
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

杆体一色覚に関連した錐体cGMP依存性チャネルの変異解析と機能回復の研究

Analysis of structure-function relationships of rod monochromacy-associated 
missense mutations in the CNGA3 subunit of the cone photoreceptor cGMP-gated 
channel.

９０３３５１７５研究者番号：

村木　早苗（Muraki, Sanae）

滋賀医科大学・医学部・講師

研究期間：

２５４６２７１２

平成 年 月 日現在２８   ５ ２６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：錐体サイクリックヌクレオチド依存性チャネルα鎖の変異は杆体一色覚をもたらすが、ミス
センス変異は約90知られており構造－機能相関を探るよいモデルと考えられた。ミスセンス変異を持ったα鎖を恒常的
に発現する細胞を樹立し、カルシウムセンサーを用いた機能解析を行った。機能（＋）の変異に関してはパッチクラン
プ法で詳細な解析を行い、一方、機能（－）の変異に関しては低温培養によるチャネル機能のレスキューを検討した。
いくつかの変異チャネルはレスキュー可能であることが明らかになったが、この効果は、細胞膜タンパク質の標識と、
変異α鎖の標識とを組合わせて調べた結果、細胞内トラフィッキングの改善によることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the α subunit of cone cyclic nucleotide-gated channel cause rod 
monochromacy. About 90 missense mutations are known in the α subunit, and they are thought to be useful 
for elucidation of structure-function relationships in the subunit. HEK293 cells that constitutively 
express α subunit with a missense mutation were established, and function of the mutant channel was 
assessed by using a Ca2+-sensor. With regard to function (+) channels, their function was studied in 
detail by using the patch-clamp technique. With regard to function (-) channels, it was examined whether 
culture of the cells at low temperature (28℃) could rescue channel function. Some mutant channels showed 
function by the culture. It was found from the analysis using labeling of cell surface proteins and 
mutant channels by biotin and HaloTag ligand, respectively, that such a rescue is a consequence of 
improvement of intracellular trafficking.
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１． 研究開始当初の背景 
杆体一色覚は、錐体が全く機能していない

病態であり、低視力、眼振、羞明などを来す。
その責任遺伝子として、現在のところ、CNGA3
（錐体サイクリックヌクレオチド依存性カ
チオンチャネル（CNG チャネル）のα鎖の遺
伝子）、CNGB3（同チャネルのβ鎖の遺伝子）、
GNAT2（錐体トランスデューシンα鎖の遺伝
子）、PDE6C（錐体ホスホジエステラーゼα’
鎖の遺伝子）、PDE6H（同γ鎖の遺伝子）、お
よび ATF6（小胞体ストレスに関与する遺伝
子）の 6種が知られている。杆体一色覚の原
因として、遺伝子異常がいくつか見つかって
いるが、遺伝子異常と機能異常との関連は明
らかにされていない点が多い。 
 
２．研究の目的 
CNG チャネルのα鎖は単独でチャネルを構

成できるので機能解析が容易であり、また、
そのミスセンス変異は 90 近く報告されてい
る。これらを用いて CNG チャネルα鎖の構造
－機能相関を探るのが本研究の目的である。
ミスセンス変異の中には、細胞膜まで運ばれ
ない、いわゆる細胞内トラフィッキングの障
害を示すものが存在する。細胞内トラフィッ
キングの障害を克服する方法を探るのも本
研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
①ミスセンス変異を持ったα鎖を恒常的に
発現する細胞の樹立 
 エピゾーム型発現ベクター（pEBMultiNeo）
にCNGA3のcDNA（ミスセンス変異（－）と（＋））
をクローニングし、HEK293 細胞にトランスフ
ェクトして、G418 を用いて CNG チャネルα鎖
を恒常的に発現する細胞を選択・単離した。 
②カルシウムセンサー（Fluo 4）を用いた機
能解析 
 前項で樹立した細胞に、Fluo 4-AM を負荷
し、1時間後 8-Br-cGMP（300 M ） 
を添加した。cGMP によって活性化されるチャ
ネルが機能しておれば、細胞内に流入した Ca
イオンが Fluo 4 と結合して蛍光が検出され
るはずであり、チャネル機能がない、あるい
はチャネルの細胞膜での発現がない場合に
は蛍光は検出されない。 
 蛍光が検出されなかった変異チャネルは、
培養温度を 28℃に下げ、蛍光が検出されるか
どうかを検討した。 
③パッチクランプ法を用いた機能解析 
 チャネル機能が検出された細胞を用いて、
cGMP に対する感受性をパッチクランプ法を
用いて検討した。 
④チャネル機能レスキュー法の検討 
 前々項で低温培養でのチャネル機能レス
キュー法を検討したが、これ以外の方法がな
いか調べた。野生型錐体 CNG チャネルβ鎖の
共発現、4-フェニル酪酸やトリメチルアミン
N オキシド、L－cis－ジルチアゼムの添加な
どを検討した 

➄HaloTag ベクターと細胞膜タンパク質のビ
オチン化を用いた解析 
 HaloTag ベクター（pFC14A CMV Flexi 
vector）にCNGA3のcDNA（ミスセンス変異（－）
と（＋））をクローニングし、HEK293 細胞に
トランスフェクトし、翌日 HaloTag リガンド
（TMR）を添加して培養を続け、その翌日に
細胞膜タンパク質をビオチン化した後、細胞
を溶解し、アビジンカラムに結合したタンパ
ク質を溶出後 SDS-PAGE で分離し、チャネル
タンパク質を、結合した TMR の蛍光で検出し
た。 
⑥新規に報告されたミスセンス変異のパッ
チクランプ法による解析 
 本研究の遂行中に新しく 15 種の CNGA3 の
ミスセンス変異が報告されたが、機能的に全
く解析されていなかったので、変異が入った
cDNA を GFP ベクターにクローニングし、
HEK293 細胞にトランスフェクトしてパッチ
クランプ法で解析した。 
⑦日本人杆体一色覚における責任遺伝子の
解析 
 日本人の杆体一色覚で報告されたミスセ
ンス変異は、これまでのところCNGA3のL633P
と CNGB3 の D633G だけである。今回、新たな
日本人の杆体一色覚患者について、ATF6 以外
の 5種の責任遺伝子を調べた。 
 
４．研究成果 
①ミスセンス変異を持ったα鎖を恒常的に
発現する細胞の樹立 
この時点で報告されていたミスセンス変

異 68 種のすべてを作成できた。 
②カルシウムセンサー（Fluo 4）を用いた機
能解析 
蛍光が検出されたチャネルは 19 種であっ

た。蛍光が検出されなかった変異チャネルは、
培養温度を 28℃に下げ、蛍光が検出されるか
どうかを検討した。結果をまとめると次のよ
うになった。 
 蛍光（＋）（＝チャネル機能（＋））：19 種 
P95L、E228K、T245M、V266M、T369S、M406T、
R427C、A469T、N471S、D485V、V529M、V540I、
G557R、R563C、T565M、E590K、E593K、A619V、
L633P 
 蛍光（－）28℃培養で蛍光（＋）：7種 
F249S、R283Q、T291R、S401P、R439W、F547L、
R563H 
③パッチクランプ法を用いた機能解析 

感受性が低下していたもの（30M 以上）： 
T291R、T369S、G557R、T565M 

感受性が亢進していたもの（3M 以下）： 
D485V、E590K、E593K 

 感受性が低下していたものでは、in vivo
の錐体において、cGMP 濃度が上昇してもチャ
ネルが開いていない可能性があり、感受性が
亢進していたものでは、cGMP 濃度が低下して
もチャネルが閉じない可能性があり、いずれ
の場合も、充分な錐体機能が発揮できないも 
のと考えられた。T291R は、細胞内トラフィ



ッキングの障害に加えてチャネル機能の障
害もあることが示唆された。 
④チャネル機能レスキュー法の検討 
 R563H が野生型錐体 CNG チャネルβ鎖の共
発現で機能レスキューされた以外は無効で
あった。 
➄HaloTag ベクターと細胞膜タンパク質のビ
オチン化を用いた解析 
野生型のみならず、どの変異体においても、

28℃の培養では、37℃の培養と比較して細胞
膜画分へ移行するチャネルタンパク質の量
が増えていた。従って、28℃の培養でもチャ
ネル機能が検出できない場合は、チャネル機
能が損なわれている、すなわち、機能喪失型
の変異であるといえる。しかし、細胞内トラ
フィッキングの障害がこれに加わっている
かどうかについては不明なままである。 
⑥新規に報告されたミスセンス変異のパッ
チクランプ法による解析 
解析の結果、 

チャネル機能（＋）： T247M、R436Q 
28℃での培養でチャネル機能（＋）： R223Q、
T224I、S334F 
であった。 
残る 10種は機能喪失型変異と考えられた。 

⑦日本人杆体一色覚における責任遺伝子の
解析 
CNGA3 の M424V の変異とコドン 333 におけ

る 2塩基欠失（GAC における GA の欠失）の複
合ヘテロ接合体であることが判明した。いず
れの変異とも新規なものであった。他の 4種
の責任遺伝子には変異は見られなかった。 
 M424V のミスセンス変異はパッチクランプ
法を用いて機能解析した。37℃では殆どチャ
ネル機能が検出されなかったが、28℃での培
養ではわずかに機能が検出された。cGMP に対
する感受性を検討したところ、15.6 M であ
り、野生型（11.0 M）とあまり違わなかっ
た。従って、M424V を持つα鎖は、ほぼ正常
な機能を持つが、殆ど細胞膜に発現されない
ことが分かった。M424V は細胞内トラフィッ
キングの障害を引き起こす変異と考えられ
た。 
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