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研究成果の概要（和文）：尿蛋白等のネフローゼ症を呈する腎疾患の一つ, 巣状分節性糸球体硬化症(FSGS)に受
容体作動性Ca(カルシウム）チャネルをコードするTRPC6遺伝子が関与するが、その発症メカニズムに関して明ら
かでなかった。本研究により、FSGS変異型TRPC6チャネルにおいて顕著なカルシウム依存的不活性化の破綻が存
在していることを明らかにした。本研究はFSGS発症メカニズムにおける重要な知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：TRPC6 is a nonselective cation channel, and mutations of this gene are 
associated with FSGS. These mutations are associated with TRPC6 current amplitude amplification 
and/or delay of the channel inactivation (gain-of-function phenotype). However, the mechanism of the
 gain-of-function in TRPC6 activity has not yet been clearly solved.　We performed 
electrophysiologic, biochemical, and biophysical experiments to elucidate the molecular mechanism 
underlying calmodulin (CaM)-mediated Ca2+-dependent inactivation (CDI) of TRPC6.  The 
FSGS-associated TRPC6 mutations within the coiled-coil severely delayed CDI and often increased 
TRPC6 current amplitudes. The gain-of-function mechanism found in FSGS-causing mutations, TRPC6 can 
be explained by impairments of the CDI, caused by disruptions of TRPC's coiled-coil assembly and CaM
 bridge binding. The resulting excess Ca2+ may contribute to structural damage in the podocytes. 

研究分野：分子生理学、生理化学

キーワード： イオンチャネル　チャネロパシー　カルシウム依存的不活性化　糸球体硬化症　TRPC6　Calmodulin　ポ
ドサイト　ネフローゼ症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究グループは、カルシウムチャネルの一つTRPC6の活性にブレーキをかける、Ca(2+)依存的不活性化（Ca(2
+)-dependent inactivation：CDI）と呼ばれる機構に関する研究を行い、その分子的基盤を得た。解析した5種
類のFSGS型TRPC6全てにおいて分子構造体の異常を伴ったCDIの破綻を認めた。これらは、TRPC6のCDI分子機構を
明らかにすると共にこのブレーキ機構の破綻がFSGS発症原因であるという新しい概念を提唱するもので、TRPC6
の分子基盤、FSGSの診断、治療へ向けた重要な足がかりになると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
受容体作動性 Ca2+チャネル分子実態の一つに TRPC6 チャネルがある。TRPC6
には細胞内 Ca2+による負のフィードバック制御 ,Ca2+依存的不活性化

(Ca2+-dependent inactivation:CDI)が存在する。研究当初 TRPC6の Ca2+依存的ゲー

ト機構に関する研究から,カルシウム結合タンパク質Calmodulin(CaM)やTRPC6
のコイルド・コイルドメインを介した分子複合体構造が CDIの発生に重要であ
ることの構造学的知見を得ていた。他方,TRPC6のチャネロパシーとして遺伝性
腎不全に見られる病変の一つ ,巣状糸球体硬化症 (Focal segmental 
glomerulosclerosis, FSGS)がある。FSGS病変に関与する TRPC6変異体のうちコ
イルド・コイルドメインに変異が見られる機能解析を行ったところ,CDIが顕著
に破綻していることを見出していた。これは FSGS病変において TRPC6の CDI
が関連することを示す結果である。FSGS病変解明のため他の TRPC6変異体で
の解析が急務になった。 
 
 
２．研究の目的 
1. TRPC6,CDIに必要な分子構造基盤の解析 
 CDIにおいて重要な分子基盤を明らかにする。Calmodulinによるサブユニ
ット間のブリッジ構造, コイルド・コイルドメイン相互作用によるサブユニ
ット間の近接等を検討する。Calmodulin の結合様式を二次元 NMR, コイル
ド・コイルドメインの結合様式を明らかにする。 
 

2: FSGSを示す TRPC6変異体の CDI定量的解析 
 FSGS 病変を示す TRPC6 の変異体は多数報告されていたことから,特にコ
イルド・コイルドメインを中心として FSGS変異体の機能明らかにする。そ
の機能を培養細胞を用いた電気生理学的に解析し,CDI との関連性を明らか
にする。 
 

3. TRPC6,CDIと連動するポドサイトの解析 
培養ポドサイト細胞に Calmodulin変異体や FSGS由来の TRPC6変異体が
どのような影響を及ぼすのか検討する。特に細胞骨格の変性は糸球体におけ

るフィルター機能異常に影響を及ぼすことが考えられる。細胞骨格の形態維

持に重要なアクチン繊維を観察し,CDIの細胞形態への関与を明らかにする。 
 

 
３．研究の方法 

FSGSのTRPC6変異体におけるCDIの電気生理学的解析を実施した。変異を
導入したプラスミドをHEK発現細胞に導入し,不活性化速度や電流密度等機
能的解析を行った。Inside-out recordingによる定量的不活性化の解析を実施し
た。Calmodulinの結合様式についてNMRを用いて解析を行った。更にコイル



ド・コイルドメインの結合様式について細胞内FRETによる分子間相互作用解
析を行いCDI分子構造基盤の構築を計った。細胞骨格は蛍光標識-アクチンマ
ーカー（ファロイジン）を用いて評価した。 

 
 
４．研究成果 

CDIの発生機構として,新たに Calmodulinの N末領域と C末領域のそれぞ
れが,TRPC6の異なるサブユニットにおける Calmodulin結合領域にと結合す
ることが引き金となっていることを明らかにした。また,その際に TRPC6の
C末領域に存在するコイルド・コイルドメインが Calmodulin結合領域を近接
させる効果があり,安定化結合に関与していることを明らかにした。 
更に FSGSで確認された TRPC6変異のうち,コイルド・コイルドメインに
変異を認めるものについて,核磁気共鳴(NMR),蛍光エネルギー移動, 電気生
理学等を用いた分子構造並びに機能的解析を実施した。  

K874X,Q889K,R895C,R895L,E897K 何れの FSGS 変異において, コイル
ド・コイルドメインの会合状態の異常と ,CDI の遅延を認めた。ま
た,Calmodulinはコイルド・コイルの会合により近接した 2つのサブユニット
間の間に結合する様子が NMR,並びにクロスリンカーを用いた手法から明ら
かとなった。また,腎糸球体上皮細胞（培養型ポドサイト）において TRPC6
の CDI を遅延させることで,アクチンストレスファイバーに形態異常を引き
起こすことを確認した。以上の内容を米国腎臓学会誌にて報告した(Polat, 
Unoet al., 2019, JASN)。更に,他から報告されているアンキリンドメインに変
異を認める P112Q,M132T, TRPチャネル共通の TRPボックス近傍における変
異体 L780P について機能解析を行った。Patch-clamp 法を用いて測定したと
ころ,最大電流密度は P112Q,M132T で野生型と比べ優位に上昇していた
が ,L780P では若干減少していた。一方 ,ピークからの不活性化過程は
P112Q,M132T,L780P 何れの変異体において,野生型に比べ優位に遅延してい
た。これらの結果はコイルド・コイルドメイン同様,アンキリンドメインや
TRP ボックスの FSGS 変異体では CDI の破綻が存在していること,一方でそ
の破綻の度合いには違いがあることを示唆していた。 
幼若期に FSGS を発症した変異と成人後に FSGS を発症する変異につい
て,CDI の変化についてそれぞれ検討を加えたところ,発症年齢が幼若期の変
異のほうが CDIの破綻の度合いがより進んでいることを見出した。このこと
から,CDIの破綻の程度とFSGSの発症年齢に関して相関性がある可能性を見
出した（特許出願中）。これらの結果は CDIが FSGS 発症において基本的な
分子基盤として存在していることだけでなく,FSGS発症時期において重要な
役割を果たしていることを示唆するものであった。 
以上,本研究により TRPC6 の Calmodulin による CDI の分子機構が明らか
になると共に,FSGS発症メカニズムとしてCDIの重要性に関する知見を得る
ことができた。これらはイオンチャネルが原因で疾病を引き起こすチャネロ

パシーの解明,治療に貢献するものであった。 
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