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研究成果の概要（和文）： 遺伝子発現制御の破綻が神経疾患発病の一因であると考えられおり、活動電位と遺伝子発
現との関係についての詳しいメカニズム解明は、脳の発達や可塑性の理解を深める点で重要な課題である。最近、電位
依存性Ca2+チャネルのβ4サブユニットが活動電位に伴い核に移行し、遺伝子発現を抑制する新しい経路が同定された
。本研究では、この機構を解明することにより、電位依存性Ca2+チャネルによる遺伝子発現制御について新たな知見を
得ることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Recently, our laboratory showed a new signaling pathway that the voltage gated 
calcium channels (VGCC) β4 subunit accumulates in the nucleus and acquires a gene regulatory function 
under membrane depolarization (Tadmouri et al EMBO J., 2012). These findings demonstrate that an intact 
VGCC subunit acts as a repressor recruiting platform to control neuronal gene expression. The aim of this 
project is to resolve the mechanism of a new and important signaling pathway that links the VGCC 
activation to gene transcription.
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１．研究開始当初の背景 
 脳の機能や筋肉の収縮など多くの生体現
象は、膜電位が信号として使われている。こ
の膜電位変化を介した細胞内への信号伝達
は、イオンチャネル等の膜タンパク質の働き
に支えられている。応募者が所属する研究室
では長年、電位依存性 Ca2+チャネル
（voltage-gated Ca2+ channel: VGCC）の研
究を行ってきた。VGCCは、生体膜電位の変
化に応じてイオン透過孔の開閉を調節し、選
択的にCa2+を透過させる。VGCCは、α1、α2/δ、
βおよびγサブユニットから構成されている。
α1サブユニットには 10 種類のアイソフォー
ムが存在する。その中で P/Q 型 Ca2+チャネ
ル α1Aサブユニット（CaV2.1）は、脳や脊髄
や神経筋接合部に発現し、神経伝達に関わっ
ている。また、細胞質側からの α1サブユニッ
トに会合する β サブユニットは VGCC の活
性に必要不可欠なサブユニットであり、α1サ
ブユニットの小胞体からの形質膜への輸送
に重要である。 
 最近、応募者が所属する研究室では、β4サ
ブユニットが活動電位と遺伝子発現を共役
する以下のような新しいシグナル経路を見
出した（図１）(Tadmouri et al. (2012) EMBO 

J. 31:3730-3744)。 
 
1) 活動電位により β4サブユニットが α1Aサ
ブユニットから解離した後、 protein 
phosphatase 2A (PP2A)と細胞質で結合する。
2) β4/PP2A 複合体が核に移行する。3) 核内
で β4/PP2A 複合体が転写因子甲状腺ホルモ
ン受容体（TRα）とヘテロクロマチンタンパ
ク質１（HP1γ）と結合することによりチロ
シン水酸化酵素（TH）の遺伝子発現を抑制
する。4) さらに PP2AがヒストンH3を脱リ
ン酸化することによりヘテロクロマチン構
造が形成されることにより、TH 遺伝子の発
現が抑制される。VGCCによる遺伝子発現制
御は、Ca2+によるシグナル伝達の他にも、α1A

サブユニットの C 末端領域や β4サブユニッ
トのスプライスバリアント β4Cなどによる制
御も報告されている。しかし、β4サブユニッ
トを介した活動電位による遺伝子発現制御
は、VGCC 活性に必要不可欠な β4サブユニ
ットがその役割を変え、新しい遺伝子発現調
整因子になるという点でまったく新しい機
構である。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子発現制御の破綻が神経疾患発病の
一因であると考えられおり、活動電位と遺伝
子発現との関係についての詳しいメカニズ
ム解明は、脳の発達や可塑性の理解を深める
点で重要な課題である。最近、電位依存性
Ca2+チャネルの β4 サブユニットが活動電位
に伴い核に移行し、遺伝子発現を抑制する新
しい経路が同定された。しかし、活動電位に
伴う α1サブユニットからの β4サブユニット
の解離について、詳細な機構はまだ分かって
いない。本研究では、この機構を解明するこ
とにより、電位依存性 Ca2+チャネルによる遺
伝子発現制御について新たな知見を得るこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の２つの課題について明
らかにすることにより、β4サブユニットによ
る遺伝子制御の詳細な機構の解明に繋げる。 
 
課題１）膜電位変化によるα1Aサブユニット
からのβ4サブユニット解離現象の可視化 
 
活動電位による α1Aからの β4の解離につい
て、イメージングにより直接確認する。TIRF
観察は、エバネッセント光を励起光とするこ
とにより、カバーガラスから数 100 nm とご
く近傍の蛍光分子のみを光らせる方法であ
る。これにより、α1Aサブユニット近傍のみ
の現象を観察することが可能になる。HEK293
細胞に β4サブユニットのみを発現させると、
β4は核に局在するが、α1Aと α2/δ サブユ
ニットと共発現させると核への局在は見れ
なくなる。これは、β4が膜タンパク質である
α1Aに結合するためであると考えられる。そ
こで本実験では、ラットの β4に蛍光タンパ
ク質 EGFP を融合させた β4-EGFP と α1Aと
α2/δ サブユニットを HEK293 細胞に共発現
させ、脱分極刺激による蛍光変化を TIRFM で
観察する。脱分極刺激は、140 mM KCl を含む
溶液で行う。もし、脱分極刺激により β4が
α1Aより解離するなら、蛍光強度の減少が見
られるはずである。β4-EGFP や α1A、α2/δ
サブユニットはすでにクローニング済みで
あり、すぐに使える状態である。上述の実験
では、脱分極刺激に高濃度の KCl を用いた。
しかし、この方法だと膜電位の詳細な制御は
出来ないため、より詳細な膜電位の制御には
パッチクランプ法を用いるべきである。しか
し、当研究室にはパッチクランプ法と TIRF

図１：βサブユニットによる遺伝子発現制御

Tadmouri et al. (2012) EMBO J. 31:3730-3744より転載



観察が同時に出来る装置がないため、別の方
法が必要である。そこで本実験では、パッチ
クランプ法とFRET法を同時に行い、β4のα1A
からの解離を観察する。本実験では、この
FRET 観察にパッチクランプ法を組み合わせ
る。もし FRET が観察出来ない場合は、CFP を
β4サブユニットの結合部位である I-II リン
カーの位置に導入するなど FRET に最適な位
置を探索する。 
 
課題２）β4サブユニット解離機構の解明 
 
β4 の解離機構について、α1A から流入した
Ca2+の影響や α1Aの構造変化などが考えられ
る。主にこの２点について、α1Aの機能を阻
害する変異体や阻害剤を用いて検証する。α1
サブユニットは、6回膜貫通領域（S1-S6）の
構造単位が 4 回繰り返す構造を有している
（図２）。各構造単位の S5 と S6 領域が Ca2+

を選択的に透過させるポア領域を、S1-S4 領
域は電位センサー領域を形成する。膜電位変
化を電位センサー領域が感知するとそのシ
グナルがポア領域に伝達され、イオンの透過
が制御されると考えられている。特に S4 の
アルギニン残基は、膜電位感知に重要である。
β4サブユニットが結合する α1Aサブユニッ
トの I-II リンカーは、前半領域は α-helix
構造をとることから、ポア領域のS6からI-II
リンカーの前半までは一続きの α-helix と
して連動していると考えられている。したが
って、脱分極によるα1Aサブユニットの構造
変化が I-II リンカーを介して、β4サブユニ

ットに伝わり、解離する可能性がある。 
 
この点を検証するため、本実験では、S4のア
ルギニン残基に変異を入れて、センサーの動
きを止めるミュータントを作製し、課題１）
で確立した方法により β4の α1Aからの解離
を観察する。このミュータントの他にも、
I-II リンカーの前半領域の α-helix 構造に
数個グリシン残基を挿入し S6 との連動を阻
害したミュータントについても、解析を行う。
また、変異体に加えて、P/Q 型 Ca2+チャネル
を阻害するω-agatoxin IVA も使用する。こ
の阻害剤は、電位センサーに結合することで、
チャネルを阻害することが報告されている。
課題 1)で観察方法が確立出来なかった場合
は、β4サブユニットと PP2A のサブユニット
間の相互作用を共免疫沈降法に評価する。高
KCl 濃度の場合、この２つの相互作用が強く

なることが報告されている。もし S4 ミュー
タントで相互作用が強くならなければ、β4
の解離にα1Aサブユニットの構造変化が関連
していると示唆される。 
 
４．研究成果 
 平成 26 年度は、膜電位変化によるα1A サ
ブユニットからのβ4 サブユニット解離現象
の可視化を目指した。まず、全反射蛍光顕微
鏡（TIRFM）によるβ4サブユニットの観察を
行った。ラットβ4に蛍光タンパク質 EGFP を
融合させたβ4-EGFP とα1A とα2/δサブユ
ニットを HEK293 細胞に共発現させ、140 mM
の KClを含む溶液による脱分極刺激を与えた
時の蛍光変化を TIRFM で観察した。脱分極刺
激によりβ4がα1A より解離するなら、蛍光
強度の減少が見られるはずであったが、蛍光
強度の変化は観察することが出来なかった。
これは、KCl では脱分極刺激としては不十分
であったためと考えられる。次に、パッチク
ランプ法と蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）
法による観察法の確立を目指した。まずα1A
サブユニットの C 末端領域に CFP を、β4 サ
ブユニットに YFP を付けることにより、FRET
観察を試みたが、この組合せでは FRET が観
察出来なかった。現在 CFP をβ4 サブユニッ
トの結合部位である I-II リンカーの位置に
導入するなど FRET に最適な位置を探索して
いる。 
 
 平成 27 年度では、β4 に蛍光タンパク質
EGFP を融合させたβ4-EGFP とα1A とα2/δ
サブユニットを HEK293 細胞に共発現させ、
脱分極刺激による蛍光変化を全反射蛍光顕
微鏡で観察した。すると、脱分極刺激による
蛍光の減少が見られたことから、脱分極刺激
によるα1Aサブユニットからのβ4サブユニ
ット解離を観察することに成功した。また、
この現象は細胞外の Ca2+がない条件では観
察することが出来ないことから、β4 サブユ
ニット解離にはα1A サブユニットからの
Ca2+流入が必要であることも確認すること
が出来た。 
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