要性は以下の背景にある。すなわち、これまで明らかにされている機械刺激センサーとして機
能する機械受容チャネルには、上述の原核生物の MscS と MscL のほか哺乳類の TRAAK、
TREK、Piezo1 があるだけであり、植物では未だ明らかにされていない。本研究により、MCA1
と MCA2 が膜伸展を直接感知するセンサーとしてはたらく機械受容チャネルであることを示す
ことができれば、単に植物のイオンチャネル研究に新たな知見を加えるだけに止まらず、広く
全生物のイオンチャネル体系に新しい概念をもたらすことができる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、MCA1 と MCA2 の機械受容とイオン透過孔開閉の分子機序を解明するために、精
製した MCA1 と MCA2 をリポソームに再構成し、パッチクランプによる電気生理学的解析を行
うことを最終目標にする。 
 
(1)  切詰め型MCA1 と切詰め型MCA2 の大量発現と精製の手法を確立する。 
最終的には、精製した全長 MCA1 と MCA2 の機能解析が目標であるが、全長 MCA1 と MCA2

は、発現させ精製することが困難であることが分かっている。一方、これまでの我々自身の研究
から、酵母に発現させた時に、MCA1(1-173)と MCA2(1-173)は完全長タンパク質よりも Ca2+取込
み活性が高く[Nakano et al., 2011]、しかも精製し易いことが分かっている。したがって、切詰め
型 [以下MCA1(1-173)と MCA2(1-173)]をまず最初に解析することにした。 

MCA1(1-173)と MCA2(1-173)を発現させると、細胞の増殖に影響するので、細胞を使わない
で、無細胞発現系を利用することにした。 

 
 

Ca2+ influx domain 

EF hand-like 
Coiled-coil 

PLAC8 motif N C 

TM 

300 0 100 200 400 aa 

Ca2+ influx domain N 

TM 

	&��

��6�� Ca2+��4����+�����

173 aa 

�H*MCA12MCA23
"4���#2�7�6�4�!�
*)MCA12MCA25@DF:4(�3-7+9A?%$�5�.373%

�1-8,�3�/0�#�4��2����5�<C>E'1


"1-8,)TM, � ";:BG=,�

MCA1: 421 aa 
MCA2: 416 aa 

  



具体的には、発現ベクターに組み込んだMCA1(1-173)-6H または MCA2(1-173)-6H からの転
写産物を Liposome の存在下に ProteoLiposome Expression Kit (CellFree Science社)を使って翻訳
を行う。ここで、6H は His残基が直列に６個つながったタグであり、Ni-NTA カラムに結合す
る。合成した MCA2(1-173)-6H または MCA2(1-173)-6H を界面活性剤 n-dodecyl β-D-maltoside 
(DDM)で可溶化させた後、Ni-NTA カラムに吸着させ、50 mM イミダゾール液で洗浄後、300 
mM イミダゾール液で溶出させる。その後、自然落下型脱塩カラム PD-10 によりイミダゾール
を除き、適切な緩衝液に置き換える。 

 
(2) 切詰め型MCA1 と切詰め型MCA2 のイオン透過能をリポソームで測定する 
精製した MCA1(1-173)と MCA2(1-173)は、脱水・再水和法により、リポソームに再構成した。

その時、リポソームの中にカルシウムイオン感受性蛍光指示薬である fluo3 を封じ込めた。最初
はカルシウムイオンを含まない溶液にリポソームを懸濁し、そこにカルシウムイオンを含む溶
液を加えたときの細胞内のカルシウムイオン濃度の変化を fluo3 の蛍光強度を測定することによ
り計測した。生細胞ではカルシウム流入が起こらなくなる変異体である 21番目の残基のアスパ
ラギン酸がアスパラギンに置換される D21N 変異が入った変異体でも同様に測定し、チャネル
レベルで異常があるかを検討した。 
 
(3) 切詰め型MCA2 の電気生理学的性質を明らかにする。 
精製した MCA2(1-173)を脱水・再水和法により、リポソームに再構成した。リポソームの塊

を実験液に入れ、ブリスターを形成させ、ブリスターの膜をガラスピペットで吸い付け、その膜
パッチをブリスターから切り離した。ガラスピペット先端にある膜パッチに対して、電圧や陰圧
をかけることにより、膜パッチにあるイオンチャネルの電位依存性と機械刺激依存性を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1)  切詰め型 MCA1 と切詰め型 MCA2 の大量発現と精製の手法を確立する。 
発現ベクターに組み込んだ MCA1(1-173)-6H または MCA2(1-173)-6H からの転写産物を

Liposome存在下で ProteoLiposome Expression Kit により翻訳させ、それぞれのタンパク質を得る
方法を確立した。合成した MCA1(1-173)-6H または MCA2(1-173)-6H の SDS-PAGE 解析の結果、
MCA1(1-173)−６H に比べ MCA2(1-173)-6H の方がより多く合成されることが明らかになった。
また、この理由のほか、MCA2(1-173)-6H の方が MCA1(1-173)-6H よりも酵母発現系で活性が高
かったという理由から、以後はまず MCA2(1-173)-6H の精製と活性測定を行うこととした。合成
した MCA2(1-173)-6H を界面活性剤 n-dodecyl β-D-maltoside (DDM)で可溶化させた後、Ni-NTA カ
ラムに吸着させ、50 mM イミダゾール液で洗浄後、300 mM イミダゾール液で溶出させた。その
後、自然落下型脱塩カラム PD-10 によりイミダゾールを除き、適切な緩衝液に置換した。この精
製標品は SDS-PAGE 上で不純物が検出できないほど精製度が高かった。 
 
(2) 切詰め型 MCA1 と切詰め型 MCA2 のイオン透過能をリポソームで測定する 

リポソームにカルシウムイオン感受性蛍光色素である fluo3 を封じ込め、外液のカルシウム
イオンを EGTA により低く保ったところ、弱い蛍光しか測定されなかった。外液の CaCl2濃度を
0.5 mM から 2.5 mM に上げたところ、MCA1(1-173)-6H または MCA2(1-173)-6H を組み込んだリ
ポソームの蛍光強度は濃度に応じて上昇したが、組み込んでいないリポソームの蛍光強度はあ
まり上昇しなかった（図２）。この結果より MCA1(1-173)-6H と MCA2(1-173)-6H はカルシウム
イオン透過性のイオンチャネルであることが明らかになった。 
  

図 ２  MCA1(1-173)-6H と MCA2(1-
173)-6H のカルシウムイオン透過性。 
Fluo3 を封じ込めたリポソームを EGTA
を含む溶液に懸濁し、横軸で示した
CaCl2濃度になるように CaCl2を加えた。
最後に界面活性剤を加え、そのときの
蛍光強度で蛍光強度を規格化した。 



 
(3) MCA2(1-173)-6H の電気生理学的性質を明らかにする。 

 
(3-1) 電位依存性 
収量が多く得られた MCA2(1-173)-6H を用いて、そのイオンチャネルとしての電気生理学的

性質を調べた。MCA2(1-173)-6H を組み込んだ脂質二重層に+180 mV の電圧を与えたところ、図
３で示すようなチャネルの開閉が測定された。チャネルの開口は+80 mV以上で観察され、その
開確率は電位と共に大きくなった（図４）。したがって、MCA2(1-173)-6H は電位依存的にイオン
透過孔が開くイオンチャネルであることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3-2) 機械刺激依存性 
脂質二重層に組み込んだMCA2(1-173)-6H に機械刺激を与えるために、ガラスピペットに陰

圧を与えることにより、パッチ膜に機械刺激を与えた。圧力が加わり、膜が凸に変形すると膜に
張力が発生することが知られている。 

パッチ膜に徐々に圧力を与えたところ、チャネルの開口が頻繁になった（図５）。圧力をゆる
めると、チャネルが開く頻度は元のレベルに戻った。圧力に依存してチャネルの開く頻度が上が
ると言うことは、MCA2(1-173)-6H が機械受容チャネルであることを直接的に示す結果である。
また、脂質二重層に組み込んだ状態で機械刺激感受性があるということは、脂質二重層の張力の
みで開く機械受容チャネルであり、細胞骨格などの付属物はいらないことを示している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機械刺激依存性について、定量的解析を行った。図５に示したように直線的に圧力を増加さ
せ、その後に減少させたときに、各圧力でのチャネルの開確率を 10mmHg 刻みで定量した。そ
の結果、0 から 30mmHg では開確率はほぼ一定であるが、30 から 70mmHg の範囲で圧力に応じ
て開確率が上昇することが分かった。低い圧力では電位依存的に開いているが、圧力が高くなる
と機械刺激依存的にチャネルが開くと考えられる。 

図3 MCA2(1-173)-6Hの電位依存的な
開口。ピペットの電位を+180 mV に保持
したところ、約 100 pA の振幅のチャネル
電流が測定された。 

図 4  MCA2(1-173)-6H の開口の電位
依存性。ピペットの電位を-200mV から
+200mV に保持したときのチャネルの開
確率を示した。 

図 5  MCA2(1-173)-6H に機械刺激を
与えた時に発生する電流。ピペットに電
位を与えながら、パッチ膜に陰圧（赤ト
レース）を与えた。上のトレースはチャネ
ル電流である。 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3-3) 機械受容チャネル阻害剤の効果 

機械受容チャネルの阻害剤であるガドリニウムとクモ毒素 GsMT4 の MCA2(1-173)-6H にチ
ャネル開閉に対する効果を調べた。いずれの阻害剤でも、機械刺激依存的な開確率の上昇は抑制
されたが、電位依存的な開確率の上昇は抑制されなかった。ガドリニウムは脂質二重層の物理的
な性質を変化させ、GsMT4 は脂質二重層と膜タンパク質との相互作用を変化させるとされてい
る。したがってこの結果は、MCA2(1-173)-6H が脂質二重層の張力を受容し開口することを支持
している。 
 
(4) 考察とまとめ 
 
 本研究により当初の研究目的はほぼ達せられたと言える。すなわち、本研究の主要な目的
は、MCA1 と MCA2 が膜の伸展を直接感知して開口する機械受容チャネルであること（言い換
えれば、機械刺激センサーと Ca2+透過能を兼ね備えたチャネルであること）を電気生理学的に
決定することであった。上述のように、本研究の以前は、MCA1 と MCA2 が膜伸展を感知でき
る機械刺激センサーの本体なのか、それとも別の機械刺激センサーのシグナルを受けて細胞内
に Ca2+を流入させるイオンチャネルなのかが不明だったが、本研究により少なくとも MCA2 は
前者のタイプの機械受容チャネルであることが明らかになった。このことは、植物のイオンチ
ャネルとして初めての解明であり、イオンチャネルの研究分野においても機能的にも構造的に
も新しいタイプのイオンチャネルの同定だと位置付けられる。今後は MCA1 についても同様な
解析が必要である。なお、当初の研究目的の一つであった MCA1 と MCA2 の立体構造の研究
は、それらタンパク質の精製が困難であることが判明したので、今後の課題として残った。た
だ、上述のように、切り詰め型MCA2 の電気生理学的研究が予定通り進んだので、当該分野へ
の寄与という観点からは十分な成果を挙げたと言える。 
 本研究結果から派生する興味深い疑問の一つとして、MCA1 と MCA2 はどうのようにして植
物界に出現したのかということが挙げられる。前述のように、MCA1 と MCA2 は植物に固有の
機械受容チャネルであり、そのオルソログは原核生物、菌界、動物界には存在しない。本研究の
分子レベル・電気生理学レベルの研究と相まって、分子系統学的研究が今後展開されると期待さ
れる。 
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