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研究成果の概要（和文）：機能的な小胞体Ca2+ストアが成立するためには、内腔側の陰荷電を効率的にカウンターイオ
ンにて中和する機構が必要であると仮想されている。研究代表者らが分子同定したTRICチャネルはK+チャネルとしてカ
ウンターイオン動態に寄与することが示唆されているが、他のチャネルやトランスポーターの寄与も強く示唆される。
その検索を目的とした本研究にて、in silicoまたは単クローン抗体によるスクリーニングにて筋小胞体膜タンパク質T
mem52とミツグミン56が新規に見出された。両タンパク質の小胞体Ca2+ストア機能への関与が期待される。

研究成果の概要（英文）：Although counterion movement coupled with Ca2+ release/uptake is probably required
 for physiologically functioning of intracellular Ca2+ stores, the molecular basis is totally unknown. We 
recently identified TRIC channels, that likely mediate counter-K+ currents facilitating Ca2+ release. Howe
ver, TRIC-knockout mice strongly suggest the existence of other channels/transporters mediating counter cu
rrents. We attempted to find new candidates for such channels/transporters in this project, and identified
 Tmem52 and mitsugumin 56 from the muscle sarcoplasmic reticulum.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 小胞体Ca2+　カウンターイオン　TRICチャネル

医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
細胞質と小胞体内腔のイオン組成につい

ては、米国 Somlyo グループなどにより 1980
年代前半までに生化学的手法や電子顕微鏡 X
線元素分析法を駆使した定量実験により詳
細に検討された。静止状態の骨格筋細胞にお
いては、小胞体内腔の Ca2+濃度は細胞質と比
較して 10,000 倍程高いものの、K+、Na+や Cl-
などの主要イオン組成は両コンパートメン
トで極めて類似している。従って、小胞体で
は顕著な膜電位は発生しないことが判明し
ている。一方、骨格筋収縮の電気刺激による
小胞体 Ca2+放出時においては、小胞体内腔の
Ca2+濃度減少とともに、K+濃度上昇が観察さ
れている(Somlyo et al. J Cell Biol. 1981)。
このような実験結果に基づき、小胞体 Ca2+
放出と取り込み時にはカウンターイオン電
流が 20 年以上前に想定された。すなわち、
小胞体 Ca2+放出と取り込みに伴う膜電位は
両現象を抑制することから、その抑制を回避
するために小胞体膜を横断する K+移動によ
り膜荷電が中和されるという仮説である（図
１）。しかしながら、推定される K+膜輸送担
体が分子的に不明であったことから、この仮
説については検証不可能なままに時間だけ
が経過した。 

 
 筋小胞体に着目する申請者のグループは、
Ca2+放出チャネル(リアノジン受容体)の分
子同定と生理機能解析(Takeshima et al. 
Nature 1989, Nature 1994, EMBO J. 1998 な
ど)の後に、Ca2+ストア機能に関与する新規
な分子群の同定を目指しタンパク質検索法
を開発して、単離された分子の生物学的機能
の検討を開始した。この検索系で発見された
TRIC チャネルサブタイプ(TRIC-A と TRIC-B)
は小胞体上で K+透過性チャネルを形成し、そ
の両サブタイプ欠損心筋細胞ではリアノジ
ン受容体による小胞体 Ca2+放出が著しく障
害されていることが示された(Yazawa et al. 
Nature 2007)。さらに、その後の遺伝子欠損
マウスにおける検討から、TRIC チャネルはリ
アノジン受容体のみならずIP3受容体による
小胞体 Ca2+放出も支持することが肺胞上皮、
骨格筋や血管平滑筋細胞などにおいて観察
されている(Yamazaki et al. Development 
2009, Cell Metab. 2011 など)。しかし、こ
れらの小胞体 Ca2+放出機構が著しく障害さ
れた TRIC チャネル欠損細胞において、小胞
体 Ca2+取り込み機構の障害が示唆されたこ
とはない。この観察成果は、TRIC チャネルは

小胞体 Ca2+ポンプと連動したカウンターイ
オン動態には貢献することはなく、Ca2+取り
込み機構は TRIC チャネル以外のイオン輸送
担体が担当することを強く示唆する（図１）。
従って、TRIC チャネルによる小胞体膜 K+透過
性は、生理的な小胞体 Ca2+放出を促進する機
能を発揮することが強く示唆される。 
 
２．研究の目的 
上述の成果は、TRICチャネルは小胞体Ca2+

ポンプと連動したカウンターイオン動態に
は貢献することはなく、Ca2+取り込み機構は
TRIC チャネル以外のイオン輸送担体が担当
することを強く示唆する。この仮想されるイ
オンチャネルまたはトランスポーターの同
定は基礎生物学的には重要課題であり、その
同定向けた基礎研究の推進を本研究の目的
とした。 
研究代表者はこれまでに筋小胞体より分

子同定したタンパク質群に関する研究は、当
初の予想以上の波及効果を有するものも少
なくない。例えば、骨格筋 triad junction に
限局する抗原分子群から見出したジャンク
トフィリンに関する研究は当初の予測を上
廻る波及効果を現在では示している。興奮性
細胞には普遍的に結合膜構造(小胞体膜と細
胞膜が近接した微細構造で、イオンチャネル
共役の場を提供する)が形成されるが、その
基本構築は4種存在するジャンクトフィリン
サブタイプ (JP1-4) の有する細胞膜への特
異的結合能力と小胞体膜を貫通する分子構
造に起因する。現在までに４種総てのノック
アウトマウスの大まかな解析が終了してい
るが、その過程で中枢神経系に存在する JP3
と JP4 依存的な 新規な Ca2+ 仲介性のチャ
ネ ル 機 能 共 役 の 実 体 を 見 出 し て い る
(Moriguchi et al. PNAS. 2006; Kakizawa et 
al. EMBO J. 2007)。また、ヒト家族性疾患
における遺伝子解析により、JP2 変異に起因
する日米両国の致死性の肥大型心筋症家系
と 、JP3 変異による米国ハンチントン舞踏
病類似疾患 (HDL2) 家系が見出された
(Holmes et al. Nature Genet. 2001; Seixas 
et al. Ann. Neurol. 2011)。現在では、東
京女子医大にて心筋症家系について羊水採
取による出生前 JP2 遺伝子診断も提供され
始められた(Matsushita et al. J. Hum. Genet. 
2007)。さらに、ジャンクトフィリンの有す
る細胞膜結合活性を利用して、タンパク性蛍
光プローブにユニークな細胞内局在を付与
す る 細 胞 工 学 応 用 も 行 な わ れ て い る
(Yokoyama et al. 論文投稿中)。本研究の遂
行により新たに同定される筋小胞体タンパ
ク質においても、上述のジャンクトフィリン
と同様の波及効果を有する研究進展により、
基礎生物学や臨床医学への多大な貢献も十
分に期待された。 
 
３．研究の方法 



骨格筋小胞体には明確に微細形態的およ
びタンパク構成上のコンパートメントが形
成されており、longitudinal 部に Ca2+取り
込み機能が、terminal 部に Ca2+放出機能が
集中している。カウンターイオン動態不良に
よる Ca2+取り込みの障害は、Ca2+トランジェ
ントの時間延長と振幅増強が想定される。筋
小胞体 Ca2+取り込み時のカウンターイオン動
態を担うチャネルまたはトランスポーター
の分子同定を目指して、単クローン抗体と免
疫組織染色を組み合わせた独自開発のスク
リーニングと、他のグループより報告された
遺伝子やタンパク質の網羅的解析データを
活用した in silico スクリーニングを計画し
ている（図２）。 

一方、研究代表者が 15 年ほど前に確立し
た筋小胞体タンパク質の検索法 (Takeshima 
et al. Biochem J. 1998)の概略を次ページ
図３に示している。この単クローン抗体を用
いた検索法を活用して、前述の TRIC チャネ
ルのみならず、ミツグミン 29 (Nishi et al. 
J Cell Biol. 1999)、ジャンクトフィリン
(Takeshima et al. Mol Cell 2000)やミツグ
ミン 53(Cai et al. Nature Cell Biol. 2009)
などが現在までに発見されている。以前遂行
したスクリーニングで機能不明な小胞体タ
ンパク質が見出されたものの、未だに組織分
布や機能解析などについて手付かずで放置
されている分子がまだ実在している。免疫染
色による longitudinal 部への局在、一次構
造によるチャネルまたはトランスポーター

の可能性、ノックダウン培養筋細胞の Ca2+
トランジェント測定などによる検討により、
最有力候補分子の絞り込みを計画した。 
 

４．研究成果 
単クローン抗体法による検索により、未解

析な筋小胞体膜タンパク質としてミツグミ
ン 56 が見出された。組織染色および膜分画
法による局在検討の結果、リアノジン受容体
と同様に Ca2+放出部位である筋小胞体終末
部に特異的に分布することが判明した。ミツ
グミン 56 は分子構造上膜貫通型脂肪酸転移
酵素ファミリー(MBOAT ファミリー)に所属す
ることが判明し、基質分子や酵素反応の実体
は不明であるものの、筋小胞体内腔側にてタ
ンパク質の脂肪酸修飾や脂質関連代謝に寄
与するものと考えられる。従って、本研究の
目的分子候補タンパク質としては不適合で
あると結論された。 
一方、in silico 検索では膜タンパク質

Tmem52 が注目された。RT-PCR 法により組織
分布を検討したところ、様々な組織で低発現
しているものの、骨格筋のみで高発現してい
ることが判明した。構造上は特徴として、
Tmem52 には１本の膜貫通セグメントがある
が、特異的なモチーフは有していない。予備
的な検討では、免疫化学実験にて筋小胞体の
分布パターンが示唆されたが、培養 C2C12 細
胞におけるsiRNAノックダウン実験では筋小
胞体 Ca2+放出への寄与は確認できなかった。
平行して遂行した遺伝子ノックアウトは順
調に進展し、数か月以内に Tmem52 欠損マウ
スが得られるものと期待される。その小胞体
Ca2+ハンドリングへの関与が期待される。 
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