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論　文　　内　容　の　要　　旨

　骨格筋及び心筋の興奮収縮連関において，細胞膜上のジヒドロピリジンレセプターの活性化に伴い，筋小胞体膜上に発現

しカルシウムチャネルとして機能するリアノジンレセプターが開きカルシウムが小胞体から細胞質に放出されることが知ら

れている。その際に，急激なＣａ２→-の移動に伴い小胞体内に負の電位が生じ，そうした一過性の電位変化を中和すべくＫ゛

がカウンターイオンとして寄与している可能性が考えられてきた。これまで人工脂質膜への再構築実験において骨格筋や心

筋から得られた小胞体膜画分にイオンチャネル活性が認められたという報告があるが，それら分子の同定はこれまで成功し

ていない。したがって，本研究はその分子の同定及びその機能解析を目的として以下の研究を進めた。

　ウサギ骨格筋から得られた小胞体膜画分におけるタンパク質のスクリーニングの結果，複数の膜貫通領域を有し多量体を

形成すると思われる分子量33 kDaのタンパク質がクローニングされた（以下にTRIC :trimericintracellularcation chan-
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　－　　　　　－

ｎｅ１と表記する）。ＢＬＡＳＴ検索によりショウジョウバエや線虫においてもホモログが存在していること，また哺乳動物では

（ＴＲＩＣ-Ａ，ＴＲＩＣ-Ｂと名づけた）二つの相同性の高い分子が存在することがわかった。ウサギＴＲＩＣ-Ａのカルボキシル

末端に対するマウスモノクローナル抗体を作製し，長指伸筋の免疫染色，免疫電顕及びショ糖密度勾配法により得られた膜

画分のウェスタンブロットからＴＲＩＣが小胞体膜に発現していることが示唆された。さらにＴＲＩＣサブタイプの臓器ごと

の発現を調べるためにノーザンブロットを行い，ＴＲＩＣ-Ａは筋肉・神経といった興奮性細胞に発現し，一方，ＴＲＩＣ-Ｂは

ほとんどの細胞に発現していることが明らかになった。

　生化学的な解析では，ＴＭＨＭＭといった膜貫通領域を推測するプログラムとhydrophobicity plot (Kyte & Doolitle,

1982)よりＴＲＩＣ-Ａが３回膜貫通であると仮定して，親水性の高い領域にエピトープタグを挿入しHEK293細胞に発現さ

せ，その膜㈲分にプロテアーゼ処理を行いウェスタンブロットにより解析することでＴＲＩＣ-Ａのmembrane topologyを

検討した。また，マウスＴＲＩＣ-Ａアミノ末端及びカルボキシル末端それぞれを認識するウサギポリクローナル抗体を作製

し，マウス骨格筋の膜㈲分に同様のプロテアーゼ処理を行い各末端がＥＲ内腔側もしくは細胞質側にあるのかをウェスタ

ンブロットにより調べた。その結果，ＴＲＩＣは３回膜貫通でアミノ末端がＥＲ内腔側，カルボキシル末端が細胞質側にある

ことが示された。

　ＴＲＩＣ分子の機能解析として，マウスモノクローナル抗体を用いてウサギ骨格筋からＴＲＩＣ-Ａタンパク質の精製を行い

人工脂質膜へＴＲＩＣ分子を再構築しイオンチャネル活性の測定を行った。また，精製の際に他の微量なタンパク質が混入

しそれがイオンチャネル活性を有する場合はその活性が検出されてしまう可能性があることから，組換えＴＲＩＣ-Ａタンパ

ク質を大腸菌に発現させ精製した試料においても同様の実験を行った。以上の実験から，人工脂質膜の再構築系においてウ

サギ骨格筋・大腸菌の発現系から得られたＴＲＩＣ-Ａタンパク質が主にＫ→-を，またＮａ-←も通すカチオンチャネルを形成す

ることが示された。また，ＴＲＩＣ-Ａカルボキシル末端に結合するモノクローナル抗体を再構築系の溶液中に加えるとイオ

ンチャネル活性が失われることから仏検出された活性がＴＲＩＣ-Ａ分子由来であることが示された。
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　ＴＲＩＣの構造解析においては，精製したＴＲＩＣ-Ａをクロスリンカーで処理するとウェスタンブロットで三量体を示唆す

るバンドが検出された。さらに精製したＴＲＩＣ-Ａに負染色を施し電子顕微鏡で得られた粒子イメージの３次元構造解析を

行ったところ，ＴＲＩＣ-Ａがbullet -like structureであることが示された。さらには金コロイドと結合したanti -TRIC Fab

を，精製したＴＲＩＣ-Ａタンパク質と反応させ負染色を施したのちに電子顕微鏡で観察すると，３つの金コロイドに囲まれ

たＴＲＩＣ粒子が多数認められた。以上のことから，ＴＲＩＣ分子が三量体を形成していることが示された。

　ＴＲＩＣの生体内での生理的な役割を調べるためにノックアウトマウスを作製した。 ＴＲＩＣ-Ａ(☆)マウスは生殖能力を有し，

顕著な発達障害などは認められないが，ＴＲＩＣ一耳一万マウスは生後すぐに呼吸不全のために死亡する。また，ＴＲＩＣ≒く服八

)-Ｂ(☆)マウス（ＤＫＯ）は胎生10日目前後に死亡することが認められた。観察によりＤＫＯ心臓の収縮が脆弱であること

が認められたことから，その心機能低下の原因を追究すべく，胎生8.5日目及び9.5日目のＤＫＯ心筋の電子顕微鏡による観

察及びカルシウムイメージングを行った。光顕・電顕観察によりＤＫＯ心筋においてvacuoleが認められ，それらが小胞体

によるもの，またカルシウム沈殿法によりＤＫＯのｖａｃｕｏｌｄﾋした小胞体内にカルシウムが非常に多く含まれることが明ら

かになった。さらに胎生8.5日目及び9.5日目のマウスより心臓を摘出しFluo-4を用いてカルシウムイメージングを行った

ところ, 8.5日の心臓においてはカルシウムオシレーションの低下及びカフェインに対する高い応答が認められた。 9．5日目

ではウェスタンブロットを行ったところ多くのタンパク質が分解しており，心臓の収縮は僅かにしか認められずカルシウム

イメージングではカフェインに対する応答も認められなかった。カフェインは筋小胞体膜に存在するリアノジンレセプター

を開く作用があることから，胎生8.5日目ＤＫＯのカフェインに対する高い応答は，先の電顕で認められたカルシウムの沈

殿とともに，小胞体内に多くのカルシウムが存在していたことを示すものと思われる。また，生理的な溶液下でＤＫＯ心筋

細胞内のカルシウムオシレーションが低下していたことは，カウンターイオンチャネルとして機能すると思われるTRIC

が欠損していることでリアノジンレセプターを介した小胞体からのカルシウム放出が効果的に行えなかったためと考えるこ

とも可能である。以上のことから，ＴＲＩＣが欠損したことにより小胞体にカルシウムが蓄積し細胞内の恒常匪が失われた結

果，多くのタンパク質が分解し心筋の収縮能が失われＤＫＯは胎生致死に至ったものと考えられる。

　したがって，本研究によってクローニングされた新規小胞体膜タンパク質ＴＲＩＣは三量体を形成し，生理的にはカチオ

ンチャネルとしての機能を有し小胞体からのカルシウム放出に寄与する分子であることが示された。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　骨格筋及び心筋の興奮収縮連関において，細胞膜上のジヒドロピリジンレセプターの活性化に伴い，筋小胞体膜上に発現

しカルシウムチャネルとして機能するリアノジンレセプターが開きカルシウムが小胞体から細胞質に放出されることが知ら

れている。その際に，急激なＣａ＋の移動に伴い小胞体内に負の電位が生じ，そうした一過性の電位変化を中和すべくＫ゛

がカウンターイオンとして寄与している可能性が考えられてきた。これまで人工脂質膜への再構築実験において骨格筋や心

筋から得られた小胞体膜㈲分にイオンチャネル活性が認められたという報告があるが，それら分子の同定はこれまで成功し

ていない。したがって，本研究はその分子の同定及びその機能解析を目的として以下の研究を進めた。

　ウサギ骨格筋から得られた小胞体膜画分におけるタンパク質のスクリーニングの結果，複数の膜貫通領域を有し多量体を

形成すると思われる分子量33 kDaのタンパク質がクローニングされた（以下にTRIC :trimericintracellularcation chan-
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　－　　　　　－

ｎｅ１と表記する）。ＢＬＡＳＴ検索によりショウジョウバエや線虫においてもホモログが存在していること，また哺乳動物では

（ＴＲＩＣ-Ａ，ＴＲＩＣ-Ｂと名づけた）二つの相同性の高い分子が存在することがわかった。ウサギＴＲＩＣ-Ａのカルボキシル

末端に対するマウスモノクローナル抗体を作製し，長指伸筋の免疫染色，免疫電顕及びショ糖密度勾配法により得られた膜

㈲分のウェスタンプロットからＴＲＩＣが小胞体膜に発現していることが示唆された。さらにＴＲＩＣサブタイプの臓器ごと

の発現を調べるためにノーザンブロットを行い，ＴＲＩＣ-Ａは筋肉・神経といった興奮性細胞に発現し，一方，ＴＲＩＣ-Ｂは

ほとんどの細胞に発現していることが明らかになった。

　生化学的な解析では，ＴＭＨＭＭといった膜貫通領域を推測するプログラムとhydrophobicity plot (Kytc & Doolitle,

1982)よりＴＲＩＣ-Ａが３回膜貫通であると仮定して，親水性の高い領域にエピトープタグを挿入しHEK293細胞に発現さ

せ，その膜㈲分にプロテアーゼ処理を行いウェスタンブロットにより解析することでＴＲＩＣ-Ａのmembrane tｏｐｏｌｏｇｙを
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検討した。また，マウスＴＲＩＣ-Ａアミノ末端及びカルボキシル末端それぞれを認識するウサギポリクローナル抗体を作製

し，マウス骨格筋の膜画分に同様のプロテアーゼ処理を行い各末端が小胞体内腔側もしくは細胞質側にあるのかをウェスタ

ンブロットにより調べた。その結果，ＴＲＩＣは３回膜貫通でアミノ末端が小胞体内腔側，カルボキシル末端が細胞質側にあ

ることが示された。

　ＴＲＩＣ分子の機能解析として，マウスモノクローナル抗体を用いてウサギ骨格筋からＴＲＩＣ-Ａタンパク質の精製を行い

人工脂質膜へＴＲＩＣ分子を再構築しイオンチャネル活性の測定を行った。また，精製の際に他の微量なタンパク質が混入

しそれがイオンチャネル活性を有する場合はその活性が検出されてしまう可能性があることから，組換えＴＲＩＣ-Ａタンパ

ク質を大腸菌に発現させ精製した試料においても同様の実験を行った。以上の実験から，人工脂質膜の再構築系においてウ

サギ骨格筋および大腸菌の発現系から得られたＴＲＩＣ-Ａタンパク質が主にＫ→-を，またＮａヤら通すカチオンチャネルを形

成することが示された。また，ＴＲＩＣ-Ａカルボキシル末端に結合するモノクローナル抗体を再構築系の溶液中に加えると

イオンチャネル活性が失われることからも，検出された活性がＴＲＩＣ-Ａ分子由来であることが示された。

　ＴＲＩＣの構造解析においては，精製したＴＲＩＣ-Ａをクロスリシガーで処理するとウェスタンブロットで三量体を示唆す

るバンドが検出された。さらに精製したＴＲＩＣ-Ａに負染色を施し電子顕微鏡で得られた粒子イメージの３次元構造解析を

行ったところ，ＴＲＩＣ-Ａがbullet -like structureであることが示された。さらには金コロイドと結合したanti -TRIC -Ａ

Ｆａｂを，精製したＴＲＩＣ-Ａタンパク質と反応させ負染色を施したのちに電子顕微鏡で観察すると，３つの金コロイドに囲

まれたＴＲＩＣ粒子が多数認められた。以上のことから，ＴＲＩＣ分子が三量体を形成していることが示された。

　ＴＲＩＣの生体内での生理的な役割を調べるためにノックアウトマウスを作製した。ＴＲＴＣ-Ａ(⑤)マウスは生殖能力を有

し，顕著な発達障害などは認められないが， 　ＴＲＩＣ-Ｂド・）マウスは生後すぐに呼吸不全のために死亡する。また，ＴＲＴＣ-

ｊ翁／平Ｂドデ）マウス（ＤＫＯ）は胎生10日目前後に死亡することが認められた。観察によりＤＫＯ心臓の収縮が脆弱である

ことが認められたことから，その心機能低下の原因を追究すべく，胎生8．5日目及び9.5日目のＤＫＯ心筋の電子顕微鏡によ

る観察及びカルシウムイメージングを行った。光顕・電顕観察によりＤＫＯ心筋においてｖａｃｕｏｌｅが認められ，それらが小

胞体によるもの，またカルシウム沈殿法によりＤＫＯのｖａｃｕｏｌｄﾋしか小胞体内にカルシウムが非常に多く含まれることが

明らかになった。さらに胎生8.5日目及び9.5日目のマウスより心臓を摘出しFlｕｏ-4を用いてカルシウムイメージングを行

ったところ, 8.5日の心臓においてはカルシウムオシレーションの低下及びカフェインに対する高い応答が認められた。 9.5

日目ではウェスタンブロットを行ったところ多くのタンパク質が分解しており，心臓の収縮は僅かにしか認められずカルシ

ウムイメージングではカフェインに対する応答も認められなかった。カフェインは筋小胞体膜に存在するリアノジンレセプ

ターを開く作用があることから，胎生8.5日目ＤＫＯのカフェインに対する高い応答は，先の電顕で認められたカルシウム

の沈殿とともに，小胞体内に多くのカルシウムが存在していたことを示すものと思われる。また，生理的な溶液下でDKO

心筋細胞内のカルシウムオシレーションが低下していたことは，カウンターイオンチャネルとして機能すると思われる

ＴＲＩＣが欠損していることでリアノジンレセプターを介した小胞体からのカルシウム放出が効果的に行えなかったためと考

えることも可能である。以上のことから，ＴＲＩＣが炊損したことにより小胞体にカルシウムが蓄積し細胞内の恒常吐が失わ

れた結果，多くのタンパク質が分解し心筋の収縮能が失われＤＫＯは胎生致死に至ったものと考えられる。

　以上，本研究によって，新規小胞体膜タンパク質ＴＲＩＣは三量体を形成しイオンチャネルとしての機能を有すること，

また，生理的にはカルシウム放出の際に小胞体内腔に発生する負電位をＫ-←を透過させることで中和するという役割を担っ

ていることが示された。

　よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値のあるものと認める。

　さらに，平成19年２月22日論文内容とそれに関連した事項について諮問を行った結果優秀と認定した。
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