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研究成果の概要（和文）：膠芽腫の細胞増殖や遊走を促進するTRPM7の活性は、細胞内Mgによって制御されてい
る。本研究ではTRPM7の細胞内Mg感受性が、TRPM7分子内の2つのドメインの相互作用によって調節されているこ
とを新規に見出した。膠芽腫においてはこの相互作用に異常が生じていると考え、2つのドメインの間に存在す
るリン酸化候補アミノ酸の変異体を作製し、Serine1107変異でMg感受性が変化していることが明らかとなった。
またTRPM7活性化の下流シグナルをRNAseqにより解析し、脂質代謝関連遺伝子群が増加していることを新規に見
出した。これらの遺伝子発現変化を介し膠芽腫の増殖・遊走が促進されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：TRPM7 channel activity, which promotes cell proliferation and migration in 
glioblastoma, is regulated by intracellular Mg. In this study, we newly found that the intracellular
 Mg sensitivity of TRPM7 is regulated by the interaction between two domains; TRPM7 channel domain 
and the kinase domain. We hypothesized that disregulation of this intarcetion promote proliferation 
and migration in glioblastoma. We generated mutants of candidate phosphorylated amino acids existing
 between the two domains, and found that the Serine1107 mutation altered Mg sensitivity. We also 
analyzed the downstream signals of TRPM7 activation by RNAseq and found that genes related to lipid 
metabolism were upregulated. These findings suggest that glioblastoma proliferation and migration 
are promoted via these upregulation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：TRPM7はイオンチャネルとキナーゼ活性を併せ持つ、非常にユニークなイオンチャネルであるが、
現在までのところこの二つの機能ドメインが一つの分子内に存在する生理学的意義は不明である。本研究はその
一つの解としてキナーゼドメインがイオンチャネルの細胞内Mg感受性を調節していることを明らかにした。この
調節にはキナーゼ活性は必要ではなく、構造的相互作用を介していた。
社会的意義：TRPM7が、増殖・遊走・浸潤を促進することが知られる悪性腫瘍細胞は膠芽腫にとどまらない。す
なわち本研究で明らかとなった活性調節メカニズムは、膠芽腫のみならず、他の悪性腫瘍細胞でも同様と考えら
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。
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１．研究開始当初の背景 
 膠芽腫は、最も悪性度の高い原発性脳腫瘍である。手術による摘出後、放射線治療と DNA ア
ルキル化薬を用いた化学療法の併用が標準的な治療となっているが、増殖能や浸潤能が極めて
高いため、5 年生存率はわずか 10％である（脳腫瘍診療ガイドライン 2019 版、成人脳腫瘍編改
訂 2 版）。Transient receptor potential（TRP）チャネルの一つである TRPM7 は、腫瘍細胞の
増殖・遊走を促進することが知られ、治療ターゲットとして注目されている（Guilbert et al., Am 
J Physiol Cell Physiol. 2009; Yee Pharmaceuticals. 2017）。TRPM7 チャネルは細胞内 Mg2+に
よって抑制されており、Mg2+濃度が低下すると脱抑制して Mg2+を流入させる。本研究では膠芽
腫をはじめとする腫瘍細胞では、この調節機構が破綻していると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 これまで膠芽腫においてTRPM7が増殖・遊走を促進することが示されてきたが、そのTRPM7
活性化機構については不明である。本研究では、電気生理学的手法を用いて TRPM7 チャネル活
性を測定することにより、腫瘍細胞の TRPM7 の活性調節機構を解明する。膠芽腫における
TRPM7 の活性化機構が解明できれば、活性化機構に焦点を当てた腫瘍特異的 TRPM7 作用薬開
拓の学術基盤が形成されると考えらる。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト TRPM7 変異体細胞株の樹立 
 変異導入部位として、イオンチャネルドメインとキナーゼドメインの間に存在するリン酸化
標的候補アミノ酸（serine1107, serine1269, threonin1482）を選定した。野生型 humanTRPM7
（hTRPM7, Kazusa Genome Technologies）w 発現ベクターを用いて、inverse PCR によって
phophomimetic mutant(glutamate および aspartate 置換)および phosphorylation-deficient 
mutant (alanine 置換)を作製し、培養細胞に発現させた。 
(2)ホールセルパッチクランプ法 
 hTRPM7 を発現した細胞からホールセルパッチクランプ法を用いて TRPM7 電流を測定した。細
胞外液（mM）: 135 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 1.2 NaH2PO4,10 HEPES, 2 glucose, and 
27 mannitol (pH 7.4 adjusted with NaOH, 315 mOsmol/kgH2O)、細胞内液（mM）：25 CsCl, 110 
CsOH, 110 glutamate, 0.2 EGTA, 10 EDTA, and 5 HEPES (pH 7.3 adjusted with CsOH, 290 
mOsmol/ kgH2O)を用いた。細胞内 Mg 濃度は MgSO4 を添加し任意の値になるように調整した。 
（3）トランスクリプトーム解析 
 TRPM7 活性化薬である naltriben (20 μＭ)存在下/非存在下で 24 時間培養し、total RNA を精
製した。RNA シークエンス（Illumina NovaSeq6000）を行い、遺伝子発現変動を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）野生型 human TRPM7-WT における細胞内 Mg2+感受性制御の分子機構の解明 
 本研究では TRPM7 キナーゼドメインを欠損した TRPM7 電流の細胞内 Mg2+感受性が、キナーゼド
メインとの共発現によって大きく高濃度側にシフトすることをホールセルパッチクランプ法を
用いて明らかにした（Inoue et al., J Gen Physiol. 2021）。キナーゼ活性中心の点変異は、
TRPM7 電流の細胞内 Mg2+感受性に影響しないことから、チャネルドメインとキナーゼドメインの
相互作用にはキナーゼ活性は不要であることが分かった。一方でキナーゼドメインの C 末端に
存在する zinc-binding motif の変異は TRPM7 電流のキナーゼドメインによる制御を完全に抑制
した。TRPM7電流は酸化ストレスによって細胞内Mg2+依存性に抑制されるが、これはzinc-binding 
motif 内のシステイン残基の酸化によるキナーゼドメインの構造が変化し、チャネルドメインと
の相互作用が阻害されたためと考えられた（Inoue et al., J Gen Physiol. 2021）。 
（2）リン酸化変異体 hTRPM7 の細胞内 Mg2+依存性の解析 
 膠芽腫細胞では TRPM7 が何らかの修飾を受け活性が亢進していると考えられる。そこで、TRPM7
のチャネル活性に影響する可能性のあるリン酸化部位の変異体を用いて、その細胞内 Mg2+感受性
をホールセルパッチクランプ法により検討した。Serine1269 および threonine1482 の
phosphomimetic mutants は hTRPM7-WT と同様の細胞内 Mg2+依存性を示したことから、これらの
アミノ酸の過剰リン酸化が膠芽腫における TRPM7 活性亢進に寄与している可能性は低いと考え
られた。一方で serine1107 の変異は TRPM7 電流の細胞内 Mg 依存性を低濃度側にシフトさせた。
すなわち serine1107 のリン酸化は TRPM7 電流を増加させている可能性が示唆された。しかしな
がら、この変化は phosphomimetic mutant だけでなく、塩基性アミノ酸への置換によっても起こ
ることが明らかとなった。また、これまでに行われた TRPM7 リン酸化部位の網羅的解析において
も serine1107 リン酸化は検出されていないことから（Kim et al., BBRC. 2012）、TRPM7 活性亢進
に寄与している可能性は低いと考えられた。 
(3) プロスタグランジン E2 受容体刺激による TRPM7 発現量の解析 
プロスタグランジン E2（PGE2）は膠芽腫細胞において TRPM7 の活性化を介して増殖と遊走を



促進することが報告されている（Tian et al., J Cell Mol Med. 2018）。そこで PGE2 受容体のアゴニ
ストによる TRPM7 発現量の変化を検討した。24 時間の PGE2 受容体刺激は TRPM7 の発現量に影響
しなかった。PGE2 による電流増加は PGE2 受容体サブタイプ 3（EP3）によるものであり、EP3 は
PKA の活性を減少させるため、serine1269 は脱リン酸化されると考えられる。そこで serine1269
の phosphorylation-deficient mutant (alanine 置換)を作製し、細胞内 Mg 感受性を検討した
が、TRPM7-wt との違いは見られなかった。 
（4）トランスクリプトーム解析による TRPM7 下流シグナルの解析 
 TRPM7 の活性化が膠芽腫を含む様々な腫瘍細胞で増殖・遊走を促進することは良く知られてい
るが、その機構についてはよく分かっていない。本研究では RNA シークエンスによるトランスク
リプトーム解析を行い、TRPM7 活性化によって発現量が変動する遺伝子を抽出した。TRPM7 活性
化薬 naltriben の投与は、脂質代謝酵素の遺伝子群を大きく変化させることが明らかとなった。
この変化が、膠芽腫の増殖・遊走にどのように寄与するかは未だ不明であり、今後検討していく
予定である。 
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