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研究成果の概要（和文）：生物における温度感知は、環境温度の変化に適切に対応する上で不可欠な生理機能である。
本研究では、ヒトの温度感知に関わるTRPイオンチャネルについて、その温度感知機構を原子レベルで理解することを
目的とし、TRPチャネルの立体構造決定に向けた試料調製手法の確立と、結晶化を促進する抗体の作成に取り組んだ。
その結果、9種のヒト由来温度感知型TRPチャネルをメタノール資化性酵母Pichia pastorisで大量発現させることに成
功し、GFP-nanobodyを固定化した担体を用いることで、迅速に高純度試料を精製する手法を確立した。さらに、TRPV4
については立体構造認識抗体を複数種得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Thermosensation is an essential physiological process for the proper adaptation 
to the changes in environmental temperature. In this study, to gain insight into the molecular mechanisms 
of thermosensation operated by TRP ion channels, we challenged to determine the atomic structures of 
human TRP channels.
 We successfully overexpressed 9 thermosensitive TRP channels　by employing methylotrophic yeast Pichia 
pastoris as a host strain and purified 5 channels by utilizing affinity column that is immobilized 
GFP-nanobody. In addition, we obtained several monoclonal antibodies that recognize conformational 
epitopes of TRPV4.
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１．研究開始当初の背景 
 われわれ人類の体温はおよそ 37℃で一定で
ある。この体温がほんの数℃変化するだけで
も、体内で起こるさまざまな化学反応の平衡
を変化させるため、大きな体調変化を引き起
こしてしまう。したがって、体温を変化させ
るような外気温の感知と、それに応じた行動
あるいは体温を一定に保つための自律的な
生理現象を作動させることは、生命の恒常性
を維持する上で極めて重要な意味を持つ。 
 ほ乳類における温度感知の分子実体は長
らく謎であったが、1997 年に D. Julius らに
より、辛み成分であるカプサイシンの受容体
と し て 機 能 す る Transient Receptor 
Potential Vanilloid family 1 (TRPV1)イオン
チャネルが、43℃以上の温度で活性化される
温度受容体であることが明らかにされた
（M.J. Caterina et al. Nature 1997）。
TRPV1 は主に感覚神経終末に特異的に発現
する６回膜貫通型の非選択的陽イオンチャ
ネルであり、活性化による細胞外カルシウム
の細胞内への流入が引き金となり神経興奮
を惹起する。D.Julius らの報告以降、冷温受
容体である TRPA1（Ankyrin family 1）を含
む 8 種類の TRP チャネルファミリーに属す
るタンパク質が温度感受性を示すことが
次々と明らかになった。合計 9 種類の温度感
受性 TRP チャネルは、17℃以下の低温から
52℃以上の高温まで、ほ乳類が生きていく上
で感じ取るべき幅広い範囲の温度を感じ取
ることが可能である。 
 これまでに、温度感受性 TRP チャネルに
よる温度感知の分子メカニズムに関する研
究は、変異体解析や 1 次配列レベルでの研究
が主であった。近年、出芽酵母発現系によっ
て調製した TRPV1（V.Y. Moiseenkova-Bell 
et al. PNAS 2008）や TRPA1（T.L. Cvetkov 
et al. J. Biol. Chem. 2011）の電子顕微鏡に
よる単粒子解析や、TRPV1 のアンキリンリ
ピートドメインの X 線結晶構造（P.V. Lishko 
et al. Neuron 2007）が報告されたが、低分
解能であることや部分構造であることなど、
現状では極めて限定的な立体構造情報が得
られているにすぎない。そのため、TRP チャ
ネルによる温度感知メカニズムや活性化に
伴うイオンチャネル開孔の動的構造変化な
ど、ヒトによる温度感知機構の原子レベルで
の理解にはほど遠いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者はこれまでに、抗体を用いた結
晶化手法を高度化し、高品質の結晶化が極め
て困難であった膜蛋白質の高分解能結晶構
造解析に成功した。本技術の優れた点は、モ
ノクローナル抗体 Fab フラグメントを膜タ
ンパク質に結合させることにより、親水性領
域の拡張と同時に、膜タンパク質の構造揺ら
ぎを固定化可能なことである。TRP チャネル
は大きな細胞内ドメインを持つ膜タンパク
質であるが、細胞外領域は極めて小さいこと、

結晶化時の温度域においてイオンチャネル
の開閉が起こりうるために構造揺らぎが大
きく、そのため結晶化困難であることが予想
されるが、これらの問題点は本技術を用いる
ことによって克服可能であると考えられる。
そこで、本研究課題では、抗体を用いた膜タ
ンパク質結晶化技術を温度感受性 TRP チャ
ネル群に適用し、その結晶構造を高分解能で
解明することにより、ヒトにおける温度感知
機構の原子レベルでの理解に資する立体構
造基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ９種のヒト由来温度応答型TRPチャネルに
ついて、出芽酵母を用いて最適な発現条件の
検討を行う。可溶化に適した界面活性剤を決
定したのち、Ni 担体とゲルろ過クロマトグラ
フィーにより高純度に精製する手順を確立
する。精製した TRP チャネルを抗原としてモ
ノクローナル抗体を作成し、この中から結晶
化に適した立体構造認識能を持つ抗体をス
クリーニングする。この抗体の Fab フラグメ
ントとTRPチャネルの複合体について結晶化
を試み、X 線結晶構造解析によりその立体構
造の解明を目指す。 
 
４．研究成果 
（１）酵母を用いたヒト由来 TRP チャネルの
大量発現系構築 
 ヒト由来 TRP チャネルのうち、温度に応答
して活性化することが明らかとなっている
９種類について、出芽酵母を発現系とし発現
条件の検討を行った。検出を容易にするため、
EGFP を融合させて発現させたところ、C末端
への EGFP 融合では多くの TRP チャネルで微
量の発現レベルであったが、EGFP の融合位置
を N 末端側に変更することで、すべての TRP
チャネルについて、0.5mg/1L 培養以上の発現
量が得られることが分かった。これらの EGFP
融合型 TRPチャネル遺伝子をメタノール資化
性酵母 Pichia pastoris に導入することによ
り、さらに高い発現量を得られるようになっ
た。 
 発現させたTRPチャネルの可溶化条件検討
では、これまでに膜タンパク質の結晶化に用
いられた様々な界面活性剤について、可溶化
効率、可溶化後の会合状態について評価を行
った結果、多くの TRP チャネルにおいて、一
般に用いられる界面活性剤ドデシルマルト
シド（DDM）ではほとんど可溶化できず、両
イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て 機 能 す る
Fos-Choline 14を用いることで効率よく可溶
化できることが分かった。一方、TRPV2 と
TRPV3 では DDM で可溶化できることが分かっ
た。界面活性剤で可溶化したのち、ゲルろ過
で会合状態の分析を行った結果、いずれの場
合も4量体の分子量に一致する位置に溶出し
た。TRP チャネルは 4 量体構造を形成し、イ
オンチャネルとして機能することから、機能
する状態で可溶化できていることが示唆さ



れた。 
  
（２）Nanobody を用いた高純度精製手法の確
立 
 酵母で発現させたTRPチャネルの精製では、
EGFP に融合した His-tag を利用し、固定化金
属アフィニティクロマトグラーにより精製
を行っていたが、最終精製試料に夾雑タンパ
ク質が多く混入する問題が多発した。そこで、
より特異性と親和性に優れた抗体を用いた
アフィニティ精製手法の検討を行った。TRP
チャネルの発現では常に EGFP 融合体として
発現させていたことから、EGFP に特異的に結
合する単一ドメイン抗体 nanobody を固定化
した担体を自作し、TRP チャネルの精製を試
みた。その結果、His-tag を用いた精製と比
較し格段に純度の高い試料を短時間で得る
ことに成功した。この精製手法を用いること
で、複数種の TRP チャネルを純度よく精製で
きるようになった。 
 
（３）立体構造認識抗体の取得 
 大量に発現可能であり純度よく精製する
ことができたヒト由来TRPV4について、Lipid 
A を含むリポソームに再構成したのちマウス
への免疫を行い、立体構造認識抗体のスクリ
ーニング行った。その結果、高い親和性を示
す立体構造認識抗体を複数クローン取得す
ることに成功した。 
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