
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的萌芽研究

2015～2013

温度受容分子の統合的機能解析

Integrative functional analysis of thermosensitive ion channels

２０５３２９８０研究者番号：

藤原　祐一郎（Fujiwara, Yuichiro）

大阪大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５６７０１０８

平成 年 月 日現在２８   ５ ２５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：我々が温度を感じ取るメカニズムを明らかにすることを目的に、末梢感覚神経に発現し温度
を感知するTRPチャネルファミリーを対象に、分子の構造と機能の解析を行った。卵母細胞を用いた機能解析を行い、
野生型および変異体TRPチャネルに対して温度に依存した活性の測定を行った。温度感知に重要な働きを持つドメイン
として知られる、TRPV1とTRPM8の細胞内コイルドコイルドメインおよびTRPA1のアンキリンドメインの蛋白質の発現・
精製を大腸菌を用いて行った。TRPM2およびTRPM3のコイルドコイルドメインの、高解像度の結晶構造を解析することに
成功した。各種TRPコイルドコイルドメインの熱安定性を解析した。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of thermosensation in our body, we analyzed 
structure-function of TRP channels that have a major role in thermosensation in the peripheral sensory 
nervous system. We analyzed electrophysiological properties of wild-type TRP channels and the mutants 
expressed in oocytes. We expressed and purified coiled-coil domain proteins of TRPV1 and TRPM8 and the 
ankyrin domain protein of TRPA1, that are reported to be involved in temperature sensing, with E. coli 
expression system. We also succeeded in determining the high resolution crystal structures of the 
coiled-coil domains of TRPM2 and TRPM3. We analyzed thermal stabilities of the coiled-coil domain 
proteins.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
温度環境は生命維持にとって重要な因子

であり、生理学者は古くから「人間は如何に
して温度を感じているのか？」という問題に
対して取り組んできた。温度をセンスする分
子がイオンチャネルであると分かったのは
最近の話である。2000 年前後にクローニン
グされた温度を感知する TRP チャネルファ
ミリーは Thermo TRP と称され、精力的に研
究が進められている。現在では、変異体を用
いた解析などから温度を感じるドメインが
分子に存在することが明らかとなって来て
いる。 
 「そもそもチャネル蛋白が温度を感じるこ
とが出来るのは何故なのか？」 
 天然のタンパク質には marginal stability
と呼ばれる絶妙にバランスの取れた安定な
状態が存在し、温度が上昇（下降）すると立
体構造が変化する。分子内にある温度感知ド
メインの熱による立体構造の変化が、膜貫通
領域のゲートに伝わり、チャネルが開閉する
ことが考えられるが、この一連の過程は未だ
かつて詳細に解析されていない。最近、申請
者らは、好中球などの貪食細胞に発現し体温
感知の一端を担うと考えられている電位依
存性 H+チャネルの細胞内構造の熱安定性が
チャネル開閉の温度依存性と深く関わって
いることを見いだした (Fujiwara et. al. 
Nature communications (2012))。本研究で
は、この知見を発展させ、熱という物理的入
力が Thermo TRP を介して温度を感じると
いう生物学的出力に変換される仕組みを明
らかにしたい。 
 
２．研究の目的 
（全体構想）我々は 36.5℃の体で恒常性を保
って生きています。そして、時に火や氷雪を
「熱い」「冷たい」と感じて回避します。本
研究では、我々が温度を感じ取るメカニズム
を分子の構造と機能のレベルから明らかに
することを目的に行われます。 
（具体的目標）温度を感知するイオンチャネ
ル（Thermo TRP）の温度を感知するドメイ
ンの結晶構造を高解像度で解き、そのタンパ
ク質ドメインの温度特性を熱力学的に解析
します。Thermo TRP のイオンチャネルとし
ての機能を電気生理学的に温度変化と対応
させて解析します。温度という「共通のパラ
メタ－で解析軸を統一」して結晶構造－タン
パク質－分子機能とシームレスな解析を行
い、「イオンチャネルの温度感知機構」の普
遍的な概念の確立を目指します。 
 
３．研究の方法 
TRP チャネルが温度を感知できる機構を解

明するため、学際的な方法を取り入れて解析
を行なう。 
(1)温度受容特性を決定するドメインのタン
パク質を大腸菌を用いて発現・精製し、部分
構造の詳細とチャネル機能の理解を目的に

結晶構造解析を行う。 
(2)細胞内ドメイン蛋白の熱力学的性質でイ
オンチャネルの温度受容特性が決まるのか
どうかを知ることを目的に、温度上昇に伴う
タンパク質の二次構造変化と、その温度閾
値・温度依存性を解析する。 
(3) Thermo TRP の電気生理学的性質をアフ
リカツメガエル卵母細胞を用いて解析する。
構造情報を基に作成した変異体チャネルや
キメラチャネルの温度感知特性を比較解析
し、温度変化に伴う細胞内領域の構造変化が
温度に依存して開き閉じするチャネル機能
に変換される機構を考察する。 
 
４．研究成果 
(1)ThermoTRP の電気生理学的解析。 
アフリカツメガエル卵母細胞に、温度上昇

を感知して開く human TRPV1、human TRPV2、
human TRPV3、human TRPV4 および温度下降を
感知して開く human TRPPA1、human TRPM8 の
cRNA をインジェクションし、発現させ、温度
変化に伴う電流を測定した（図１）。閾値を
超える温度の上昇や下降に伴う電流値の変
化が測定できた。 

（図１、左：TRPM8 の電流と温度変化、右：
TRPV1 の電流と温度変化） 
 
(2)温度を感知するドメインの蛋白精製。 
TRPV1 と TRPM8 の細胞内領域を入れ替えた

キメラ変異体の電気生理学的解析を行った
先行研究から、TRPV1 と TRPM8 の温度感知ド
メインは細胞内に存在する可能性が示唆さ
れている。また、同様に TRPA1 の細胞内アン
キリンリピートドメインに変異を導入した
先行研究から、TRPA1 の温度感知ドメインも
細胞内領域に存在することが示唆されてい
る。 

（図２、ニッケルアフィニティー絡むを用い
て精製した TRPV１の細胞内ドメイン） 



TRPV1、TRPM8 のコイルドコイルドメイン蛋
白質およびTRPA1のアンキリンリピート蛋白
質をリコンビナントに大腸菌を用いて発現
し精製を行った（図２）。発現効率および精
製効率を高めるために maltose-binding 
protein を付加した。同様の方法で、TRPM2、
TRPM3 のコイルドコイルドメイン蛋白質の発
現・精製を行った。精製した蛋白質は後述す
る蛋白質化学的解析に用いた。 
 
(3)TRP の細胞内領域の結晶構造解析。 
 精製した TRPV1、TRPM8、TRPM2、TRPM3 の
コイルドコイルド蛋白質を用いて結晶作成
を試みた。スクリーニングキットを用いて結
晶化実験を行い、複数の結晶化条件にて
TRPM2およびTRPM3の結晶が得られた（図４）。 

（図４、左：TRPM3(結晶条件 0.05M NH4F, 15% 
MPD, 0.1 M NaOAc pH5.0)、右：TRPM2 のコイ
ルドコイルドメインの蛋白質結晶(結晶条件
0.005 M KCl, 0.05M Hepes pH7.3, 45% EtOH)） 
 
 得られた結晶を用いてX線回折実験を行っ
た。それぞれ、 
(TRPM3)space group: P3 
unit cell: 39.207   39.207   81.418 (A) 
a=,b=,c= 90.000   90.000   120.000 (deg) 
resolution: 50.0-1.90 (2.02-1.90) (A) 
(TRPM2) space group: P21  
unit cell: 23.747   90.112   39.071 (A) 
a=,b=,c= 90.000   90.478   90.000 (deg) 
resolution: 50.0-1.30 (1.39-1.30) (A) 
の回折データが得られ、構造解析を行った。
TRPM3 の初期位相は SeMet を用いた蛋白質結
晶の回折像から求めた。TRPM2 の初期構造は
先に解けたTRPM3の結晶構造から分子置換法
を用いて解析した（図５）。初期構造から精
密化を行いモデル構築した。 

（図５、左：TRPM3 の結晶格子と電子密度、
オレンジはセレン原子、右：TRPM2 のコイル
ドコイルドメインの結晶構造リボンモデル） 
 
 結晶構造は予測に反して３量体構造であ

った。これは TRP チャネルが４量体で機能す
ることを考えると驚くべきことである。TRP
チャネルは代表者らの研究からコイルドコ
イルドメインを利用して４量体会合を行っ
ているという報告があり、今回構造の解けた
TRPM2 および TRPM3 では会合が緩い状態にな
っていることが考えられる。 
 
(4)コイルドコイルドメインの熱安定性 
 発現・精製したコイルドコイルドメイン蛋
白質の熱安定性を CD スペクトラムを用いて
解析した。一般的に高い熱安定性（Tm>70℃）
を呈することが知られるコイルドコイル蛋
白質であるが、おおむね低い Tm(40℃～55℃)
を呈した。 
 
(5)変異体を用いた機能解析 
 コイルドコイルドメインを欠失させた変
異体を作成し、電気生理学的機能解析を行っ
たところ、電流は観察されなかった。また、
今後のfull-lengthチャネルの結晶構造解析
のため大腸菌のチャネルの膜貫通領域と TRP
の細胞内領域を連結したキメラチャネルを
作成し電気生理学的測定を行ったが、電流は
観察されなかった。 
 以上の結果を統合すると、TRP チャネルは
比較的熱安定性の弱いフレキシブルな構造
を取り得る会合領域を細胞内領域に有して、
その温度感受性を担っていることが予測さ
れる。細胞内会合領域の締まり具合と、それ
に連結する膜貫通領域ゲートの柔軟性が温
度によるゲーティングを生み出すことが予
測される。 
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