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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳類酸味受容体の候補である polycystic kidney 

disease 1-like 3 (PKD1L3)–polycystic kidney disease 2-like 1 (PKD2L1) 複合体の構造・

機能相関解析を行った。PKD1L3/PKD2L1 複合体のチャネルポア領域の同定を目指し、カルシウ

ムイメージング法による検討を行ったところ、PLD2L1の 523番目のアスパラギン酸残基がカル

シウム透過性を決定することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed structural-functional 

interaction of a mammalian candidate sour taste receptor, PKD1L3/PKD2L1 complex. We 

aimed to identify the molecular determinants responsible for the Ca2+ permeability of 

the PKD1L3/PKD2L1 complex. By Ca2+ imaging analyses, we demonstrated that the single pore 

residue Asp523 in PKD2L1 determines Ca2+ permeation of the PKD1L3/PKD2L1 complex. 
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１．研究開始当初の背景 

味覚は、主として口腔・咽頭に存在する味

蕾にて受容される。味物質が味蕾先端部の味

孔に局在する味覚受容体によって感知され

ると、細胞内シグナル伝達を介して脱分極が

起こり、味神経に伝達物質が放出される。味

神経に伝達されたシグナルは最終的に大脳

皮質の第一次味覚野に送られ、味の質や強さ
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が識別される。 

味蕾にて受容されるのは、甘・苦・酸・塩・

うま味の 5基本味である。近年、味覚受容体

の同定、および、その構造機能解析に関する

報告がなされている。このうち、哺乳類の酸

味受容体候補として、TRPチャネル関連分子

であるPKD1L3 とPKD2L1 が、当研究室の石丸

喜朗特任助教らにより提唱されている（図 1） 

(Ishimaru Y et al., Proc Natl Acad Sci USA, 

2006)。両分子は有郭・葉状乳頭では味蕾中

の同じ細胞に共発現し、これらの細胞は甘・

苦・うま味受容細胞とは異なる細胞であった。

次に、HEK293T培養細胞に両分子を発現させ

るとヘテロマーを形成し、その形成が細胞膜

表面における発現に必要であった。さらに、

Ca2+イメージング法とパッチクランプ法によ

る機能解析により、両分子を共発現させた場

合にのみ酸味物質刺激に対する応答が認め

られ、他の 4 基本味物質には応答しないこと

が示された。 

これらの知見より、PKD1L3/PKD2L1複合体は

酸味受容体の有力な候補であるといえるが、

ヘテロマーを形成する両分子の相互作用、お

よび、両分子の細胞表面における発現・機能

の分子メカニズムの詳細に関しては、不明な

点も多かった。そこで当研究室では、両分子

の欠失変異体を用いてその構造・機能相関解

析を行うという着想のもと研究を進めてお

り、既に研究成果の一部は英文雑誌に発表し

ている(Ishimaru Y et al., FASEB J, 2010)。

まず、両分子の欠失変異体を作製し、共免疫

沈降実験を行い、両分子間の相互作用に重要

な領域が膜貫通ドメインであることを決定

した。相互作用に重要な領域を欠失した変異

体は、チャネルとして機能するために必要な

細胞表面への輸送が認められなかった。さら

に、膜貫通ドメインを欠損させた PKD1L3 ノ

ックアウトマウスを作製し、両タンパクが共

発現する有郭・葉状乳頭の味細胞において、

PKD2L1 タンパク質が細胞質全体に分布する

ことを示し、PKD2L1 が味物質と接触する味孔

に多く存在する通常のマウスに見られる発

現パターンと異なることを示した。以上より、

培養細胞と同様に味細胞においても、両分子

間の膜貫通ドメインを介した相互作用が、複

合体の味孔への輸送に必要であることを証

明した。 

 
２．研究の目的 

PKD1L3 とPKD2L1 は，多発性嚢胞腎の原因

遺伝子として同定されたPKD1 やPKD2 と高い

相同性を示す膜タンパク質であり、これらは

PKDファミリーに属する。PKDファミリーは、

TRPファミリーのTRP polycystin (TRPP) サ

ブファミリーである。PKD1L3 は、長いN末端

細胞外ドメインに続き、11回膜貫通ドメイン

(TM1 ～ TM11) を 有 す る  (Li A et al., 

Genomics, 2003)。TM6～TM11 の領域は、TRP

チャネルと相同性がある (Li A et al., 

Genomics, 2003)。N末端細胞外ドメインには、

カ ル シ ウ ム 依 存 性 レ ク チ ン 、

G-protein-coupled receptorタンパク分解サ

イ ト が あ り 、 TM1 ～ TM2 間 に は 、

polycystin-1-lipoxygenage-alpha 

toxin/lipoxygenase homology 2 ドメインが

存在する。PKD2L1 は、他のTRPチャネルファ

ミリー同様、6 回膜貫通型ドメイン(TM1～

TM6)を有し、C末端細胞内領域には、TM側か

ら順に、ER1, ER2という 2つの小胞体リテン

ションシグナル、Ca2+ binding EF-handドメ

イ ン 、 coiled-coil ド メ イ ン を 有 す る 

(Nomura H et al., J Biol Chem, 1998)。 

 PKD1L3 と PKD2L1 のように、他の TRP サブ

ファミリーにおいても、機能的チャネルの形

成に重要である相互作用を有するタンパク

質複合体が存在し、その機能と構造の相関に

関する知見が多数報告されている。例えば、



PKDサブファミリーの PKD1と PKD2や PKD2同

士は、各々の C末端細胞内ドメインを介して

相互作用し、ヘテロマー結合が細胞膜表面に

移行し機能的チャネルを形成するのに重要

であることが示された (Qian F et al., Nat 

Genet, 1997; Tsiokas L et al., Proc Natl 

Acad Sci USA, 1997; Casuscelli J et al., 

Am J Physiol Renal Physiol, 2009)。また、

PKD1/PKD2 複合体は、3 つの PKD2 と 1 つの 

PKD1 からなる四量体を形成し、PKD2 の C 末

端細胞内領域に存在する coiled-coilドメイ

ンが PKD1 の C 末端にある coiled-coil ドメ

インと結合していることが示された (Yu Y 

et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2009)。

一般的に、TRP チャネルは四量体を形成し

(Kuzhikandathil EV et al., J Neurosci, 

2001; Hoenderop JG. et al., Embo J, 2003)、

各構成分子がイオン選択フィルターやチャ

ネルポアの形成に関わると考えられている 

(Yellen G et al., Nature, 2002; Long SB et 

al., Science, 2005)。 

本研究では、PKD1L3 と PKD2L1 の各種欠失

変異体を作製し、HEK293T 培養細胞発現系を

用いて両分子の構造・機能相関解析を行うこ

とを目的とした。具体的には、チャネルポア

領域の特定、酸受容領域の特定、の解明を目

指した。 

 

３．研究の方法 

(1)酸味受容体候補 PKD1L3/PKD2L1 複合体の

チャネルポア領域の同定 

PKD1L3 の推定ポア領域は、TRPチャネルと

相同性があるTM6～TM11 の領域中の、TM10～

TM11 間と考えられている (Li A et al., 

Genomics, 2003)。また、PKD2L1 の推定ポア

領域は、ハイドロパシー解析によりTM5～TM6

間のループ構造であることが報告されてい

る (Nomura H et al., J Biol Chem, 1998)。 

そこでこれらの推定ポア領域をイオンが透

過すると仮定し、アミノ酸点変異体を用いて

イオン透過領域を明らかにすることを試み

た。TRPサブファミリーの一つであるTRP 

Vanilloid (TRPV)サブファミリーに属するタ

ンパクにおいて、ポア領域内に存在するアス

パラギン酸残基の点変異がCa2+透過性を低下

させるという報告がある (Garcia-Martinez 

C et al., J Biol Chem, 2000; Nilius, B et 

al., J Biol Chem, 2001; Voets T et al., J 

Biol Chem, 2002)。ポア領域内に存在するグ

ルタミン酸残基の点変異においても、TRP 

cation channel, subfamily V, member 5 

(TRPV5)において同様の報告がある(Voets T 

et al., J Biol Chem, 2002)。これらの知見

を踏まえ、アミノ酸点変異は、酸性pH域でプ

ロトン化を受けるアスパラギン酸、グルタミ

ン酸を、それぞれアスパラギン、グルタミン

に置換し、中性化するように導入した。 

 PKD1L3 の推定ポア領域には、アスパラギン

酸残基(D2049)が 1 つとグルタミン酸残基

(E2072)が 1 つ存在し、PKD2L1 の推定ポア領

域には、3 つのアスパラギン酸残基 (D523, 

D525, D530) が存在する （図 2）。PKD1L3

全長を発現ベクターpDisplay (Invitrogen)

に挿入したコンストラクト(PKD1L3-FL と命

名)、および、PKD2L1全長を発現ベクターpCI 

(Promega) に 挿 入 し た コ ン ス ト ラ ク ト

(PKD2L1-FL と命名)を鋳型として、各種点変

異体を Overlap PCR 法 (Horton R et al., 

Gene, 1989)により作製した。 

HEK293T細胞において、PKD1L3か PKD2L1

のどちらかを単独で発現させると細胞質に

留まるが、両分子を同時に発現させると両分



子は細胞表面へと移行する (Ishimaru Y et 

al., Proc Natl Acad Sci USA, 2006)。そこ

で、PKD1L3-FLと PKD2L1各種変異体の共発現、

および、PKD2L1-FLと PKD1L3 各種変異体の共

発現により、両分子の HEK293T細胞表面への

移行が認められるかを、細胞表面発現解析法 

(Satio H et al., Cell, 2004)を用いて観察

した。具体的には、PKD1L3-FL、PKD1L3 各種

変異体の N末端細胞外領域に HA タグをつけ

て、抗 HAタグ抗体を用いて細胞表面に存在

するタンパク質を検出した。 

続いて、Ca2+イメージング法による機能解

析を行った。PKD1L3-FLと PKD2L1 各種変異体

の共発現、および、PKD2L1-FLと PKD1L3 各種

変異体の共発現により、25mM クエン酸

（pH=2.7）に対して応答するかを解析した。

パッチクランプ法による電気生理学的解析

により、PKD1L3/PKD2L1複合体の酸に対する

応答は、酸刺激直後ではなく酸溶液が除去さ

れた後に見られることが明らかとなってい

る (Ishimaru Y et al., Proc Natl Acad Sci 

USA, 2006; Inada H et al., EMBO Rep, 2008)。

そこで、酸溶液の投与後のバッファーへの迅

速な置換を行いながら Ca2+イメージングを

行う実験系を用いた。 

 

(2)酸味受容体候補 PKD1L3/PKD2L1複合体の

酸応答機能に重要な領域の解明 

細胞表面発現が観察された欠失変異体を用

いて、Ca2+イメージング法による機能解析を

行ったところ、PKD2L1の C末端細胞内に存在

する EF-handドメインと coiled-coilドメイ

ンを含む領域を欠失させた場合に、25mM クエ

ン酸への応答を示した (Ishimaru Y et al., 

FASEB J, 2010)。さらに、EF-handの Ca2+結

合ドメインにアミノ酸点変異を導入した 5種

類の変異体を作製して機能解析を行ったと

ころ、全ての変異体で 25mM クエン酸への応

答を示した。一方、PKD1L3の C末端細胞内ド

メインを欠失させた場合は酸応答を認めな

かった (Ishimaru Y et al., FASEB J, 2010)。

よって、当研究室におけるこれまでの研究成

果から、PKD2L1の C 末端細胞内領域に存在す

る EF-handドメインと coiled-coilドメイン

は、酸応答に不要であり、PKD1L3の C末端細

胞内領域は酸応答に重要であることが示唆

された。本研究では、ホスファチジルイノシ

トール(4,5)2リン酸による温度感受性 TRP 

チャネル TRP cation channel, subfamily V, 

member 1 (TRPV1) と TRP cation channel, 

subfamily M, member 8 (TRPM8) の活性制御

機構の検討の報告で施行された方法 

(Brauchi et al., Proc Natl Acad Sci USA, 

2007) に習い、PKD1L3と PKD1L2や PKD1、

PKD2L1と PKD2といった各種キメラ体を作製

し、Ca2+イメージング法を用いて酸応答に重

要な領域の特定を試みた。 

 

４．研究成果 

(1)酸味受容体候補 PKD1L3/PKD2L1 複合体の

チャネルポア領域の同定 

まず、PKD2L1-FLと PKD1L3各種変異体の共

発現、および、PKD1L3-FLと PKD2L1各種変異

体の共発現により、両分子の HEC293T細胞表

面への移行が認められるかを細胞表面発現

解析法にて観察したところ、いずれの共発現

においても細胞表面への移行が認められた。 

続いて、PKD2L1-FLと PKD1L3 各種変異体の共

発現、および、PKD1L3-FLと PKD2L1各種変異

体の共発現により、25mM クエン酸(pH=2.7)

に対する応答が認められるかを、Ca2+イメー

ジング法を用いて解析したところ、PKD2L1の

D523の点変異体において、Ca2+透過性が低下

した（図 3）。以上より、PLD2L1 の D523 が

PLD1L3/PKD2L1 複合体のカルシウム透過性を

決定することが明らかとなった。 



 

 

(2)酸味受容体候補 PKD1L3/PKD2L1複合体の

酸応答機能に重要な領域の解明 

PKD1L3 と PKD1L2 のキメラ体を複数種作製

し、キメラ体と PKD2L1 との共発現により、

両分子の HEC293T細胞表面への移行を観察し

た。PLD1L3の N末端細胞外領域、TM1-5領域、

TM6-C 末端細胞内領域のいずれの部分を

PKD1L2 に置換しても、PKD2L1 との共発現に

よる細胞表面への移行が認められなかった。

さらに、PKD2L1 と PKD2 のキメラ体を複数種

作製し、キメラ体と PLD1L3 との共発現によ

り、両分子の HEC293T細胞表面への移行を観

察した。PKD2L1の C 末端細胞内領域以外の領

域を PKD2 に置換すると、PKD1L3 との共発現

による細胞表面への移行が認められなかっ

た。現在、PKD2L1と PKD2のキメラ体のうち、

細胞表面への移行が認められたものに関し、

PKD1L3 との共発現によるクエン酸応答の有

無を解析中である。 
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