
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 3 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：動物の電位作動性カルシウムチャネル（VGCC）の1 ポアサブユニッ
トの出芽酵母ホモログである Cch1とその制御因子と予想される Mid1 の複合体のチャネル活性
を、培養細胞ならびに酵母細胞スフェロプラストでパッチクランプ法により検出することを試
みた。Mid1 は全長にわたって N型糖修飾されており、C-末端側に１２個のシステイン残基を含
むモチーフがあることから、動物の VGCCの制御サブユニットの一つである2/の機能的ホモロ
グである可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Cch1 is a yeast homologue of the pore-forming 1 subunit of animal 
voltage-gated calcium channels (VGCC), and Mid1 is an essential component together with 
Cch1 for the high-affinity calcium uptake in yeast. We tried to detect electric currents 
through the Cch1/Mid1 channel expressed in cultured mammalian cells or in yeast 
spheroplasts by the patch-clump method. Mid1 is heavily N-glycosylated allover the length, 
and Mid1 has a cysteine-rich motif in the C-terminal region. These characteristics suggest 
that Mid1 is a functional homologue of the subunit of animal VGCCs. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）電位作動性カルシウムチャネル（VGCC）
は様々な動物の細胞で発現しており、とりわ
け脳神経細胞や筋細胞などの興奮性細胞に
おいて非常に良く研究され、VGCC 遺伝子に突
然変異が生じると骨格筋の興奮-収縮連関の
消失や視覚異常などの重篤な病気（カルシウ

ムチャネロパチー）が引き起こされることが
知られている。近年のゲノム解析により様々
な動物で VGCC の遺伝子が特定され、出芽酵
母やカビ類でも VGCC 1ポアサブユニットの
候 補 遺 伝 子 CCH1 が 見 つ か っ て い る
(Paidhungat and Garrett, MCB 17:6339-6347, 
1997)。CCH1 遺伝子は、我々が「低カルシウ
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ム培地で性フェロモン刺激により死ぬ」とい
う表現系で単離した mid 変異株（mating 
pheromone-induced death, Iida et al., MCB 
14:8259-8271, 1994）のうちの一つ、mid3変
異株、の原因遺伝子であり、cch1欠損株は性
フェロモン刺激後の Ca2+流入が起こらずに死
ぬ。系統分類学上高等動物と遠く離れている
出芽酵母の Cch1 が、どのような性質のチャ
ネルでどのようにして活性化されるのかを
調べることは、真核生物の VGCC-1の多様性
や分子進化を理解する上で重要である。しか
し、CCH1は大腸菌に対して毒性があるために
クローニングができず解析が進んでいなか
った。我々は、大腸菌の代わりに酵母細胞内
相同組換えを利用して CCH1 遺伝子のクロー
ニングに成功し（Iida et al., FEBS Lett. 
576:291-296, 2004）、さらに、大腸菌を利用
するベクターへのクローニングにも成功し
た（Iida et al., JBC 282：25659-25667, 2007）。
それにより CCH1 遺伝子を培養細胞等に発現
させてそのチャネル活性を電気生理学の手
法を用いて解析することが初めて可能にな
った。 
 
（２）高等動物の VGCC は、ポアサブユニッ
ト1 と調節サブユニット、、から構成
されているが、出芽酵母ではこれらの調節サ
ブユニットのホモログは見つかっていなか
った。CCH1と同じスクリーニングで同定され
た MID1 遺伝子の産物 Mid1（Iida et al., 
1994）は、出芽酵母の高親和性カルシウム取
込み過程に Cch1 とともに必須な因子である
が（Muller et al., Genetics 159:1527-1538, 
2001）、動物では Mid1ホモログは見つかって
おらず、Mid1 がどのような役割を担っている
のかはわかっていなかった。そこで、Mid1の
タンパク質構造上の特徴からその機能を明
らかにすることを目指した。 
 

２．研究の目的 

 動物の電位作動性カルシウムチャネル
（VGCC）の1ポアサブユニットの出芽酵母ホ
モログである Cch1 のチャネル活性をパッチ
クランプ法により検出し、チャネル特性を明
らかにする。また、Cch1 と共に高親和性カル
シウム取込み過程に必須な因子である Mid1
が、Cch１のチャネル活性にどのように関わ
っているのかを明らかにする。さらに、それ
らの知見に基づき、広く真核生物の VGCC フ
ァミリーの機能的多様性を明らかにするこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（１）出芽酵母の Cch1と Mid1を培養細胞に
発現させるベクターの作製は以下のように
行った。 CCH1 は大腸菌に対して毒性を示す
ため通常の市販のベクターにクローニング

することはできない。そこで、培養細胞に目
的蛋白質と形質転換マーカーEGFP を独立に
発現させるための市販のベクターpCMS-EGFP 
(Clontech Co.)を改変し、大腸菌中でのコピ
ー数が尐ない pBCMS-EGFPを構築した。また、
Mid1 を Cch1 と同時に発現させた培養細胞を
蛍光顕微鏡下で識別するために、pCMS-EGFP
の EGFP を蛍光特性の異なる HcRed に置換え
た pCMS-HcRed を構築した。これらのベクタ
ーに Cch1と Mid1の ORFを組み込み、BHK6細
胞（Yaguchi et al., JBC 275:41504-41511, 
2002）に発現させた。発現の確認は、それぞ
れのタンパク質のオリゴペプチドを抗原と
して作製した特異抗体を用いたウエスタン
ブロットで行った。 
 
（２）Cch1 または Mid1 を酵母で高発現する
プラスミドは、酵母発現用シャトルベクター
に、強力な TDH3 プロモーターとその下流に
CCH1 または MID1 の ORF を組み込んで作製し
た（発表論文③）。染色体上の CCH1および MID1 
のプロモーターを強力な TDH3 プロモーター
から高発現する株は、それぞれの遺伝子の開
始コドンの直前に強力な TDH3 promoter を挿
入し、重複させた 3’ terminator 領域の中間
に URA3遺伝子を挿入した DNA断片を作製し、
相同組換えを利用して染色体に組み込み作
製した。野生株と、Cch1/Mid1 チャネルに対
して抑制的に働くカルシニューリンの調節
サブユニットの CNB1 遺伝子を破壊した株
（cnb1）を親株とし、コロニーPCRにより目
的株を選択後、5-Fluoroorotic Acid を用い
て URA3遺伝子を欠落した株を選択した。Cch1
と Mid1 を高発現していることはウエスタン
ブロットで確認した。酵母細胞のパッチクラ
ンプは、ザイモリエース処理により細胞壁を
取り除いたスフェロプラストで行った。 
 
（３）部位特異的変異 DNA の作製は、
KOD-Plus-Mutagenesis Kit（Toyobo Co.）を
用いた Inverse PCR 法で行った。 
 
（４）Mid1の C-末端の膜トポロジーは、His4p
および Suc2pの一部との融合タンパク質を利
用して決定した（Kim et al., JBC 
278:10208-10213, 2003）。なお、Suc2pは Mid1
の１６カ所の N型糖鎖修飾配列の Nの全てを
Q または Vに置換した Mid1N0の C-末端につ
ないだ。 
 
４．研究成果 
（１）培養細胞発現系のパッチクランプ実験 
 CCH1, MID1クローニング用に改変したベク
ターに CCH1遺伝子と MID1遺伝子の ORFをそ
れぞれ組込み、ウサギのとを発現してい
る BHK6細胞に形質導入した。Cch1 と Mid1 が
BHK6細胞で実際に発現していることは、ウエ



スタンブロットで確認した。パッチクランプ
実験は、東邦大・医・薬理の赤羽悟美准教授
に行っていただいたが、Cch1/Mid1 の発現に
依存したチャネル活性は検出できなかった。 
 
（２）酵母細胞のパッチクランプ実験 
 ① Cch1 と Mid1 を TDH3 プロモーターから
高発現させるプラスミドで形質転換した
cnb1破壊酵母株（MATa cnb1CCH1ox MID1ox）
は、野生株に比べ数十倍の Ca2+取込み能を示
した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Cch1、Mid1高発現株の Ca2+取込み 
 
 
 ② 連携研究者飯田秀利の博士課程の大学
院学生が、２００９年４月より７月までの４
ヶ月間、酵母のパッチクランプ実験の第一人
者である米国ウィスコンシン大学の Ching 
Kung 教授の元でパッチクランプ実験を行っ
た。①の株から調製したスフェロプラストを
用いて、出芽酵母の既知のイオンチャネルで
あ る Tok1 チ ャ ネ ル
（Depolalization-activated K+ channel）と
Gustin チャネル（ Mechanosensitive ion 
channel）の電流を確認することができたが、
Cch1/Mid1 に依存した電流は検出できなかっ
た。Cch1/Mid1 のチャネル活性を上昇させる
性フェロモン（-factor）添加や ER ストレ
スを引き起こす Tunicamycin処理した細胞で
も測定を行ったが同様であった。 
 
 ③ ザイモリエース処理により調製したス
フェロプラストの Cch1と Mid1をウエスタン
ブロットで検出したところ、Cch1 のバンドは
変化がなかったが、Mid1 は未処理酵母で検出
される 95 kD 付近のバンドが減尐し、60 kD
付近に新たなバンドが検出された。Mid1（548
アミノ酸残基）には、１６カ所の N 型糖鎖修
飾のコンセンサス配列があり、糖鎖修飾を受
けて 95 kD付近に泳動される。この糖鎖修飾

は Mid1 の活性に必要である。そこで、パッ
チクランプ法で Cch1/Mid1チャネルの電流が
検出できなかったのは、ザイモリエース中に
尐量混在しているグリコシダーゼによって
Mid1 の糖鎖が切断されて失活したためであ
ると考え、ザイモリエース処理時に糖鎖切断
酵素に対する各種の阻害剤（ mannan、
mannosenagstatin、nagstatin、pochonicine）
を加えて、Cch1/Mid1 チャネル活性を保持し
たスフェロプラストを調製することを試み
たが、良い条件を見いだすことはできなかっ
た。 
 
（３）Mid1のタンパク質構造上の特徴の解析 
 Mid1は、出芽酵母の高親和性カルシウム取
込み過程に Cch1 とともに必須な因子である
が、動物には Mid1 ホモログは見つかってお
らず、Mid1がどのような役割を担っているの
かはわかっていない。そこで、Mid1のタンパ
ク質構造上の特徴の解析を行い、以下の成果
を得た。 
 
① Mid1 には、その全長にわたって１６カ所
の N型糖鎖修飾のコンセンサス配列（NXS/T）
があり、SDS-PAGE での見かけの分子量は、N
型糖鎖を切断するエンドグリコシダーゼ H
（Endo H）処理により、約 95 kD から約 60 kD
へと大きくシフトする。それぞれの部位が実
際に糖鎖修飾を受けているかどうかが分か
れば、Mid1 のどの部分が細胞外または ER 内
腔にあるのかが分かる。そこで、１６カ所の
うちの１１カ所の N（Asn）を Q（Gln）に置
換した変異体 N５をベースに、１カ所ずつ Q
を Nに戻すか、または、さらに１カ所の N を
Q に置き換えた変異体を作製し、それぞれの
SDS-PAGE での移動度を比較したところ、１６
カ所のほとんどが酵母細胞で実際に N型糖鎖
修飾されていた（図２）。この結果は、Mid1
タンパク質の大部分は細胞外または ER 内腔
にあることを示している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ Mid1の N型糖鎖修飾 １６カ所のうち
の１１カ所の N型糖鎖修飾コンセンサス部位
の Nを Q に置換した Mid1N5 を基準とした。 



② Mid1の C-末端にヒスチジン生合性に必須
な HIS4 遺伝子産物をつないだ融合タンパク
質は、his4 破壊株を相補できないこと（図３）、
および、Mid1の C-末端に付けた、９カ所の N
型糖鎖修飾配列を含む Suc2pの断片は糖鎖修
飾されていること（図４）から、Mid1 の C末
端は細胞外または ER 内腔にあることがわか
った。なお、Suc2p 部分の糖鎖修飾は、Mid1
の１６カ所の N型糖鎖修飾配列の Nの全てを
Qまたは Vに置換した Mid1N0との融合タンパ
ク質で解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Mid1-His4p のヒスチジノール培地での
his4破壊株相補活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図４ Mid1No-Suc2 の Endo H 処理による
SDS-PAGE での移動度の変化 
 
 
③ Mid1の C-末端側３分の１には、１２個の
システイン残基を含む、Frizzled 類似モチー
フとホモロジーのあるドメインがある（図
５）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図５ Mid1の C-末端領域の Frizzled 類似モ
チーフ 出芽酵母 Mid1 (sceMid1)、分裂酵母
Mid1 (spoEhs1)、マウス Frizzled 8 (mFz8)
の Cys-rich domain の ClustalW による比較 
 
 
 上記①〜③の Mid1 の特徴は、高等動物の
電位作動性カルシムチャネルの制御サブユ
ニット2/ の特徴（ Davies et al. PNAS 
107:1654-1659, 2010）とよく似ていること
から、両者はアミノ酸配列の相同性は低いが、
機能的ホモログである可能性が高いことが
わかった。 
 
（４）その他の成果 
① 酵母のパッチクランプ実験用に作製した
Cch1, Mid1高発現野生株（CNB1）を利用して、
高等動物の、L、P/Q、N、R、T の５タイプの
VGCC に対する特異性が明らかにされている
既知のカルシウムチャネルブロッカーの、
Cch1/Mid1 チャネルに対する阻害効果を調べ
た。その結果、Cch1/Mid1 チャネルは薬理学
的には高等動物の Lタイプチャネルに最も近
いことが明らかになった（発表論文③）。 
 
② 出芽酵母の cch1変異株で同定した、ドメ
イン IIIの S2-S3膜貫通セグメント間の細胞
内リンカーに位置する単一グリシン残基は、
ドメイン I と II においてもチャネルの特性
に重要であることを、ラット脳の VGCC-a1 を
用いたパッチクランプ実験で示した（発表論
文①）。 
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