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研究成果の概要（和文）：TRPC6の30箇所以上に変異体を作成し、イノシトールリン脂質PIP2作用点の探索を行
った。その結果、PIP2の作用点について殆ど報告がないPre-S1ドメインの重要性を見出した。Pre-S1とPIP2の相
互作用はイオンチャネルの活性、及びその活性化速度に関係することを明らかにした。またC末のTRPboxの下流
領域が導入するとPIP2の減衰に対する応答の方向性（ポラリティー）の決定な領域を発見した。この領域のプロ
リン残基は特に重要なポラリティースイッチとして働いていることを見出した。今後TRP分子のPIP2に対する制
御の生理的意義を図るうえで、重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) has been recognized as a common
 regulator of TRP ion channels. However, the regulation diversification, the regulatory mechanism 
may not be identical because of complexity of its effective sites and functional outcome.
By extensive mutational study to measure kinetics from open to close as an index of PIP2 
association, we newly identified Pre-S1 segment as PIP2 dependent gating along with N-terminal PH 
like domain Ankyrin domain, TRP box and C-terminal PIPs sensing region. In addition, we also found a
 conserved polarity change elements which possess Proline residues near TRP box. These findings 
could lead to further study to understand fundamental mechanism of PIP2 regulation on ion channels 
and its physiological imporatnces.
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１．研究開始当初の背景 
受容体活性型 Na+/Ca2+電流を形成する分子
実態の一つとして、ショウジョウバエ TRP
ホモログ TRPC チャネル群が明らかとなっ
てきた。特に、TRPC3/6/7 チャネル群は平
滑筋における受容体作動性分子実態として、
いち早く発見されるなど(Inoue, 2001, Cric. 
Res.)、自律神経系の支配下に置かれるもの
として代表的なイオンチャネル群である。
TRPC3/6/7 群の直接的アゴニストは、G タ
ンパク質共役型受容体(GPCR)を介したホ
スホリパーゼ C(PLC)の活性によりリン脂
質の一種 PI(4,5)P2から産生される、脂質性
活性物質ジアシルグリセロール(DAG)であ
ると考えられている。我々は、このスキー
ムにおいて、DAG の基質である PI(4,5)P2
が、単に基質として機能するだけでなく、
PI(4,5)P2 の枯渇・減少そのものが、独立的
に TRPC3/6/7 群を抑制することを明らかに
した(Imai et. al., 2012 J. Physiol.,)。この結果
を踏まえ、TRPC3/6/7 チャネル群における
PI(4,5)P2-PLC-DAG シグナルを介した自己
制御機構の存在を提唱してきた ((Imai et. 
al., 2012, J. Physiol., Itsuki et. al., 2014, J.Gen. 
Physiol)。しかし、この脂質による自己制御
機構を支える分子基盤、自己制御機構の生
理的機能との関連性については不明のまま
である。 
 
２．研究の目的 
 TRPチャネル群における脂質作用部位を
同定し、制御機構の分子基盤を明らかにす
る。これが生理的意義を探る上で重要な知
見であると考えた。ヒトで多くの部位に発
現の見られる、TRPC6 を題材に、アミノ酸
残基に変異を導入し、PI(4,5)P2 作用部位の
探索を行うことにした。一方、TRPC6 チャ
ネルはネフローゼ症候群の一つであり家族
性巣状分節性糸球体硬化症(FSGS)の原因
遺伝子としての報告もなされている。
TRPC6 の FSGS 変異体においても PI(4,5)P2
作用との関連性についても検討した。
PI(4,5)P2 のイオンチャネルに対する作用は
一定(static)ではなく、電流量や細胞内カル
シウム濃度に応じ変化(チューニング)する
可能性を示すデータが得られている そこ
で、カルシウム依存的なチューニング作用
が存在するのか否か、詳細な検討を加える。 
 
３．研究の方法 
電位依存的に一過的に PI(4,5)P2を分解す
る電位依存性酵素 VSP を用いる。細胞に
TRPC6 と VSP を発現させ、脱分極刺激に
より VSP を活性化させる。重要なアミノ
酸領域については、詳細な検討を行うため、
PI(4,5)P2の FRET センサーを用いて、
PI(4,5)P2 変化と電流を同時に測定した。
PI(4,5)P2 の一過的効果による電流減衰、回
復の速度論的な解析(kon,koff)、Kd 値の測
定を行った。 

 
４．研究成果 
３０以上のアミノ酸点変異による詳細な検
討の結果、TRPC6 の N 末、アンキリンリピ
ート、Pre-S1, TRPbox, CaM 結合部位など
様々な領域が PI(4,5)P2相互作用に重要であ
ることが明らかとなった。特に Pre-S1 領域
の塩基性アミノ酸に変異を導入すると親和
性は大きく減弱し、電流密度、膜輸送、
Single-channel レベルでの開口確立の減少、
活性化速度の遅延など、多岐に影響を及ぼ
した。興味深いことに PI(4,5)P2の結合に関
して kon（結合速度）が遅い変異体は電流
密度が増大する傾向にあり、koff（解離速
度）が早いものは電流密度の減少傾向を得
た。これらの結果は他の TRP 分子でも明ら
かになっていない新たな知見であった。更
に、PI(4,5)P2の枯渇に対し通常と異なる逆
に活性化する領域が分子にも存在すること
を見出した。近年、この領域は他の TRP チ
ャネル群でも PI(4,5)P2制御のポラリティー
スイッチであることが報告されている
(Ufret-Vincenty et.al., 2015 J. Gen. Phyiol.)。
然しながら生理的意義については殆ど明ら
かでない。 野生型 TRPC6 のポラリティー
に関する検討を行った。最初にリン酸化酵
素 PKA や PKC、JAK2 の影響を検討した。
これらの酵素活性の上昇により、PI(4,5)P2
の感受性は多少の変化は及ぼすが、ポラリ
ティーが反転するほど大きな効果は得られ
なかった。一方、TRPC1~C7 サブタイプに
共通して保存されているC末領域のプロリ
ン残基の影響について検討したところ、プ
ロリン残基は重要なポラリティースイッチ
として働いていることを見出した。今後
PI(4,5)P2 に対するポラリティ－の生理的意
義を図るうえで、重要な知見が得られた。
また、FSGS 変異体に関しても検討を加え
た。多くの変異体で PI(4,5)P2に対する感受
性が変化していた。P112,M132T, S270T, 
L395, E896K, R895L といった FSGS 変異体
では大きく変動していた。また、塩基性ア
ミノ酸に変異を入れたときと同様、koff、
kon の上昇と電流密度の減少、増大の関係
は保たれていた。特に kon の上昇による電
流密度の関係は、FSGS 病態発症機構の観
点からも重要であると考えられる。FSGS
変異体は分子的に不安定で、PI(4,5)P2 の結
合に調和しにくいが為、ゲートそのものに
大きな変動が生じていることが推測された。 
 上記に加え細胞内 Ca2+との関係性につい
て検討を加えた。Ca2+は PI(4,5)P2の結合を
促進する傾向が得られた。生理的状況で見
られる早い不活性化は PI(4,5)P2の解離では
説明できないことが明らかとなった。事実、
生理的状況において PI(4,5)P2と TRPC6 電
流の同時測定を行ったところ、PI(4,5)P2の
減衰は必ずしも大きくない結果が得られ、
我々が独自に開発したシュミレーションを
行った結果とずれる傾向が得られた。生理



的状況で観察される早い TRPC6 の不活性
化には PI(4,5)P2 ではなく別の経路、Ca2+依
存的な経路の重要性が浮上した。今後例え
ば、Ca2+Calmodulin による制御関しても研
究を進める必要があると考えられた。 
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