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研究成果の概要（和文）：典型的膜電位センサーを有しないATP受容体チャネルP2X2の膜電位依存的ゲーティン
グの分子基盤の解明を目的として、蛍光非天然アミノ酸 (fUAA)の分子内導入を用いた光学的解析を行った。第2
膜貫通部位のAla337の位置にfUAAを導入した際、膜電位依存的蛍光強度変化が観察された。その変化は、膜電位
全域でリニアであったため、fUAAのelectrochromicな性質によること、337が強い電場内に位置することが示さ
れた。ATP存在下で、第1膜貫通部位の Phe44がAla337の近傍に位置するため、強い電場内における両者の相互作
用が、膜電位依存性の基盤であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：ATP receptor channel P2X2 shows voltage-dependent gating, in spite of the 
absence of canonical voltage-sensor in the molecule. We approached the molecular mechanisms by 
voltage-clamp fluorometry analysis using unnatural Fluorescent Amino Acid (fUAA). When fUAA was 
introduced at Ala337 by mutagenesis in the transmembrane domain 2 (TM2), voltage dependent 
fluorescence change was observed. As the change was linear in the recorded voltage range, it was 
shown that it is not due to conformational change of P2X2 protein but due to an electrochromic 
effect of fUAA, and that 337 position is located at a converged electric field. As it is known Phe44
 in TM1 is close to Ala337 in the presence of ATP, and as we showed the importance of the 
interaction between Ala337 and Phe44 for activation by mutagenesis, it was suggested that the 
interaction between them in the strong electric field is voltage-dependent and that it underlies the
 voltage-dependent gating of P2X2.     

研究分野： 分子生理学

キーワード： ATP受容体チャネル　蛍光非天然アミノ酸　動的構造変化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ATP受容体チャネルP2X2は、典型的な膜電位センサーが無いにも関わらず、未知のメカニズムにより膜電位依存
的ゲーティングを示す。本研究では、この根源的な謎にアプローチした。本研究の特徴として、非天然蛍光アミ
ノ酸を分子内に導入し、膜電位固定下で蛍光測光を行い、膜電位依存的構造変化等を捉える革新的な方法論を用
いた点があげられる。本研究で得られた知見、および確立した方法論は、今後、膜タンパク質研究に広く敷衍し
うる可能性を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、イオンチャネル等の膜タンパク質を対象とした構造解析が急速に進み、静止画像（スナ

ップショット）に関する情報が蓄積している。現在の研究動向は、より動的な側面の理解に向か
っており、作動時の姿（ムービー）を知ることが重要になってきている。 

ATP 受容体チャネル P2X2 は、ATP によって活性化されるイオンチャネルである。我々は、
これまでに、P2X2 チャネルが、分子内に典型的な膜電位センサーを有しないにも関わらず、膜
電位依存的活性化を示すことを見出した。変異体の解析等により膜電位依存的ゲーティングの
分子基盤にアプローチしてきたが、未解明であった。 
 膜電位等に依存する膜タンパク質の動的構造変化を解析する手段として、蛍光物質を分子内
にラベルし、構造変化に伴う蛍光強度の変化を、膜電位固定下で観察する研究手法 (Voltage-
Clamp Fluorometry, VCF) がある。ラベリングに、蛍光非天然アミノ酸 (fluorescent Unnatural 
Amino Acid, fUAA) を用いた手法は極めて有用だが、膜タンパク質を対象とした先行研究は限
定的で、方法論が確立されているとはいえなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、イオンチャネル等の膜タンパク質の動的構造変化、多様な機能修飾、およびその

メカニズムを明らかにすることを目的とした。主たる対象とする分子は、以下の 3 つであった。 
(1) ATP 受容体チャネル (P2X2) 
P2X2 チャネルの膜電位依存的ゲーティングの分子メカニズムを、fUAA を用いた VCF 法を確
立して適用することにより解明することを目的とした。 
(2) Two Pore Na+ チャネル (TPC3) 
我々は、これまでに、TPC3 チャネルの活性が、長い脱分極により「誘導」されること、そして
脱分極による PI(3,5)P2 の産生と TPC3 への結合が関与することを見出した。本研究では、その
結合の分子基盤を明らかにし、結合により膜電位依存的活性化が促進される機構を理解するこ
とを目的とした。 
(3) G タンパク質結合型内向き整流性 K+チャネル (GIRK) 
GIRK チャネルは、G タンパク質 beta gamma サブユニットによって活性化されるイオンチャ
ネルで、アルコール等の種々の化学物質によっても活性化することが知られている。本研究では、
GIRK チャネルの機能修飾物質の探索を行い、また、その作用メカニズムを明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は、アフリカツメ
ガエル卵母細胞を in vitro 発
現系として用いて行った。多
数の変異体チャネルを作成
し、野生型もしくは変異体を
卵母細胞に発現させ、高スル
ープットの電気生理学的手法
である二電極膜電位固定法に
より、性質の変化を解析した。 
(2) 併せて、膜タンパク質の
動的構造変化にアプローチす
る光生理学的手法である、膜
電位固定下蛍光測光法 (VCF
法)を適用した。その際、通常の、チャネルに点変異により Cys 残基を導入し、maleimide 基を
付加した化学蛍光物質を反応させてラベルする方法では、膜貫通部位、細胞内等にはラベルが困
難であり、またラベルの効率および特異性にも問題がある。そこで、アンバーコドン(UAG)を用
いて蛍光を発する天然アミノ酸 fUAA(化学物質名 Anap)を翻訳（タンパク質合成）時に取り込
ませる手法を用いることにした（図 1）。この手法によれば、分子内のいかなる場所にも導入可
能で、ラベルの効率および特異性も極めて高い。人工 tRNA と Anap tRNA syntethase を発現
させるプラスミド DNA、Anap、イオンチャネルの cRNA を、どのタイミングでどのくらいの
量比で、卵母細胞のどの位置に注入するかが鍵を握る。そのため、詳細な条件検討を行い、最適
化を行った上で、P2X2 チャネル、および TPC3 チャネルを対象とした本実験を行った。 
(3) 卵母細胞を用いた光学的解析においては、細胞質の Yolk の発する自家蛍光の混入が、シグ
ナル/ノイズ比を下げるため問題となる。そこで、SIK inhibitor (a small molecule kinase 
inhibitor)を投与することにより、メラニン合成による卵母細胞の黒化を促進させ、細胞質から
の自家蛍光を低減させた。 
(4) VCF 実験については、正立蛍光顕微鏡下で、二電極膜電位固定記録を行い、同時に、卵母細
胞頭頂部から、20x 対物レンズと光電管を用いて、高い時間分解能で 440 nm と 500 nm の蛍光
強度を同時記録することにより実施した。 
(5) TPC3 チャネルの動的構造変化については、Cys accessibility 解析を行った。点変異により

図 1  卵母細胞において Anap を膜タンパク質に取り込ませる方法論 



目的箇所に Cys 残基を導入し、MTSET 等の Cys 残基に結合する物質を投与し、結合による電
流の変化の速度を二電極膜電位固定法によりモニターする。変化の速度は、Cys 修飾の速度を反
映するものであり、2 条件で速度が異なる場合には、2 条件で異なる構造をとっていることが示
唆される。 
 
４．研究成果 
(1) P2X2 チャネルを対象とする成果 

ATP 受容体チャネル P2X2 の特徴的な性質のひとつとして、細胞外 ATP による活性化に加
え、典型的な膜電位センサーを分子内に有しないにもかかわらず、膜電位依存的活性化を示すこ
とがある。P2X の受容体の ATP 非存在下(P2X4)、および存在下（P2X4, P2X3）での構造は既
に解かれている。ATP 結合状態の P2X4 と P2X3 の構造に相違があるため、最終的な理解には
至っていないものの、ATP による活性化の分子機構は明らかにされつつある。一方、P2X2 受容
体の異なる電位での構造に関する情報は皆無で、膜電位依存的活性化の動的構造変化、そしてそ
の分子メカニズムは未解明であった。本研究では、fUAA を用いた VCF 法により、ラット P2X2
受容体の膜電位依存的構造変化の検出に取り組み、以下の結果を得た。 
 
① イオンチャネル電流と蛍
光シグナルを同時記録する予
備実験により、Anap が、計画
した通りに P2X2 タンパク質
中に取り込まれ、ATP と膜電
位に依存する電流を示す、野
生型に酷似するチャネル機能
を有する分子が作られている
ことが確認された。すなわち、
発現実験の最適化が達成さ
れ、実験系が確立できた。 
②  SIK inhibitor 処理によ
り、細胞内からの自家蛍光シ
グナルが減弱し、シグナルノ
イズ比の改善が見られた。そ
のため、その後の実験はすべ
て SIK inhibitor 処理を行っ
て実施した。 
③ 膜貫通部位、細胞内領域を
含む 96カ所に、
1 回に 1 カ所づ
つ Anap を導入
し、膜電位依存
的蛍光強度の
変化の有無を
ひとつひとつ
測定した。その
結果、96 カ所
中、第 2 膜貫通
部位の Ala337
と Ile341 の 2
カ所でのみ、膜
電位依存的蛍
光強度の変化
が検出された
(図 2)。 
④  そ の 変 化
は、測定した全
膜電位領域で
リニアに変化
し、また、膜電
位のステップ
パルス後、極め
て早い時間経過
で変化した(図 3)。そのため、この膜電位依存的蛍光強度の変化は、（本来の検出目的であった）
過分極電位で緩徐な活性化を示す P2X2 タンパク質の膜電位依存的活性化に伴う構造変化を反
映するものではないと考えられた。速い時間変化とリニアな性質から、適する解釈としては、
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図 2  Anap を取り込ませた P2X2 のアミノ酸残基 96 カ所の位置 

図 3  A337Anap の示した膜電位依存的蛍光強度の変化 



Anap そのものの有する electrochromic な性質による、電位変化に伴う蛍光強度の変化である
と考えられた。 
⑤ また、この部位においてのみ膜電位依存的変化が観察されるのは、I341 および A337 の位置
が、分子内で膜電位が強く集約する特異な点となっているためであると考えられた。 
⑥ Anap337 における膜電位依存的な蛍光強度の変化は、ATP 存在下より ATP 非存在下の方が
大きかった。このことは、337 における集約した電場の強度が、ATP の有無により変化するこ
とを意味する。実際、構造データを見ると、ATP 結合により 337 の位置する第 2 膜貫通部位と
第 1 貫通部位の相対的位置が大きく変化している。 
⑦ 構造データによると、ATP 存在下で、Ala337 の近傍に第 1 膜貫通部位の Phe44 が位置す
る。すなわち、ATP 結合による構造変化で Phe44 が強い電場に動き入る。活性化に Ala 337 と
Phe44の相互作用が重要である可能性を想定し、変異体を用いて検証した。Ala337およびPhe44
において種々のアミノ酸残基に変異すると膜電位依存的活性化が顕著に変化することから、両
者各々が重要な役割を果たしていることがまず示された。さらに、Phe44Glu と Ala337Arg の
二重変異に
より両者間
に静電的結
合を導入す
ると、ATP 非
存在下でも
活性化が見
られ、またす
べての電位
で同程度の
活性化を示
した。このこ
とから、この
相互作用が
活性化に重
要で、強い電
場内におけ
るAla 337と
Phe44 の相
互作用の電
位依存性が、
P2X2 の膜電
位依存的活
性化の分子基盤であることが想定された(図 4)。 
⑧ Phe44 の位置に Anap を導入する実験は極めて重要である。しかし、チャネル機能が失われ
たため、解析することはできなかった。今後、他の方法論を併用して、複合的な解析を進めるこ
とを計画している。 
 
(2) TPC3 チャネルを対象とする成果 

Two Pore Na+チャネル TPC3 についても、第 1 リピートへの Phosphoinositides の結合に
よる第 2 リピートの膜電位センサーの動きの変化に焦点をあてて解析を進めた。すなわち、導
入した fUAA の蛍光強度変化の光学的測定により、Phosphoinositides の有無による膜電位セン
サーの構造変化の違いの検出を試みた。併せて、第 2 リピートの膜電位センサーに導入した Cys
残基の Cys 修飾剤による修飾速度の解析を行った。この実験により第 1 リピートに結合する 
Phosphoinositides が減少すると修飾が遅くなる、すなわち膜電位センサーの動きの速度が低下
することを観察した。この機構が、長い脱分極時による活性化の誘導現象、すなわち長い脱分極
時に内因性の酵素によって産生される Phosphoinositides が結合することによる膜電位依存的
活性化の促進現象の根底にある分子機構であることが示唆された。 
 
(3) GIRK チャネルを対象とする成果 

GIRK チャネルの新規機能調節機構に関して、抗ヒスタミン薬 Terfenadine が機能を阻害す
ることを世界で初めて見出した。GIRK1,2,4 サブユニットのうち、GIRK1 サブユニットが感受
性をもたらしていることを見出し、網羅的な点変異体の解析により、感受性を決定するアミノ酸
残基が GIRK1 のイオン透過路（ポア）を後ろから支えるポアヘリックス上にある Phe137 であ
ることを見出した。すなわち、イオン透過路ではなくて、ポアヘリックスに結合してチャネル機
能を阻害するという新奇な機構によるものであることが明らかになった。さらに、国際共同研究
により分子ドッキング様式の解析を行い、Terfenadine が、ポアヘリックスと PIP2 結合部位に
またがる形で結合すること、すなわち、ポア構造と PIP2 の結合の両方に影響を与えうる新規の
結合様式であることを明らかにした。 
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図 4  P2X2 の膜電位依存的ゲーティングの分子メカニズム 
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