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研究成果の概要（和文）：ATP受容体のP2Xは、痛みの受容と伝達、血管の拡張、炎症反応など様々な生理機能に
関係している。これら生理機能はP2Xから流入する陽イオンによる膜の興奮やCa2+による細胞内応答により発揮
される。本研究では、P2Xの新しいブロッカーやアクティベーターを用いて、イオンの透過性を決める分子基
盤、生理作用に迫った。

研究成果の概要（英文）：Purinergic ATP receptor channels (P2X) are responsible for maintaining 
various physiological functions such as pain sensation and transmission, dilation of blood vessels 
and inflammatory reaction.  These physiological functions are exhibited by membrane excitation and 
Ca2+ dependent cellular reactions through P2X.  In this study we explored the molecular basis of ion
 selectivity and its physiological roles using blockers and activators of P2X.  

研究分野：生理学

キーワード： ion channel

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ATP受容体のP2Xは、痛みの受容と伝達、血管の拡張、炎症反応など様々な生理機能に関係している。これら生理
機能はP2Xから流入する陽イオンによる膜の興奮やCa2+による細胞内応答により発揮される。本研究により、P2X
のイオンの透過性の分子基盤とその生理機能が明らかになったことにより、将来的には、新しいタイプの鎮痛薬
や抗高血圧薬への開発が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ATP 受容体の P2X は、痛みの受容と伝達、血管の拡張、炎症反応など様々な生理機能に関
係している。これら生理機能は P2Xから流入する陽イオンによる膜の興奮や Ca2+による細胞
内応答により発揮される。興味深いことに P2Xでは、本来硬い分子構造基盤の上に成り立つと
されるイオン透過に特徴があり、時間経過とともに透過するイオンのサイズが変化するという
「ポアの柔軟性」を呈する。しかしながらその生理機能や分子メカニズムは解明されていない。 

ATP などのプリン体が細胞間の情報伝達物質として広く生体機能調節に関わることはよく
知られている。イオンチャネル型 ATP受容体の P2Xは、神経伝達、筋収縮、痛みの受容と伝
達、血管の拡張、味覚、炎症反応など様々な生理機能に関係している。これら生理機能は P2X
を陽イオンが透過することによる細胞膜の電気的興奮と Ca2+流入による細胞内応答により発
揮される。P2X受容体機能の最も興味深い点は、時間経過と共にイオン透過性が変化していく
点にある。ATP結合後すぐは Na+や K+など
の小さい陽イオンしか通さないのに対して、
数秒後には有機陽イオンなどのかなり大き
な物質まで透過することが申請者らにより
報告されている (Fujiwara & Kubo, J. 
Physiol., 2004,2006)。しかしながら、その生
理的意義や分子メカニズムは全く明らかに
なっていない。それは、各フェーズに対応し
た選択的阻害薬が見つかっていないため、大
小二つのポアの機能を分離して検討するこ
とが出来ないためである。申請者はこれまで
の P2X研究を通じて、蜘蛛の分泌毒が選択的
に電流の第二相（大ポア）を阻害することを
明らかにした。また、虫駆除薬のイベルメク
チンは、虫の Cl－チャネルを活性化させ死に
至らしめる本来の機能に加え、ほ乳類の P2X
受容体を著しく活性化させる。その機構はイ
ベルメクチンが小ポアから大ポアへの移行
を促進させ、全体の電流量を増やすと報告さ
れている(Silberberg et.al.,Neuron,2007)。こ
れらの先行研究を手がかりに、本申請研究は、
蜘蛛毒と虫駆除薬を利用して、P2X受容体の
ポアの柔軟性に伴うイオン選択性変化の分
子構造基盤と細胞機能を明らかにすることを目的に行う。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者が見いだした蜘蛛毒及び、虫駆除薬を利用して P2X4受容体の「ポアの柔
軟性」を固定し、各ポアサイズに対応した分子細胞機能を明らかにすることを目的としておこ
なう。構造生物学的解析や分子間相互作用解析を行い、大きなサイズのポアの構造、および毒・ 
虫駆除薬の結合の構造基盤を明らかにする目的で行う。 
 
３．研究の方法 
P2X 受容体のポアの柔軟性「時間経過と共にイオン透過性が変化する」の機能的側面および構
造的側面を解析する。申請者の見いだした新規蜘蛛毒ブロッカー及び、イベルメクチンを利用
して P2X4 受容体のポアの柔軟性を固定し、各フェーズに対応した分子細胞機能を明らかにする。
細胞生理機能を明らかにする目的で、HEK 培養細胞およびマウス血管内皮細胞を用いて Ca2+流
入にともなう細胞機能を解析する。分子生理機能を明らかにする目的で、P2X1-7 ファミリー間
で各種蜘蛛毒の効果の違いを解析し、アミノ酸配列の違いを基に変異体を作成し電気生理学的
に解析を行う。ポアの柔軟性と蜘蛛毒結合の構造基盤を明らかにする目的で、毒－P2X4 複合体
の結晶構造を解析する。毒－P2X 間の分子間相互作用の解析を行う。毒の結合の分子動力学シ
ミュレーション解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) Ca2+の透過機能の解析 
P2X 受容体の細胞生理機能発現に重要な Ca2+流入は、厳密に大・小どちらのポアで透過するの
か分かっていない。HEK 培養細胞に野生型 P2X4 受容体を発現させ、パッチクランプ法にて Ca2+
電流を解析した。Ca2+イメージング法を用いて蛍光顕微鏡下に Ca2+透過を解析する。蜘蛛毒投
与にて第二相の電流を完全に遮断した状態、イベルメクチン投与にて第二相の電流を増やした
状態で、それぞれ解析を行い、「どちらのポアに Ca2+が透過するのか？」「両方であれば、透過
量・選択性に差異はあるのか？」を検討した。 
(2) 血管内皮に対する毒の効果の解析 
 血管内皮が剪断応力(shear stress)を受けた際に P2X4 受容体を介した Ca2+流入が起こり、



一酸化窒素(NO)が産生され血管が拡張する。この現象とポアの柔軟性との関連は分かっていな
い。P2X 受容体を発現させたゼノパス卵母細胞に shear stress を与え、P2X 受容体が開くのか、
Ca2+を透過させるのかを電気生理学的に解析した。マウス肺毛細血管の初代培養血管内皮細胞
に、還流装置により shear stress を与え、Ca2+イメージング法を用いて Ca2+流入を解析した。
蜘蛛毒、イベルメクチン投与が Ca2+流入に与える影響を解析した。同様に、NOイメージング法
を用いて NO 産生と蜘蛛毒、イベルメクチンとの関係を解析した。 
(3) P2X1-7 ファミリー間で蜘蛛毒効果の解析 
 P2X ファミリー間で「ポアの柔軟性」は異なり、P2X1 や P2X3 は一相のみの電流で大ポアには
遷移しないことが報告されている。蜘蛛毒の効果にファミリー間で違いはあるのだろうか？各
P2X1-7 を発現させた細胞に、蜘蛛毒を投与し電流の阻害効果を解析した。P2X4 以外には効果が
ないことを確認した。   
(4) P2X 受容体分子に対する蜘蛛毒効果の解析 
P2X ファミリー間でのアミノ酸配列の違いを基に変異体やキメラ体 P2X をデザインし、細胞に
発現させ電気生理学的に毒の効果の解析を行った。野生型および変異体 P2X に対して、毒の結
合解離定数、小ポア→大ポア遷移速度定数の解析を行った。 
P2X 受容体蛋白と毒が結合した状態での結晶構造を解析することを目指して、Sf9 細胞を用いて
発現・精製した。スクリーニングロボットにて結晶化を試みたが、回折する結晶は得られなか
った。 
(5) 蜘蛛毒およびイベルメクチンと P2X 受容体の結合を計算科学で解析 
 P2X 受容体に対する蜘蛛毒およびイベルメクチンの結合の状態を知るために、ドッキングシ
ミュレーションを行った。蜘蛛毒の NMR 構造を用いて、Aout-Dock 法で結合ポケットを探索し、
有効な結合ポケットかどうかを電気生理学的に解析した。機能解析－構造解析－シミュレーシ
ョンを行ったり来たりしながら、変異体を用いた解析も効果的に進め、分子間結合と動的機能
との関係を解析した。 
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