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研究成果の概要（和文）：マキシ・アニオンチャネル（Maxi-Cl）は、多くの細胞で細胞外シグナル分子ATPの細
胞外への放出路を与えるなど重要な機能を果たしている。私達は最近このコア分子がSLCO2A1であることを発見
したが、その活性化・不活性化（オン・オフ）の制御機構は不明であった。本研究では、①アクチン結合分子ア
ネキシンA2（ANXA2）がSLCO2A1と結合して、そのチロシン脱リン酸化・リン酸化によってMaxi-Clチャネルのオ
ン・オフを担うこと、②ANXA2結合分子であるCa2+結合タンパク質S100A10が細胞内Ca2+濃度増・減による
Maxi-Clのオン・オフの分子基盤であることを世界に先駆けて解明した。

研究成果の概要（英文）：Maxi-anion channel (Maxi-Cl) is ubiquitously expressed and involved in a 
number of important cell functions especially by serving as an ATP release pathway. We recently 
identified SLCO2A1 as its essential core component. However, the regulatory component required for 
the channel activation/inactivation remains unidentified. In the present study, we have elucidated 
that an actin-binding protein, annexinA2 (ANXA2), confers protein tyrosine dephosphorylation 
dependence of Maxi-Cl channel by binding to SLCO2A1. Also, we have shown that S100A10, a binding 
partner of ANXA2, confers intracellular Ca2+ dependence of Maxi-Cl. Thus, it is concluded that 
AnXA2-S100A10 represents the regulatory component of Maxi-Cl/SLCO2A1 channel which is dependent on 
protein tyrosine dephosphorylation and intracellular Ca2+.

研究分野： 生理学一般
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Maxi-Clチャネルは、細胞容積調節、尿細管-糸球体フィードバックや大腸脂肪酸吸収などの生理的過程に関与す
る重要分子である。そのコア分子としてのSLCO2A1の同定は私達によって2017年に行われたが、その開閉を制御
する分子メカニズムは不明であった。本研究ではそれを世界に先駆けて解明した。Maxi-Clチャネルは、虚血お
よび虚血・再灌流時においても活性化され、脳アストロサイトや心筋細胞からのATPやグルタミン酸などの細胞
外シグナル分子の放出路を与える。したがって、Maxi-Clのコア分子のみならず今回発見されたその制御分子
は、今後、脳・心臓における虚血障害に対する治療標的となる可能性がある。

※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 
巨大単一チャネルコンダクタンスを持ったアニオンチャネル Maxi-Cl は、培養骨格筋細胞にお

いて初めて発見（Blatz と Magleby 1983 Biophys J）されて以来、多種・多様な動物細胞でその

発現が確認されている（Okada ら 2009 J Physiol Sci; Sabirov ら Pflugers Arch）。このチャネル

は、300-500 ピコシーメンスという巨大単一コンダクタンス、直線的（オーミック）な電流-電
圧特性、電圧・時間依存的不活性化、高度アニオン選択性（PCl/PNa or PCl/PK>8）という特徴的

性質（phenotype）を示す（Sabirov ら 2016 Pflugers Arch）。このチャネルの単一チャネルコン

ダクタンスの余りにもの大きさから、その開口は生理的な細胞内外イオンバランスを乱しかね
ないので、長らくの間、生理的な機能は果たしていない疑いが一部にもたれてきた。しかし、こ

のチャネルが細胞内有機アニオンである ATP を細胞外へと放出すること（Sabirov ら 2001 J Gen 
Physiol）、そしてその結果、細胞外のプリン作動性レセプターを介してのパラクリンシグナル伝

達に寄与すること（Bell ら 2003 PNAS）、更にはグリアからのグルタミン酸放出にも関与し、グ

リア－ニューロン間シグナル伝達にも関与すること（Liu ら 2006 Glia）が私達によって初めて

明らかにされるや事態は一変し、その生理学的・病理学的重要性が注目されることとなった（例

えば、Dubyak 2012 Am J Physiol Cell Physiol）。 
私達は最近、次に述べるようにプロテオミクス、ゲノムワイドマイクロアレイ、ゲノムワイド

siRNA スクリーニングおよび CRISPR-Cas9 ノックアウトなどの方法を用いて、世界に先駆けて

Maxi-Cl のコア分子 SLCO2A1 をついに同定した（Sabirov ら 2017 EMBO J）。即ち、Maxi-Cl 高
発現 C127 細胞をアクチン重合阻害剤 latrunculin B で長時間処理して得た単離ブレッブ膜の上

で Maxi-Cl が高頻度に活性化されることを確認し、そのブレッブ膜タンパク質を可溶化してプ

ロテオミクス解析を行い、439 種のタンパク質をコードする遺伝子をまず同定した。これらの中

から多数回膜貫通型タンパク質をコードするものを 15 選定して、これらに対して siRNA スク

リーニングを行い、その siRNA の中で唯一、Maxi-Cl 活性を著しく抑制する Slco2a1 遺伝子を

CRISPR-Cas9 法でノックアウトすると Maxi-Cl 活性が完全に消失することを確認し、この遺伝

子産物 SLCO2A1 を Maxi-Cl コア分子として同定した。このタンパク質を精製した上で、脂質

二重層膜上に再構成すると、そのチャネル活性は Maxi-Cl の phenotype をすべて備えているこ

とが明らかとなった。しかし、このチャネルは刺激なしに恒常的（constitutive）に活性化されて

おり、細胞膜上の native な Maxi-Cl が、細胞膨張やパッチ膜切除やチロシン脱リン酸化誘導や

細胞内 Ca2+増などの刺激なしには活性化されずに、サイレントなままであることと著しい対照

を示す。即ち、SLCO2A1 脂質膜再構成 Maxi-Cl には活性化・不活性化メカニズムを担う分子基

盤が欠落しており、その解明が求められていたのである。 
 
２．研究の目的 
Maxi-Cl は多くの細胞で発現しているが、普段は閉じたままである。しかし、細胞膜上にギガオ

ームシールさせたパッチ電極付着膜片（パッチ膜）を細胞から切り出した後にはチャネル活性が
出現する。細胞上では、低浸透圧負荷下で細胞膨張による膜伸展をもたらすことによって

（Coulombe と Coraboef 1992 Pflugers Arch）か、サイトカラシン処理をして細胞内アクチン重

合を阻害・破壊することによって（Schwiebert ら 1994 J Biol Chem）、Maxi-Cl は活性化するこ

とが知られている。更に、アクチン重合阻害剤 latrunculin B 処理によって得たブレッブの膜上

では、Maxi-Cl は刺激なしに恒常的に活性化されていることを私達は確認している（Sabirov ら 
2017 EMBO J）。これらの事実は、Maxi-Cl の活性化に細胞膜直下のアクチン網構造の破壊が関

与していることを示している。そこで、アクチン関連分子であることを本研究の同定目標たる

Maxi-Cl 活性化制御分子のゲノムワイド的探索の第一の視点とする。加えて、Maxi-Cl はインタ

クトな細胞においても細胞外液からタンパク質チロシンキナーゼ阻害薬を投与すると活性化す

ることを私たちはすでに明らかにしている（Toychiev ら 2009 Am J Physiol Cell Physiol）。それ

ゆえ、チロシン脱リン酸化によって機能修飾されうる分子であることを本研究における Maxi-Cl
活性化制御分子探索の第二の視点とする。さらには、G タンパク質共役型レセプター刺激や Ca



イオノフォアーで細胞内 Ca2+濃度を上昇させると、Maxi-Cl は活性化することも知られている

（Light ら 1990 Am J Physiol; Kawahara と Takuwa 1991 BBRC; Groschner と Kukovetz 1992 
Pflugers Arch; Bajnath ら 1993 Experientia; Sun ら 1993 Am J Physiol）。そこで、細胞内 Ca2+結

合分子であることを、本研究における Maxi-Cl 活性化制御分子探索の第三の視点とする。 
すなわち、本研究ではゲノムワイド的アプローチによって SLCO2A1 と分子的相互作用を示す

アクチン関連・チロシン脱リン酸化サイト含有性・細胞内 Ca2+依存性分子としての Maxi-Cl 活
性化制御分子を同定することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養：用いた細胞は、マウス乳腺由来 C127 細胞、マウス神経芽腫由来 C1300 細胞、

ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞であり、これらは Sabirov ら（2017 EMBO J）で報告された方法

で培養した。 
（２）マイクロアレイ解析：Maxi-Cl チャネル活性の豊富な C127 細胞とその活性を欠失した

C1300 細胞の間で発現差を示す遺伝子を調べるためにマイクロアレイ解析を Affymetrix 社のプ

ロトコールを用いて行った。 
（３）遺伝子のサイレンシングと強制発現：アネキシンAファミリーのメンバーであるANXA1、
ANXA2、ANXA3、ANXA11 と、それらとタンパク質—タンパク質相互作用を示す Ca2+結合タン

パク質である S100A10 の遺伝子サイレンシング（ノックダウン）を行い、その効率は GAPDH
をコントロールにして RT-PCR 法によって評価した。ANXA2 と S100A10、そして ANXA2 の

チロシンリン酸化模倣変異体 ANXA2-Y23E の細胞内強制発現の確認は、蛍光タグされた EGFP
または dsRED2 を蛍光顕微鏡下で観察することで行った。 
（４）蛍光抗体法と免疫共沈殿法：EGFP ラベルされた SLCO2A1 と ANXA2 の共局在を観察す

るために、C127 細胞を抗 ANXA2 モノクローナル抗体で処理したのちに、Alexa594 共役性二次

抗体を反応させ、EGFP で SLCO2A1 の局在を、そして Alexa594 で ANXA2 の局在を蛍光顕微

鏡下で観察した。 
 
４．研究成果 

（１）アクチン結合性 Maxi-Cl 活性化制御分子としての ANXA2 の同定：Maxi-Cl チャネル活性

が密集発現した細胞骨格破壊後形成の C127 細胞ブレッブ膜の LC-MS/MS プロテオミクス解析

から、それらに高発現しているアクチン結合性・Ca2+依存的膜結合タンパク質としてアネキシン

A メンバーの ANXA1、ANXA2、ANXA3 と ANXA11 が挙げらることをすでに私たちは明らか

にしている（Sabirov ら 2017 EMBO J）。しかもこれらはすべて今回のマクロアレイ解析で

C127/C1300 発現比が有意（3 倍以上）であることが明らかになった。そこでこれらの遺伝子サ

イレンシング（ノックダウン）による効果を調べたところ、ANXA2 のみが Maxi-Cl チャネル活

性を有意に抑制することが明らかになった。 
（２）チロシンリン酸化感受性 Maxi-Cl 制御分子としての ANXA2 の同定：Maxi-Cl の活性化は

タンパク質チロシン脱リン酸化によってもたらされることが知られている（Toychiev ら 2009 
Am J Physiol Cell Physiol）。また、ANXA2 はチロシンキナーゼによってリン酸化されることが

よく知られている（Glenney と Track 1985 PNAS）。そこで、ANXA2 のチロシンリン酸化が Maxi-
Cl 活性を抑制するかどうかを見るために、リン酸化模倣 ANXA2 変異体である ANXA2-Y23E を

強制発現させたところ、Maxi-Cl 活性は大きく抑制されることが明らかとなった。これにより、

チロシン脱リン酸化による Maxi-Cl の活性化は ANXA2 を介して行われることが明らかになっ

た。 
（３）Ca2+感受性 ANXA2 結合分子としての S100A10 の同定：Maxi-Cl は細胞内 Ca2+増によっ

て活性化が亢進されることが知られていることは上記の通りである。ANXA2 は、Ca2+結合性

S100 タンパク質ファミリーの中でも特に S100A10 と 2 対 2 結合してヘテロ４量体を形成する

ことが知られている（Santamaria-Kisiel ら 2006 Biochem J）。しかも、この S100A10 は



C127/C1300 発現比が 3.3 であり、Maxi-Cl 活性に関与する条件を満たしていることが今回のマ

イクロアレイ解析で明らかになった。そこで次に、S100A10 ノックダウンによる Maxi-Cl チャ

ネル活性への影響を調べたところ、予想通りに Maxi-Cl 活性は大きく抑制されることが明らか

になった。次に、Maxi-Cl 活性の「細胞内 Ca2+濃度依存性への S100A10 ノックダウンの影響を

調べた。その結果は、S100A10 は Maxi-Cl の細胞内 Ca2+感受性制御を介して関与していること

を示した。 
（４）「S100A10—ANXA2—S100A10」間のタンパク質—タンパク質相互作用による Maxi-Cl チャ

ネルの活性化制御：ANXA2 が Maxi-Cl の制御分子であるためには、少なくともそれが Maxi-Cl
コア分子 SLCO2A1 と共局在していなければならない。事実、EGFP ラベルされた SLCO2A1
（緑色）と蛍光抗体で検知された ANXA2（赤色）は、細胞内において共局在（黄色）すること

が示された。ANXA2 が SLCO2A1 とタンパク質—タンパク質相互作用（物理的結合）をするこ

とが免疫共沈殿法によって示された。次に、S100A10 による Maxi-Cl 活性の制御は ANXA2 と

の結合を介して行われるのかどうかを確認するために、内在性 ANXA2 の S100A10 結合サイト

と競合して「ANXA2—S100A10」複合体形成を阻止する ANXA2 の N 末端 14 アミノ酸残基で構

成される合成ぺプチドを細胞内に導入した時の効果を調べた。その結果、Maxi-Cl 活性はほとん

ど消失することが判明した。以上の結果、ANXA2 と S100A10 は Maxi-Cl の制御分子であり、

それらはお互いに結合した上で SLCO2A1 と相互作用して Maxi-Cl 活性を制御することを示し

ている。 
（５）結論：本研究によって細胞外シグナル分子 ATP の細胞外放出路を与える Maxi-Cl の制御

分子は「ANXA2-S100A10」複合体であることが同定された。Maxi-Cl チャネルはチロシン残基

のリン酸化によって閉じ（不活性化し）、その脱リン酸化によって開く（活性化する）ことが知

られているが、この Maxi-Cl の「オン・オフ分子機構」は ANXA2 のチロシン残基（Y23）の「脱

リン酸化—リン酸化」反応に基づくことが明らかとなった。Maxi-Cl チャネルは細胞内 Ca2+増に

よって濃度依存的に活性化されるが、その Ca2+依存性の分子基盤は「ANXA2-S100A10」の Ca2+

依存性に基づくことが明らかになった。 
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