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研究成果の概要（和文）：TRPチャネルは１つのチャネル分子で侵害刺激物質などの化学的刺激だけでなく、環
境温度変化や機械刺激、浸透圧などの物理的刺激にも応答する多刺激受容型の陽イオンチャネルである。本研究
では、TRPチャネルの活性制御因子として知られる脂質分子PIP2の温度応答への影響を構造生物学的に明らかに
することを目的に、ヒト由来TRPV3のクライオ電子顕微鏡構造解析や時分割X線結晶構造解析に必要となる微結晶
化について研究を行った。その結果、Cryo-EMによる解析では原子モデルの作成に成功し、活性化制御に関わる
と推測される脂質分子の結合位置を見出した。また、TRPV3の微結晶化作成条件を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：TRP channels are cation selective ion channels that respond not only to 
chemical stimuli such as pungent chemicals but also to physical stimuli including temperature 
changes, mechanical force, and osmotic pressure. In this study, we investigated the effect of PIP2, 
a lipid molecule known as a regulator of TRP channel activity, on the temperature responses. From 
the cryo-EM analysis, we successfully constructed atomic model of mouse TRPV3 and found that the 
lipid molecules are bound between the pore helix and S6 helix presumed to be involved in the channel
 activation process. We also found the conditions for the microcrystal formation of human TRPV3 for 
serial femto-second X-ray crystallography.

研究分野：構造生物学

キーワード： イオンチャネル　膜タンパク質　X線結晶構造解析　クライオ電子顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
温度感知はほとんどの人が日常的に感じる極めて身近な生理現象である。本研究ではその感覚を引き起こす最初
の段階を担うタンパク質であるTRPチャネルがどの様にして温度を感じ取るのかを原子レベルで明らかにしよう
という試みである。今回の結果は、脂質分子がTRPチャネルの活性化制御に重要な役割を果たすことを示唆して
おり、このタンパク質分子の結晶作成に成功したことも含め、今後分子レベルでの温度感知理解につながること
が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
刻々と変動する環境に対応し生物が適切な生理応答や行動をとるためには、外部環境変化を正
確に感知することが不可欠である。高等動物では、応答速度に優れたイオンチャネルが環境情報
の感知において主要な役割を果たしており、なかでも Transient Receptor Potential（TRP）チャネ
ルは、１つのチャネル分子で侵害刺激物質などの化学的刺激だけでなく、環境温度変化や機械刺
激、浸透圧などの物理的刺激にも応答する多刺激受容型の陽イオンチャネルとして知られる。 
研究開始当初までに、カプサイシン及び 43℃以上の温度に応答する TRPV1のクライオ電子顕微
鏡（Cryo-EM）単粒子解析により、チャネルが閉じた状態（Close）とリガンドによりチャネルが
開いた状態（Open）の立体構造が解析されている。これらの結果から、膜貫通領域に結合してい
るホスファチジルイノシトール 4,5 二リン酸（PIP2）が Close構造を安定化しており、これがリ
ガンド分子と置き換わることにより構造変化を誘起し、Open 型構造へと構造転移するという化
学的刺激による活性化メカニズムが提唱された。PIP2のこのような役割は、他の TRP チャネル
においても電気生理学的解析などで確認されており、TRP チャネルに共通する活性化制御機構
として考えられている。 
これに対し、TRPチャネルの物理的刺激受容機構については、部位特異的変異体や異なる温度閾
値を持つ TRP チャネル間のキメラタンパク質を用いた電気生理学的解析などにより、温度受容
に関わる部位の推定が行われているが、その同定には至っていない。他方、化学刺激活性化にお
ける鍵分子である PIP2の解離により、温度刺激に対する感受性が亢進する（すなわち活性化温
度閾値の低下）ことが明らかにされている。これらのことから、温度刺激による活性化過程にお
いても PIP2の解離が TRP チャネルの Open 型への構造転移の引き金になっていると予測されて
いるが、この仮説を立証しうる立体構造基盤は得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、化学刺激受容の鍵分子である PIP2の温度刺激受容における役割の解明を中心とし
て、さまざまな状態の TRPチャネルの構造生物学研究を行うことにより、TRPチャネルの多刺
激受容機構を原子レベルで理解することを目指す。 
本研究では、Open 型構造の決定のために活性化温度が 32℃付近である TRPV3 に着目し、各状
態の立体構造解明を端緒として、将来的にはこれらの状態間の構造遷移をつぶさに観察するこ
とにより、TRP チャネルにおける温度センシング機構を原子レベルで解明しようとするもので
ある。 
 
３．研究の方法 
（1）TRPV3の Close型の構造解析 
研究開始当時にはTRPV3の立体構造は報告されていなかった。そこで、温度変化に応じたTRPV3
の構造変化を検出するために必須となる、活性化前の Close 状態における立体構造情報を Cryo-
EMにより取得する。PIP2の結合状態での構造決定には、脂質二重膜存在下での構造決定が望ま
しいため、膜骨格蛋白質MSPを用いた Nanodisc再構成した TRPV3試料を調製する。 
 TRPV3における化学刺激や熱刺激に対する PIP2の影響を立体構造解析により解明するために、
バクテリア由来ホスホリパーゼ C（PI-PLC）により PIP2を分解・解離させた試料の調製方法を
確立する。 
さらに、温度刺激後の構造変化を検出するために、X線自由電子レーザーを用いた連続フェム
ト秒時分割 X線結晶構造解析（SFX）に取り組む。本研究ではそのために必要となる TRPV3の
微結晶化方法の確立を目指す。 
 
４．研究成果 
(1)TRPV3の Nanodisc再構成条件の確立 
ピキア酵母に発現させた GFP 融合型ヒト由来 TRPV3
（N末端及び C末端欠損変異体）を GFP Nanobodyを
固定化した担体及びゲルろ過により高純度に精製し
た。この試料を用いて、他の TRP チャネルなどで
Nanodisc 再構成に用いられた膜骨格タンパク質
MSP2N2 を使用し、TRPV3 の 4 量体 1 ユニットに対
し、MSP2N2、添加する脂質のモル比を検討した。その
結果、混合比率によっては 4量体よりも大きな会合体
を形成することがあったが、MSP2N2 については
TRPV3 の 4 量体に対し 2 分子の比率が最も良く、ま
た、脂質は添加量が少なくなるほど会合体の形成が少
なくなり、脂質を添加しない条件において、ほとんど
会合体のみられない再構成が可能であることがわかっ
た（図 1）。 

図１ . 脂質混合比率を変化させた

Nanodisc化TRPV3のゲルろ過分析 



 
(2)TRPV3のクライオ電子顕微鏡単粒子解析 
TRPV3 の Close 型構造を決定するために、分担研究者である東京大学理学研究科の西澤知宏助
教らと共同研究を実施し、マウス由来 TRPV3 の Nanodisc 再構成状態について Cryo-EM により
3.3Å分解能で立体構造を決定することに成功した。その結果、これまで Sensitize や Open 型の
特徴と考えられていた膜貫通ヘリックス 6のπ-helix構造が Close型においても見られることが
わかった。また、このπ-helixを安定化する膜貫通ヘリックス間の相互作用を同定し、この相互
作用がチャネル開口機能に必須であることを明らかにした。また、ポアドメインに結合する脂質
分子を新たに見出し、この脂質分子の解離がチャネル開口につながる可能性を示唆した（図 2）。 

 

 

図 2. TRPV3 の Cryo-EM 構造解析 

a. 密度マップ, b. 膜貫通ヘリックス 5 および 6の構造,  

c. Pore helix とヘリックス 6の間に見出された脂質分子 
 
(3)PIP2を除去した TRPV3試料の調製 
精製した TRPV3に結合していると予想される PIP2を除去することを目的とし、バクテリア由来
PI-PLCの大腸菌発現系を構築した。発現条件及び精製条件を検討した結果、高純度な PI-PLCを
調製することができた。今後、精製した TRPV3に作用させ、PIP2の除去が可能であるか検討を
進める予定である。 
 
(4) TRPV3の結晶化 
TRPV3を用いて SFXを行うために、TRPV3の微結晶作成を試みた。高純度に精製した試料を用
いて結晶化スクリーニングを行ったところ、複数の条件において結晶を得ることに成功した。さ
らに条件を最適化し、大きさ 10 μm程度の微結晶を大量に得る条件を見出した。また、条件によ
っては 0.2 mm程度の大きさを超える結晶を得ることもできた。これらの結晶を用い X線回折実
験を行なったところ、分解能は低いもののタンパク質に由来すると思われる回折斑点を検出す
ることができた。現在さらに結晶化条件の最適化を進めており、これらの結晶を用いた SFX を
含む X線結晶構造解析を行う。 
 

a 
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