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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ペプチド作動性 Na+チャネルであるアメフラシの

FMRFamide 作動性 Na+チャネルの機能発現に関わる分子機構に関する研究を行っ

た。その結果、チャネルの一次構造における 552 位アミノ酸部位がチャネルポア外

縁部に存在しておりチャネルの活性化や脱感作機構に関わることを明らかにした。

また、この部位のアミノ酸側鎖の電荷がチャネル電流の整流性に影響を与えること

を明らかにし、このチャネルが内向き整流性を示すのは、552 位アミノ酸がアスパ

ラギン酸であることによることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Molecular aspects of the functions of a peptide-gated Na+ channel, 
FMRFamide-gated Na+ channel (FaNaC), were examined in this study. We found that the 
position 552 of FaNaC is involved in the activation and the desensitization of the channel, 
and that the negative electric charge on this position (Asp552) is essential for the inward 
rectification of the channel current. 
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１．研究開始当初の背景 
神経ペプチドは動物の神経系に存在する情
報伝達分子の中で最も多種多様なものであ
り、その動作原理を明らかにすることは脳機
能を分子レベルで理解するうえで必須であ
る。知られている神経ペプチドの受容体のほ
とんどが G タンパク質共役型受容体である
中で、FMRFamide 作動性 Na+チャネルは
FMRFamide により活性化されるリガンド

作動性イオンチャネルであるという点でユ
ニークなペプチド受容体であり、一次構造が
知られている唯一のペプチド作動性イオン
チャネルであった。しかしながら、このイオ
ンチャネルの構造機能相関に関する研究は
少なく、チャネルの活性化などの機能を発現
する分子機構に関してはほとんど知られて
いなかった。そこで、FMRFamide 作動性
Na+チャネルの機能発現について分子レベル
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で明らかにすることが、ペプチド性情報伝達
を理解する上で重要であると考え、本研究課
題を企画した。 
 
 
２．研究の目的 
FMRFamide 作動性 Na+チャネルは、一次構
造上の特徴から、上皮性 Na+チャネル族に分
類されるチャネルである。このチャネル族に
属するチャネルに共通する構造上の特徴と
して、２つの膜貫通ドメインと巨大な細胞外
ドメインがあげられる。2 つの膜貫通ドメイ
ンは、チャネルポアを形成する部分であり、
チャネルとしての機能発現に重要な部位で
ある。本研究では、我々の先行研究によりそ
の機能的重要性が示唆された 2番目の膜貫通
ドメインの細胞外側に位置する552位のアミ
ノ酸の役割に焦点を絞り、この部位のアミノ
酸側鎖の機能を解析することを主な目的と
した。一方、このチャネルのキネティクスに
関する情報は非常に少なく、このチャネルの
チャネルとしての機能を電気生理学的手法
で出来る限り明らかにすることが必要であ
ると考えられるため、いくつかの手法を用い
たチャネルのキネティクス解析を行うこと
をもう一つの目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)  アフリカツメガエル卵母細胞をチャネ
ルの発現系とし、FMRFamide 作動性 Na+チ
ャネルの機能を電気生理学的手法で解析し
た。チャネルの発現チェック、および定常状
態電流の測定は微小電極法による膜電位固
定法により行った。細胞内イオン濃度を制御
した条件下での実験が必要な場合は、カット
オープンオオーサイト法による膜電位固定
実験により行った。カットオープンオオーサ
イト法は、微小電極法よりもはるかに時間分
解能がよい膜電位固定実験が可能であるの
で、本法により、膜電位ジャンプ時の緩和電
流のキネティクス解析を行った。また、単一
チャネルレベルでのキネティクス解析を目
指して、パッチクランプ法による単一チャネ
ル電流測定を行った。 
 
(2) 我々の行った先行研究により、552 位の
アミノ酸側鎖の性質とチャネル機能との関
連が推定されていたので、552 位のアスパラ
ギン酸残基を他のアミノ酸に変更した点変
異体を多数作製した。膜電位固定法を用いて、
それら点変異体チャネルの機能解析を行う
ことで、この部位のアミノ酸側鎖の物理化学
的性質とチャネル機能の関連を調べた。 
 
(3) 552 位アミノ酸をシステインに変えた
D552C 変異体において、システイン側鎖とジ

スルフィド結合を作る試薬（SH 修飾剤）を
用いることで、この部位の側鎖の限られた性
質のみを変更した場合にチャネル機能にど
のような影響をおよぼすかを検討した。 
 
(4) ペプチドによる活性化速度を解析する
ために、外液瞬間交換法を用いた実験系の確
立を目指し、FMRFamide 作動性 Na+チャネ
ルを安定発現する哺乳類培養細胞株の確立
に取り組んだ。 
 
 
４．研究成果 
(1) FMRFamide作動性Na+チャネルに対する

二価イオン作用の定量的解析 

 カットオープンオオーサイト法を用いた膜

電位ジャンプ法により、FMRFamide作動性Na+

チャネル電流を解析し、細胞内外のチャネル

透過性および非透過性イオンの作用を検討し

た。カットオープンオオーサイト法は、微小

電極法に比べはるかに時間分解能よくチャネ

ル電流を記録できる方法であり、FMRFamide

作動性Na+チャネルが電圧センサー部位を持

たないにもかかわらず、チャネル電流が電位

依存性を示し、過分極性膜電位ジャンプによ

り活性化されるチャネル電流が増大すること

を始めて示すことが出来た。また、膜電位ジ

ャンプ時に見られるチャネル電流の緩和過程

が、細胞外のCa2+濃度やNa+濃度の影響を受け

て変化することを明らかにした。この成果に

ついては、国内外の学会で発表し（[学会発表

]の2,5,8,9,11）、現在、投稿論文を作成中で

ある。 

 

(2) チャネルポア外縁部の変異体チャネル

作成と機能解析 
 先行研究により、FMRFamide 作動性 Na+チャ
ネルの 552位のアスパラギン酸がチャネルに
対する二価イオン作用に関わっていること
を示唆する結果を得ていたので、この部位の
点変異体を作成し、変異体チャネルの機能を
電気生理学的手法で解析した。その結果、こ
の部位のアミノ酸残基の側鎖の物理化学的
性質により、チャネルの活性化、脱感作、
FMRFamide 感受性が変化することが明らかに
なった。この成果については、国内外の学会
で発表し（[学会発表]の 4,6,7,8,10,11）、そ
の一部は論文として公表した（[雑誌論文]の
1）。 
 

(3) 552位にシステインを導入した変異体チ
ャネル（D552C）におけるSH修飾剤の作用解
析 

552位にシステインを導入したD552C変異
体チャネルにおいて、陽イオン性、および



陰イオン性のSH修飾剤を作用させること
でこの部位の電荷を変化させ、その事がチ
ャネル機能にどのような影響をおよぼすか
を検討した。その結果、陽イオン性の側鎖
を付加するとFMRFamideのEC50値が小
さくなり、チャネルの最大応答が増大した。
一方、陰イオン性の側鎖を付加すると、E
C50には変化がみられなかったが、最大応
答が低下した。側鎖の大きさ自体にはほと
んど差がないことから、これらの作用は電
荷の違いによるものと推定された。この成
果については、国内外の学会で発表し（[学
会発表]の1,3）、現在、投稿論文を作成中で
ある。 
 

(4) FMRFamide作動性Na+チャネルの単一チャ
ネル電流解析 
 チャネル機能の詳細な解析を目指すうえで
は、ホールセル電流記録による巨視的なイオ
ンチャネル電流のキネティクス解析に加え、
パッチクランプ法を用いた単一チャネル電流
記録による解析が加えられることが望ましい
。この視点から、本研究課題でも、アフリカ
ツメガエル卵母細胞におけるFMRFamide作動
性Na+チャネルの単一チャネル電流の解析に
取り組んだ。残念ながら、本イオンチャネル
の単一チャネルコンダクタンスが小さいこと
に加え、そのゲート機構がバーストを示すこ
ともあり、本研究課題の期間中に定量的な解
析に耐えうる単一チャネル電流データを得る
ことは出来なかった。しかしながら、いくつ
か改良可能な点も浮かび上がっているので、
今後の研究に生かしたいと考えている。 

  

(5) 細胞外液瞬間交換法によるチャネル活
性化のキネティクス解析 

 本方法を適用する細胞系である哺乳類培
養細胞にFMRFamide作動性Na+チャネル
を発現させるためのベクターを構築した。
このベクターを用いて、チャネル活性化、
脱感作のキネティクス解析をより高時間分
解能で解析するために、恒常的にFMRFa
mide作動性Na+チャネルを発現する哺乳
類培養細胞株の構築を試み、安定してFMR
Famide作動性Na+チャネルを発現する細
胞株の確立に成功した。本研究課題の期間
中にキネティクス解析を行うまでには至ら
なかったが、今後、この細胞株を利用して、
細胞外液瞬間交換法によるチャネル活性化
キネティクス解析を行う予定である。 
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