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研究成果の概要（和文）：小児てんかんは、100 から 150 人に 1 人の割合で起こり、その一因

としてイオン輸送タンパク質の遺伝子異常が挙げられている。本研究では、遺伝子異常の候補

として見出した TRPP3 の機能解明および小児てんかん患者から見出された TRPP3 内の変異

体の機能異常を探った。その結果、小児てんかん患者から見出された変異体の機能評価では、

17 種の変異体の機能異常を突き止めた。 
 
研究成果の概要（英文）：Juvenile myoclonic epilepsy is the most frequently encountered and 
most common of the generalized epilepsy syndromes. In this research, mutations of the 
TRPP3 gene were detected in patients with Juvenile myoclonic epilepsy. Heterologous 
expression and functional analysis revealed abnormality in the 17 kinds of mutant 
channels. 
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１．研究開始当初の背景 
これまで、細胞容積調節、遺伝子疾患に関わ
る Ca2+透過性イオンチャネルのメカニズム
を明らかにしてきた[Suzuki et al. 2004 Nat. 
Genet., Numata et al. 2007 Am J Physiol 
Cell Physiol., Miyagi et al. 2009 J Biol 
Chem.]。それらのイオンチャネルの生理的、
病態生理的役割を解明する上で、関連する
TRP (Transient Receptor Potential)チャネ
ルの詳細な機能解析の必要性が高まってき
た。そのため応募者は TRPM7 におけるプロ

トンの透過機構と二価カチオンの透過に関
する報告[Numata & Okada. 2008 J Biol 
Chem., Numata & Okada 2008 Channels]
や TRPC3 と TRPP2 の多量体化に関する報
告をしてきた [Miyagi et al. 2009 J Biol 
Chem.]。今回、小児てんかん患者から見出し
た遺伝子疾患の候補は、TRPP3 の変異体で
ある。TRPP3 は、1998 年に多発性嚢胞腎の
原因候補として発見[Nomura et al., 1998 J 
Biol Chem.]された PKD2L1(TRPP3)である。
TRPP3 は、脳、心臓、骨格筋など広範に発
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現 し て お り [Wu et al.1998 Genomics, 
Nomura et al. 1998 J Biol Chem.]、機能解
析は、電位依存性の有無や活性化機構 
[Nilius et al. 2005 J Physiol., Liu et al. 
2002 FEBS Lett., Shimizu et al. 2008 
Pflugers Arch.]、細胞内 Ca2+依存性[Chen et 
al. 2000 Nature, Shimizu et al. 2008 
Pflugers Arch.]、酸性やアルカリ性 pH 依存
性[Inada et al. 2008 EMBO Rep., Shimizu 
et al. 2008 Pflugers Arch.]の点で一致した見
解は得られずに議論の余地があった。そこで、
様々な刺激で活性化される TRPP3に関して機
能解析を行い、活性化機構の解明をする。そ
の後、機能解析の結果を元に小児てんかん原
因遺伝子候補 TRPP3の変異体の機能解析を行
うこと、マウスにおける TRPP3 の生理的役割
を解明することで小児てんかんの原因解明
を目指す。 
 
２．研究の目的 
小児てんかんは、100 から 150 人に 1 人の割
合で起こり、その一因としてイオンチャネル
の遺伝子異常が挙げられている。主に神経活
動を担うイオンチャネルは電位依存性を持
つが、今回、候補として見出したイオンチャ
ネルは、非電位依存性と考えられている
Transient Receptor Potential(TRP)ファミ
リーに属する TRP Polycystin3(TRPP3)チャ
ネルである。そこで、未だ性質があまり理解
されていない TRPP3 の機能解明を行い、小
児てんかん患者から見出された TRPP3 内の
変異についての性質を野生型 TRPP3 と比較
する。また、マウス脳における TRPP3 の生
理的役割を見出し、小児てんかんの原因を探
る。 
 
３．研究の方法 
TRPP3 の機能に関する報告は様々な刺激

によって活性が調節されるという報告はあ

るが、一致した理解は得られていない。そ

こで、1 年目は TRPP3 の電位依存性、細胞

内 Ca2+感受性、pH 依存性のそれぞれ 3 つ

の刺激に対する活性を中心に発現系で機能

解析を行う。そして 2 年目は、小児てんか

ん原因候補の変異体作製、発現評価、機能

評価を行い、一方で、マウス脳における

TRPP3 の生理的役割を見出し、小児てんか

んの原因解明に迫る。 
 

（1） TRPP3 の機能評価（1年目） 

① 電位依存性 TRPP3 は、脱分極パルスで

活性化される電位依存性チャネルであるこ

とをHEK293T細胞にTRPP3を強制発現した細

胞を用いて確認している。さらに電位依存的

不活性化など電位パルスの時間や強さを検

討していくことで電位依存性とチャネル活

性の関係を検討する。さらに興味深いことに

TRPP3 は典型的な電位センサーを持つ電位

依存性 K+チャネルや電位依存性 Ca2+チャネ

ルの第4膜貫通領域(S4)のアミノ酸配列に相

同性があり、典型的な電位センサーに見られ

るように規則正しく正電荷アミノ酸が配置

されていることを確認している。そこで、電

位依存性について TRPP3の電位センサーと

推測される S4 内の正電荷のアミノ酸を電荷

の持たないアミノ酸に置換することで、

TRPP3 の電位依存性について検討を行う。 
②細胞内 Ca2+感受性 予備的な実験におい
て、細胞内 Ca2+濃度を上昇させるとチャネ
ル活性が上昇することを見出している。そ
こで、細胞内 Ca2+濃度を変化させた際のチ
ャネル活性の変化を評価する。さらにその
細胞内 Ca2+濃度感受性部位として、TRPP3
内のモチーフを探索したところ、種々の
Ca2+感受性イオンチャネルでチャネル活性
を調節すると報告のある EF-hand motif が
TRPP3のC末端に存在することが分かった。
そこで、この EF-hand motif を欠損させた
変異体を用いて細胞内 Ca2+感受性の機能評
価を行う。 
③. pH 依存性 PKD1L3 とコンプレックス
を形成すると一時的な pH2.5 の強酸性から
通常状態に戻すと活性化すること[Inada et 
al. 2008 EMBO Rep.] や TRPP3 単独で、
塩基性 pH によって活性化すること
[Shimizu et al. 2008 Pflugers Arch.]が報告
されている。予備的な実験において細胞外
液を酸性および塩基性 pH に変えると活性
が変化することを確認している。そこで、
様々な pHに対するTRPP3の活性の変化を
評価する。さらにその感受性部位について、
TRPP3 と同じ遺伝子ファミリーに属する
PKD1L3 では、細胞外領域に存在する S1
と S2 の間のループに領域が pH を感受して
いると報告がある [Inada et al. 2008 
EMBO Rep.] ので、TRPP3 の推定上の S1
と S2 の間のループに存在するポリシスチ
ンモチーフを欠損させた変異体の機能評価
を行う。また pH が与えるチャネル活性の変
化はポア領域のイオン選択性の変化
[Numata & Okada. 2008 Channels]および
電位センサーの動き [DeCoursey. 2003 
Physiol Rev.]へも影響を与える可能性も考
えられるので、これらの可能性についても
順次検討を行う。 

 
① -③を総合して、様々な刺激に対して
TRPP3の電位依存性をそれぞれ評価するこ
とでこれらの活性化機構が TRPP3 の電位
依存性に対してどのような影響を与えるの
か、それぞれの刺激の組み合わせが TRPP3
にどのような影響を与えるのかを考察する。 



 

 

 

(2)小児てんかん患者から見出された TRPP3
の変異体の評価とその役割（2年目） 
①小児てんかん患者から見出された TRPP3
の変異体候補の評価 現在、小児てんかん
の原因の候補として TRPP3 内に 17 か所の
変異体を見出している。これらの変異体作
製および発現確認を行った後に 1 年目に得
たデータを元に TRPP3 変異体と機能を比
較して機能評価を行う。 
② マウスを用いたTRPP3の生理的役割の解
明 TRPP3 は、マウスの脳に発現している
[Nomura et al. 1998 J Biol Chem.]。そこで、
大脳皮質および海馬などの単離細胞を用い
て TRPP3 の発現確認および機能評価を行
う。これらを確認した後に神経活動への
TRPP3 の関与を調べる。 
 
（2）①-②を総合して、TRPP3 の変異体の
機能異常が小児てんかんを引き起こす原因
となるか考察をする。 
 
４．研究成果 
遺伝子疾患に関する研究は、表現型が顕著で
あるものは多くなされているが、小児てんか
んのように表現型が緩和なものや、症状が大
人になると改善されるものに対する研究は
あまりなされていない。そのため、本研究で
焦点を当てた小児てんかん患者からの原因
遺伝子の探索およびイオンチャネルの変異
体の研究は、独創的である。一般的に TRP
チャネルは、典型的な電位センサーを持たな
いために電位非依存性であると知られてい
る。しかしながら、本研究で行う TRP チャ
ネルは、電位センサー様のアミノ酸配列を有
し、電位依存性を持つことが予想されること
から今までの概念を覆し、TRP チャネルの
新たな活性化機構という概念を与えるだろ
う。また、TRP チャネルは複合的な刺激に
よって活性が見られるため活性化機構を理
解するには、一つの視野から解析を進めたの
では解析が困難である。しかしながら、本研
究のように複数の視点を総合して機能解明
を遂行することで、複雑な活性化機構を持つ
ように見える他の TRP チャネルの解析への
道筋を提案することになるかもしれない。小
児てんかん患者から見出された変異体に小
児てんかんの原因となり得る機能が認めら
れた場合、将来的にはノックインマウスを作
製し、その機能解析を行うことで小児てんか
ん患者の原因解明、新薬開発や治療への手掛
かりを与えることになるだろう。 
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