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研究成果の概要（和文）：本研究では、軟体動物アメフラシのFMRFamide作動性Na+チャネル（AkFaNaC）の細胞
外ドメイン内空間の底部に存在する陰性リング構造がチャネル機能におよぼす影響を解析した。その結果、
552、556位のアスパラギン酸にCa2+が配位することでチャネル機能が制御されており、これまでの実験結果の多
くはCa2+結合状態を加えたアロステリックモデルにより説明出来ることが明らかになった。また、FaNaCの細胞
外ドメイン構造に存在する7ヶ所のSS結合の機能的意味合いを検証する研究、並びにラットの酸感受性チャネル
におけるAkFaNaCの552, 556位に相当する部位の機能解析実験に着手した。

研究成果の概要（英文）：To understand the function of negative-ring structures by D552 and D556 of 
the Aplysia FMRFamide-gated Na+ channel (AkFaNaC), the mutant channels (D552N, D556N, D552ND556N) 
were made and examined in Xenopus oocytes. We found that the Ca2+ coordination to D552 and D556 
inhibits the activation of FaNaC. We constructed an allosteric model in which the channels are in 
either Ca2+-unbound or Ca2+-bound states. The model explains many aspects of the activation of 
AkFaNaC. To extend the research, we examined seven SS bonds in the external domain of FaNaC which 
must be important for maintaining the inner space of the external domain of FaNaC. We also started 
to analyze the functional impact of the negative-rings of the rat acid-sensing ion channel which are
 structurally similar to the negative-rings of FaNaC.

研究分野： 神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
リガンド作動性チャネルは、神経系におけ

る細胞間情報伝達を担う重要な機能素子で
あり、古典的神経伝達物質であるアセチルコ
リンや GABA をリガンドとするリガンド作
動性チャネルのゲート機構や構造機能相関
は非常によく研究されている。一方、比較的
最近発見されたペプチドをリガンドとする
ペプチド作動性 Na+チャネルや H+をリガン
ドとする酸感受性チャネルは、チャネル構造
の特徴から上皮性Na+チャネル族に分類され
る別種のリガンド作動性チャネルであり、そ
のゲート機構や構造機能相関には不明な点
が多い。特に、ペプチド作動性チャネルは、
現在のところ軟体動物と刺胞動物でのみ報
告されており、神経系におけるペプチド性情
報伝達の進化を考える上でも非常に興味深
いリガンド作動性チャネルである。本研究課
題は、神経系に発現するリガンド作動性チャ
ネルの中で、進化的に特異な位置を占めるペ
プチド作動性チャネルの構造と機能を解明
する研究の一環として企画したものである。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、我々が継続して行っている

ペプチド作動性チャネルの構造と機能の解
明を目指した研究の一環として企画したも
のであり、軟体動物アメフラシの中枢神経系
に発現する FMRFamide 作動性 Na+チャネ
ル（AkFaNaC）をペプチド作動性チャネル
のプロトタイプの一つととらえ、その細胞外
ドメイン内空間に露出するアミノ酸がチャ
ネルのゲート機構やイオン透過性に及ぼす
影響を明らかにすることを目的とする。
AkFaNaC の 3 次元構造は未だ明らかにされ
ていないが、上皮性 Na+チャネル族に属する
酸感受性チャネルはX線結晶構造解析により 
3 次元構造が示されている。我々は、先行研
究において、酸感受性チャネルの結晶構造を
元にしたホモロジーモデリングにより、
AkFaNaC の 3 次元構造モデルを作製してお
り、AkFaNaC の細胞外ドメイン内空間の底
部には、アスパラギン酸残基（D552, D556）
により構築される二重の陰性リング構造が
あることを示唆している。そこで本研究課題
では、特に、この二重の陰性リング構造とチ
ャネル活性化の関係を明らかにすることを
主目的とした。 
また、研究課題の企画時には予定していな

かったが、本研究課題との関連性から、ペプ
チド作動性Na+チャネルと相同性が高い酸感
受性チャネル３に存在する同様な二重の陰
性リング構造の機能を明らかにするための
変異体作製実験と、AkFaNaC の細胞外ドメ
イン構造維持に関わることが予測される 7個
の SS 結合の破壊実験にも着手した。 
 
３．研究の方法 
(1) AkFaNaC において二重の陰性リング
構造を形成すると思われる552位、および556

位のアスパラギン酸を電荷を持たないアス
パラギンに置換した点変異体、および二重変
異体を作製し、アフリカツメガエル卵母細胞
をチャネルの発現系として、AkFaNaC 変異
体チャネルの機能的特性を電気生理学的手
法で解析し、野生型 AkFaNaC と比較した。
電気生理学的手法としては、微小電極法によ
る膜電位固定法を基本とし、必要に応じてよ
り時間分解能がよいカットオープンオオー
サイト法を用いた。 
 
(2) 電気生理学的手法により得られた
AkFaNaC の定常状態活性化の特徴を説明で
きる状態モデルの作製を行い、モデルの妥当
性をコンピューターシミュレーション実験
により検証した。 
 
(3)  AkFaNaC と構造が類似するラットの
酸感受性チャネル３（rASIC3）をクローニ
ングし、AkFaNaC の D552, D556 に相当す
る E435, D439 の点変異体チャネル、および
二重変異体チャネルの作製を行った。これら
のチャネルの機能については、アフリカツメ
ガエル卵母細胞を発現系として、膜電位固定
法による予備的な解析を行った。 
 
(4) 上皮性 Na+チャネル族に属するチャネ
ルでは、細胞外ドメイン部分に高度に保存さ
れた 14個のシステイン残基が存在しており、
これらが７個の SS 結合を作ると考えられて
いる。これらの SS 結合はチャネルの 3 次元
構造の維持に必須であると思われるので、細
胞外ドメイン内空間の維持にも重要である
はずである。そこで、ホモロジーモデリング
から予想される AkFaNaC の 7 個の SS 結合
を個別に破壊する変異体チャネルの作製を
行った。作製したチャネルの機能的発現は、
アフリカツメガエル卵母細胞を発現系とし
て、膜電位固定法を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外ドメイン内空間底部に存在する
二重の陰性リング構造の機能について 
 膜電位固定法により、野生型 AkFaNaC、
D552N 変異体チャネル、D556N 変異体チャ
ネル、D552ND556N 二重変異体チャネルの
定常状態濃度反応関係を解析した結果、以下
のことが明らかになった。通常のイオン環境
下（この場合は、発現系であるアフリカツメ
ガエル卵における生理的なイオン環境をさ
す）においては、濃度反応関係を特定するパ
ラメータである EC50、ヒル定数のどちらも
わずかな違いしか認められなかった。細胞外
の Ca2+濃度を標準である 1.8mM から
10mM に増加させると、多少の違いはあるも
のの、いずれのチャネルもチャネル電流が減
少した。一方、外液の Ca2+を除去しても変
異体チャネルの濃度反応関係には特に変化
が認められなかったが、野生型チャネルでは
最大電流が著しく大きくなった。そこで、外



液の Ca2+濃度感受性を各チャネルにおいて
より詳細に検討したところ、野生型チャネル
のみがｍM 以下での Ca2+感受性を持つこと
が明らかになった。これらの結果を説明可能
な複数の状態モデルを作製し、コンピュータ
ーシミュレーション実験によるモデルの妥
当性の検証を行った結果、10 状態のアロステ
リックモデルにより、野生型チャネルのみで
観察された高 Ca2+感受性、および変異体チ
ャネルでも同様にみられたｍM オーダーの
Ca2+によるチャネル電流の阻害の両方の特
性を概ね再現することが出来た。これらの研
究成果を一遍の論文にまとめ、Pflugers 
Archiv 誌に掲載した。 
 
(2) 酸感受性チャネル３における二重の陰
性リング構造の機能解析 
 ラットの酸感受性チャネル３に存在する
AkFaNaC の D552, D556 に相当するアミノ
酸残基である E435, D439 をアスパラギンに
変えた点変異体、両者をアスパラギンに変え
た二重変異体、さらに E435 をアスパラギン
酸に変えた点変異体チャネルの作製を行い、
それらのチャネルの機能解析実験に着手し
た。まだ予備的段階であるが、酸感受性チャ
ネル３においても、これらの二重陰性リング
構造がチャネルのゲート機構に影響を及ぼ
すことを示唆するデータを得ることが出来
た。 
 
 (3) 細胞外ドメインに存在する 7 個の SS
結合の個別破壊実験 
 AkFaNaC のホモロジーモデルから予想さ
れる SS 結合を形成する 7 対のシステイン残
基において、片方のシステインをアラニンに
置換した変異体を作製し、機能解析実験を行
った。予備的検討の結果、破壊した SS 結合
の位置により、特に目立った機能変化が認め
られないケース、濃度反応関係が変化する傾
向が見られるケース、機能的なチャネル発現
が見られないケースの３つのパターンが得
られた。しかしながら、上記の点変異導入の
場合、SS 結合を作れなかったシステインが
空間的に近い他のシステインと誤った SS 結
合を形成する可能性も考えられるため、現在、
SS 結合を形成することが予想されるシステ
インペアの両方をアラニンに変えた二重変
異体の作製と解析を進めているところであ
る。 
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