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研究成果の概要（和文）：Pannexin 1は脱分極、機械刺激、酵素による切断、P2X7受容体との相互作用によって
活性化し、アポトーシス時の”find-me”シグナルとしてのATP放出に関与することが知られている。Panx1活性
は電位依存性を示すが、詳細な開閉機構については謎である。本研究では、パッチクランプ法を用いて、Panx1
の電気生理学的特性について検討を行った。その結果、Panx1の開閉速度の膜電位依存性は逆転電位を境にして
著しく異なることが示唆された。これらのことより、「charge carrierの移動方向及び単位時間当りの移動量が
チャネル開閉速度の膜電位依存性を制御している」という可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Pannexin 1 (Panx1) is activated in response to membrane depolarization, 
mechanical stress, caspase-mediated cleavage of the C-terminus and interaction with activated P2X7 
receptor. Panx1 contributes to release of ATP, and act as a‘find-me’ signal that recruits 
macropharges to apoptic cells. Although the open probability of Panx1 channel increases by membrane 
depolarization, the detailed single-channel gating kinetics of Panx1 channel is still largely 
unknown. Here, we investigated the electrophysiological characteristics of mouse Panx1 channel by 
using patch-clamp technique. The voltage-dependency of single-channel opening and closing rates are 
dramatically different at hyperpolarized and depolarized potentials in the boundary of the reversal 
potential. These results suggest that the direction of movement and the quantity of movement per 
unit time of charge carrier control the voltage-dependent opening and closing rates of Panx1 
channel.

研究分野： 機械受容チャネル
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１．研究開始当初の背景 
近 年 、 様 々 な 機 械 受 容 （ MS: 

mechanosensitive）チャネルの遺伝子がクロー
ニングされているが、細菌 MS チャネルは結
晶構造が分かっており、ゲーティング機構の
最も詳細な研究が進められている。我々は、
2004 年に大腸菌 MS チャネルの一つである
MscL（MS channel of large conductance）の張
力感知部位を同定した（Yoshimura, Nomura et 
al., Biophys J, 2004）。また、2006 年にはもう
一つの細菌 MS チャネルである MscS（MS 
channel of small conductance）の張力感知部位
を明らかにする（Nomura et al., Biophys J, 2006）
とともに、最近 MS チャネルを取り巻く脂質
環境が MS チャネルの張力感受性に強く影響
することを見出した（Nomura et al., PNAS, 
2012）。このように細菌 MS チャネルにおいて
は、構造機能連関の最終解明に向けた研究が
着々と進められている。 
一方、哺乳動物の MS チャネルにおいても

世界中で盛んに研究が行われているが、細菌
の MS チャネルに比べ大きく遅れをとってい
るのが実情である。イネキシンのホモログで
ある Pannexin1（Panx1）は 2003 年に同定さ
れ、中枢神経系や腎臓、肝臓など多くの器官
で発現している。Panx1 は、陰イオン選択性
イオンチャネルであり 1)、4 回膜貫通型を有
するサブユニットのホモ 6 量体を形成してい
る（図 1A）。アフリカツメガエル卵母細胞発
現系を用いた電気生理学的測定において、
Panx1 は細胞膜の伸展刺激により活性化し
ATP を放出することが報告されている 2) （図
1B）。また、最近の研究では、Panx1 は炎症性
腸疾患とも深く関わっていることが報告さ
れた 3)。また、Panx1 は、細胞膜の脱分極、
カスパーゼによる切断、活性化した P2X7受容
体との相互作用によって活性化し、気道上皮
での粘液クリアランスやアポトーシス時
の”find-me”シグナルとしての ATP 放出に関
与することが知られている 4)。 

図 1 Panx1 チャネルのトポロジーモデル
（A）と機械刺激による Panx 1 チャネルの
活性化と ATP 放出のモデル（B）。 
 

Panx1 チャネルは比較的最近同定されたに
も関わらず非常に重要な生理的、病理的現象
に関わっている可能性が高い。Panx1 の生理
的・病態生理的役割を解明するためには、機
械刺激に対する Panx1 の基本的性質（チャネ
ルの活性化機構やイオン選択性など）の詳細
な解析が必須である。 

２．研究の目的 
本研究の主目的は、Panx1 の機械刺激に対

する活性化機構の解明であるが、具体的には
以下の二つの課題の解決を目的とした。 
（1）Panx1 チャネルの機械刺激に対する応答
を電気生理学的手法（パッチクランプ法およ
びパッチクランプフルオロメトリー法）を用
いて検証を行う。 
（2）Panx1 チャネルの測定を単一イオンチャ
ネル電流レベルで行い、電流-電圧曲線、電位
依存性、単一イオンチャネルコンダクタンス
およびイオン選択性などの電気生理学的特
性の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
これまでに多くの Panx1 チャネルの電気生

理学的特性の解析が報告されているが、発現
系の違いにより解析結果が異なっていたり、
単一イオンチャネルレベルでの解析が殆ど
行われていないなど、基本的性質の詳細が明
らかではない。本研究では、HEK293 細胞に
マウス Panx1 を強制発現させ、パッチクラン
プ法を用いて Panx1 チャネルの機械刺激に対
する応答および機能特性を単一イオンチャ
ネルレベルで解析を行った。 
 
（1）Panx1 チャネルの機械刺激に対する応答
の解析 
先行研究と同様にパッチ膜への伸展刺激

で Panx1 チャネルの活性化が見られた（図
2A）。この結果から Panx1 は確かに機械刺激
に対し応答し、チャネルが活性化することを
確認できた。しかし、先行研究では機械刺激
に対する Panx1 チャネルの基本的性質の詳細
は報告されていない。本実験では、パッチ膜
への伸展刺激に対する Panx1 チャネルの活性
化機構を調べた。 

図 2 Panx1 チャネルの単一イオンチャネル
電流。パッチ電極に陰圧を与えると（下）、
チャネルの活性が見られる（上：矢印）（A）。
陰圧をリリースしても、暫くの間チャネルの
開閉が続くヒステリシス現象が見られる（点
線）。機械刺激がなくても膜電位の変化でチ
ャネルが開く（B）。 
 
（2）Panx1 チャネルの機能特性 
上述のように、Panx1 チャネルの電気生理

学的特性（単一イオンチャネルコンダクタン
スの値、サブコンダクタンスの有無）は、発
現させる細胞の違いにより異なる。本実験で
は、Panx1 チャネルの単一イオンチャネル電
流の記録を行い、電流-電圧曲線を作成し、電



位依存性、単一イオンチャネルコンダクタン
ス、サブコンダクタンスやイオン選択性など
の電気生理学的特性の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）Panx1 チャネルの機械刺激に対する活性
化機構 

HEK293 細胞にマウス Panx1 チャネルを発
現させ、セルアタッチモードからガラス電極
に陰圧を加え、パッチ膜を伸展すると Panx1
チャネルの活性が見られた（図 2A）。しかし、
Panx1 チャネルは膜貫通領域に電荷を持った
アミノ酸残基が存在しないにも関わらず膜
電位の変化に対してもチャネルの活性を示
すため（図 2B）、Panx1 チャネルの活性が機
械刺激によるものなのか、または膜電位の変
化によるものなのか明確に判別できない。そ
こで、本研究ではこれまでの研究で詳細な検
討がなされていない膜電位変化による Panx1
チャネルの単一イオンチャネル電流レベル
でのゲーティングキネティクスの解析に焦
点を当てることにし、パッチクランプ法のみ
を用いて Panx1 チャネルの電気生理学的特性
を明らかにすることを目的とした。 
 
（2）Panx1 チャネルの単一イオンチャネルゲ
ーティングキネティクスの解析 
①Panx1 の単一イオンチャネルコンダクタン
ス 
セルアタッチモードで記録した Cl-コンダ

クタンスは内向き電流では 17.8 ± 1.8 pS、外
向き電流では 78.4 ± 3.8 pS という外向き整流
性を示した（図 3）。また、F-、NO3

-、Br-、SCN-

および Gluconate-のそれぞれのコンダクタン
スは内向き電流において 21.7 ± 2.3 pS、17.7 ± 
2.9 pS、19.9 ± 2.6 pS、22.6 ± 2.8 pS および 19.8 
± 3.9 pS の値をそれぞれ示した。Cl-と他の
種々の陰イオンとの間に有意な差は見られ
なかった。 

 
図 3 種々の陰イオン（Cl-、F-、NO3

-、Br -、
SCN-および Gluconate-）に対する Panx1 チャ
ネルの電流-電圧曲線。説明は本文参照。 
 

 
一方、外向き電流においては、44.8 ± 4.9 pS、
80.8 ± 2.7 pS、81.4 ± 1.5 pS、70.3 ± 3.9 pS およ
び 13.7 ± 2.1 pS の値をそれぞれ示した。F-と
Gluconate-のコンダクタンスは Cl-より有意な
低下を示した。これらの結果は、内向き電流
のコンダクタンスは細胞内の Cl-の影響によ
るものと考えられ、一方、外向き電流のコン
ダクタンスはピペット溶液に存在する Cl-、
F-、NO3

-、Br-、SCN-および Gluconate-の影響
によるものと考えられる。 
 
②Panx1 チャネルの単一イオンチャネルゲ
ーティングキネティクス 

Opening rate は過分極時（‒Vp = ‒80 to ‒
40 mV）および脱分極時（‒Vp = +40 to +120 
mV）において増加した（図 4A, B）。Opening 
rate における過分極時および脱分極時の傾
きは過分極時の方が脱分極時よりも大きい
傾向を示した。 

 
図 4 Panx1 チャネルの単一イオンチャネル
電流の解析（Opening rate）。説明は本文参照。 
 



一方、Closing rate は脱分極時において減
少の傾向を示したが、過分極時では変化が見
られなかった（図 5A, B）。これらの結果より、
Panx1 チャネルの単一イオンチャネルゲー
ティングキネティクスは逆転電位を境にし
て変化し、チャネルを通るイオンの流れる方
向に依存していることを示唆している。 
 

 
図 5 Panx1 チャネルの単一イオンチャネル
電流の解析（Closing rate）。説明は本文参照。 
 

Panx1 チャネルは膜貫通領域に電荷を持
ったアミノ酸残基が存在しないにも関わら
ず、単一イオンチャネル開閉速度が膜電位依
存性を示した。我々の仮説としては、Panx1
チャネルのゲート付近には負の電荷を持っ
たアミノ酸残基が存在し、ゲートは細胞質側
に開くものと推測している。過分極時には陰
イオンの移動（流出）が Panx1 チャネルのゲ
ートが閉まる方向と同じであるため、チャネ
ルのゲートは閉じやすいものと考えられる
（図 6A）。一方、脱分極時には陰イオンの移
動（流入）が Panx1 チャネルのゲートが開く
方向と同じであり、イオンが流入することで
ゲートを開いた状態に保つことができるも
のと考えられる（図 6B）。このようなことか
ら、Panx1 チャネルの開時間の長さは陰イオ
ンの流入の大きさに依存している可能性が
示唆される。一方、閉時間は”gating charge”
と膜電位との相互作用によって調節されて
いるものと予想される。 

 
図 6 過分極時（A）および脱分極時（B）に
おける Panx1 チャネルのゲーティングモデ
ル。説明は本文参照。 
 
本研究では、Panx1 チャネルの機械刺激に

よる活性化機構を明らかにすることはでき
なかったが、膜電位の変化に対する単一イオ
ンチャネル電流レベルでのゲーティングキ
ネティクスの解析により以下のことが明ら
かになった。 
単一イオンチャネル開閉速度の膜電位依

存性は、逆転電位を境にして過分極側および
脱分極側で著しく異なることが示唆された。
これらのことより、「charge carrier の移動方
向および単位時間あたりの移動量が単一イ
オンチャネル開閉速度の膜電位依存性を制
御している」という可能性を見出した。 
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