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研究成果の概要（和文）：「動物のもつ特殊機能」として，マムシ亜科毒蛇に特異的なピット器官受容体の
TRPA1チャネルおよび他のTRPチャネルの進化および構造と機能の詳細を明らかにする。このため，(1)ハブゲノ
ム解読によるTRPチャネル群の遺伝子構造と進化の解明，(2)各種毒蛇のピット器官を含む様々な組織でのTRPチ
ャネルの遺伝子発現解析（トランスクリプトーム解析），(3) TRPチャネルタンパク質の酵母発現系構築を行っ
た。その結果TRPA1遺伝子は3番染色体上に位置し，加速進化を示す毒遺伝子と異なること，αファクター
TRPA1-yEGFP_p426GALを導入した酵母で膜上での局在発現に成功した。

研究成果の概要（英文）：As a "special function of animals", we elucidate the details of the 
evolution, structure and function of TRPA1 channel and other TRP channels in pit organ receptors 
specific to pit vipers. In this study, we elucidated the gene structure and evolution of the TRP 
channel group by decoding the hub genome(1),  analyzed the gene expression of TRP channels in 
various tissues including pit organs (transcriptome analysis)(2), and constructed a yeast expression
 system for the TRP channel proteins (3). We found that the TRPA1 gene is located on chromosome 3, 
which is different from venom genes that show accelerated evolution and located on micro 
chromosomes, and that it is successfully localized to the membrane in yeast transfected with α
-factor TRPA1-yEGFP_p426GAL.

研究分野： タンパク質科学，酵素学

キーワード： TRPチャネル　赤外線受容装置　ピット器官　毒蛇　ゲノム解読　酵母発現系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マムシ亜科(Crotalinae, pit viper)が特異的に持っている赤外線受容装置のピット器官の受容体transient 
receptor potential (TRP) チャネルの構造と機能，および進化についてはまだ不明な点が多い。特にどのよう
に赤外線を受容してシグナルに変えているのか。この問題が明らかになれば，例えばテラヘルツ光センサーデバ
イスなど生物進化に基づく新規センサーデバイス開発に資することができる。

※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 
申請者は，これまでに研究分担者の柴田らとの共同研究で，日本の重要な毒蛇ハブを対象とした
オミクス研究を進めてきた。特に，奄美大島産ハブの全ゲノム解読では，毒液タンパク質遺伝子
60 個を同定し，その多様性が４つの機構（遺伝子多重化，加速進化，選択的スプライシング，ト
ランススプライシング）によりもたらされていることを見出した（Sci. Rep. 8, 10.1038 (2018); 
Toxins 11, 581 (2019)など）。染色体レベルでのゲノムデータをもとに，「加速進化」のメカニズム
を明らかにする目的で，改めてゲノム情報を精査していたところ，毒に対するインヒビタータン
パク質の他に，獲物に反応して赤外線を感知するピット器管に特有な TRPA1 チャネルの遺伝子
も加速的に進化していることが示唆された。毒タンパク質もピット器管もいずれも獲物（被食者）
の捕食に関わること，ピット器管はクサリヘビ科のうちマムシ亜科毒ヘビにのみ存在し，クサリ
ヘビ亜科毒ヘビやコブラ科には存在しない。「加速進化」のメカニズムを考える上で TRP チャネ
ル群の進化は興味深く，「加速進化」のメカニズム解明に繋がる知見が得られると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究は，「動物のもつ特殊機能」の進化，特に新奇機能獲得の遺伝学的・ゲノム科学的要因
および特殊機能の構造要素などの分子基盤を解明し，その仕組みを利用して新規機能デバイス
の開発に繋げることを目的とする。今回は，「動物のもつ特殊機能」の一つとして，毒蛇の中で
マムシ亜科(Crotalinae, pit viper)が特異的に持っている赤外線受容装置のピット器官に着目し，
その受容体本体である transient receptor potential (TRP) チャネルの構造と機能，および進化を明
らかにし，生物進化に基づく新規センサーデバイス開発（例えばテラヘルツ光センサーデバイ
ス）に資する知見を得ることを目的とする。 

３．研究の方法 
今回，上記の目的「動物のもつ特殊機能」として，マムシ亜科毒蛇に特異的なピット器官受容体
に着目し，TRPA1 チャネルおよび他の TRP チャネルの進化および構造と機能の詳細を明らか
にする。このため，(1)マムシ亜科ヒメハブ(Ovophis okinavensis)およびハブゲノム解読による TRP
チャネル群の遺伝子構造と進化の解明，(2)各種毒蛇のピット器官を含む様々な組織での TRP チ
ャネルの遺伝子発現解析（トランスクリプトーム解析），(3) TRP チャネルタンパク質の酵母発現
系構築と機能解析，(4)クライオ電子顕微鏡による TRP チャネルの立体構造解析と赤外線感受機
構の解明研究を行う。 
 
４． 研究成果 
(1)ゲノム解読による TRP チャネル群の遺伝子構造と進化 

ハブの染色体レベルでのゲノム解読を行いロングリードシークエンスデータや HiC データ
を追加して解析した。その結果，染色体レベルまで向上させることに成功した（断片数=20, 
N50 長=188 Mb）。そこで TRPA1 遺伝子の染色体上での位置を解析したところ，3 番染色体
上に位置していることが判明した。加速進化の特徴を示す毒タンパク質遺伝子やインヒビタ
ー遺伝子がマイクロ染色体に載っているのに対して（ホスホリパーゼ A2 とセリンプロテア
ーゼは第９マイクロ染色体，メタロプロテアーゼ は第７マイクロ染色体など），TRPA1 遺伝
子はマクロ染色体にあり異なっていた。同じ加速進化を示す TRPA1 であるが，毒タンパク
質の加速進化の機構と異なることが示唆された。 
 

(2) 様々な組織での TRP チャネルの遺伝子発現解析 
ハブの各組織における TRP チャネルファミ
リー遺伝子の発現を RNA-seq により解析し
たところ TRPA1 は転写レベルで目で最も発
現し，脳および胚性線維芽細胞での発現が
見られた（図１）。ピット器官では僅かに発
現が見られたが，発現量は低いものであっ
た。同じ脳でも異なる発現がみられたこと
からも（脳１と脳２），個体差や時期によっ
て異なることも考えられた。他の TRP ファ
ミリーについても解析したところ TRPV2 や
TRPV4，TRPV6，TRPM などの発現量がピッ
ト器官で比較的高かった。 

図１ TRP チャネルの各組織での発現プロファイル 
 
 
 



 
(3, 4) TRP チャネルタンパク質の酵母発現系構築と機能解析とクライオ電子顕微鏡解析 

TRPA1 の酵母での発現系構築のため，
誘導発現可能なベクターp426GAL と構
成的発現の p426ADH を使用し、ハブ由来
TRPA１のコドンを最適化した人工遺伝
子を用いて，さらに C 末端に HA タグや
yEGFP を融合させた。また αファクター
シグナル配列を YEGFP と一緒に組み込
むことで目的の遺伝子の発現を促進させ
る可能性があるため TRPA1 の N 末端側
に αファクターシグナル配列を融合させ   図２ TRP チャネル酵母発現ベクターの構築 
たコンストラクトも検討した（図２）。 

その結果，p426GAL プロモータでの誘導発現により TRPA1 の発現に成功した。図３に発現
酵母の共焦点レーザー顕微鏡により TRPA1 と融合した yEGFP の蛍光での局在を調べた結果を
示す。TRPA1-yEGFP_p426GAL では細胞質全体での発現と局在が見られたのに対して，αファク
ターシグナル配列を持つ場合には，酵母の膜上での局在が見られた（図３）。しかし，クライオ
電子顕微鏡で解析するために必要な大量のサンプル調製には至らず，収量を増やすための工夫
が必要である。現在，酵母の様々な株での発現とタンパク質収量を増加させる４残基からなるペ
プチド配列の導入を引き続き検討している。また，αファクターTRPA1-yEGFP_p426GAL を導入
した酵母で膜上での局在が見られたことから，これを用いて TRPA1 の赤外線照射による細胞内
Ca2+イオンの変化の解析により機能を調べる。 

 
 
 
 
 
 
図３ yEGFP 蛍光による TRPA1 の
酵母での発現と局在 
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