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Critical　 Regions　 for　Activation　 Gating　 ofthe　 Inositol　 1,4,5-Trisphosphate　 Receptor

　　　　　　　 (イ ノシ トー ル三 リン酸 受容 体 にお けるチ ャネル 開 口 に必須 な領 域 の 同定)

内容の要旨

内　田

　 イ ノシ トール1,4,5三 リン酸(IPA)受 容体(1P,R)は 小胞体上 に存

在す るCa"放 出チ ャネル である。細 胞外刺激 に よ り形 質膜 か ら細胞

内に遊離 した1馬が】PARに結 合す ることに より,小 胞 体内 に貯蔵 され

たCa"が 細胞 質に放出 され る。　lPARを 介す るCa"放 出 は、多 くの生命

現象にかかわ る細胞 内シグナル伝遙の一っで ある。

　 IP,Rは.3種 のサブ タイ プ(IP3Rl、　ir,Rz、　IP3R3)が 組み 合 わ さ

れ たホモ また はヘテ ロ四量 体であ り、6回 膜 貫通領城 の第5、 第6

領 域の間 に存在す る配列 に よつてCa='イ オ ンが通 過す るボア を形成

す ると考 え られ て いる。各サ ブ タイ ブは。11㌧結 合 ドメイ ン、修 飾

カ ッブ リング ドメイン、膜貫通チ ャネル形成 ドメイ ンの3つ の ドメ

インか らなる と考え られ てきたが、1ら結 合がチ ャネルnuロ を引き起

こす 分子 メカニズムは未だ不明であ る。本研 究ではマ ウスIP」R1の欠

失 お よび点変 興体のチ ャネル活性 を測 定す る ことで 、IP」Rのチ ャネ

ル開 口に必叙な領城 を同定 した。

方 法　マ ウスIP3R】のcDNAを もとに、　lP3結合領 域 と膜 貫通チ ャネル

形成領域 を除 くほぼ全 ての領域を網羅 的に欠損 させ た変異型 を9種

類 作成 した。 また、膜 貫逓領域近傍 で、IP3Rサ'ブ タイプ聞 にお いて

相 同性 が高 く、さ らに細胞 内Ca"放 出チャネル で ある リア ノジ ン受

容 体 とも棺 同性 の商い腰域 につ いて、cysieine残基 をurineに 置換 し

た点 変異型4孤 類を作成 した。す べての 内在性lPARを 欠 く細胞株 で

あるR23・iii胞 を用 いて、これ ら全13種 顕 の変 異受 容 体を安定 に発

現す る細胞 株 を樹立 した。 それ ぞれの安定 発現株 か らマイ ク ロゾー

ム画 分を調整 し、1ら結合能 、Ca"放 出能、蛋 白質 フォール デ ィング

を.変 異型lPARと 野生型で比較 した。

結果 　 1か ら223番 目のア ミノ酸領域 を欠失、651か ら1130　 目のア

ミノ酸領域 を欠失 、または、2613番 目のcysteinc残基 を置換 した変異

型IP3R3種 にお いてのみ、既 結合活性お よびフォー ルデ ィングは野生

型 と同等 であ ったに もかか わ らず、Ca"]放 出能 が完全 に消失 してい

た。 よって、 これ らの領 域がlP,ids合によ るチ ャネル開 ロに必須で あ

ると考えた。

考 察 　既 に綴告 され て いる他 のイ オ ンチ ャネ ルの 解析 結果 と併せ

て、IP,結合 シグナルが、　N末 端及び 中間 カ ッブ リング ドメイ ンを介

してC末 端 ドメインへ 伝達 さt...C末 端 ドメイ ンが直接 ボアに作用 し

開 口を引 き起 こす 、と結論 した。以上 の結果 を もとに、m3Rの 構造

に関 して、N末 端 カ ップ リン グ ドメイ ン ・1P,結合 ドメ イ ン ・中間

カ ップ リン グ ドメイ ン ・膜貫通 ドメイ ン ・C宋 端 ドメイ ンの5ド メ

インか らな るとい う5ド メイ ン構造モデル を提唱 した。

敬 子

鹸文審査の要旨

　 イ ノシ トー ル 三 リン酸受容 体(11もR)に お いて、ir,結合領 域 の立

体 構造 や チ ャネル 形成 領域 の 機能 に 関す る解 祈 が進 め られ てい る

が 、IP,結合 によ るチャネル開 口の メカニズム につい ては 不明な点が

多 い。本 研究 で は、IP3Rの チ ャネ ル 開 口機 構 を 解 明す る 目的 で、

チ ャネルnuロ に必須 の領域 を特定 した。 まず,3種 類 全ての 内在性

lP3尺を欠失 させ たDT40細 胞 肉来 の細 胞株 を用い.マ ウス1型 】PARの

チ ャネル 機能解析 系 を確 立 した。次 いで 、同分子につ いて、1ら結合

領城 と膜 貫通領 域 を除 く領域 を網 羅的 に欠損 させ た変異型 、お よび

チ ャネル形成 領域近傍のCysζoine残基 の点変 異型 を作成 し、各 々につ

い て機能 解析 を行 っ た。IPA結合能 と立 体構造が 正常であ るに もかか

わ らずCaZ'放 山能 を持 たな い変 異型 を特 定す る こ とに よn,!か ら

223番 目.651A+ら1130e$目 の2腰 域.お よび26】3番目のCy5巳eine残基

が チ ャネル開 口のた め に必裂 で あ る と結 諭 した。IP,結 合 シ グナル

が、N末 端 ドメイ ン、お よびlP3結 合 領域 と膜 貫通領城 の間 にあ る中

nnカ ッブ リン グ ドメイ ンを介 してC末 端 ドメイ ンへ 伝逮 され 、　C末 端

ドメイ ンが直接 ボアに作用 し開 口を引 き起 こす と考え られ た。

　 審査では 、IP儲 合 が非協同性 で ある一 方、　IP,結合 による開 口は正

の協 同性 があ るこ とについ て質問 され 、1サ ブユ ニ ッ トで起 こるIPA

結合 と四 量体 にお け るチャネル 開 口の 協同性 に関 しては、別 の解釈

が必 要である と回 答 され た。審査 員 よ り親和性 や協同性 につ いて慎

重な議陥 が必要 と指摘 され た。N末 端 と2613　 目のCystcineの カ ップ

リングの メカニ ズムにっ いて質問 され.電 位 依存性K`チ ャネ ル と同

様に,第4、5膜 貫通 顧域 問の細胞 質側ル ー プを介 してい る可能 性

がある と回答 され た。 欠損 変異型D651-1130のIP〕 結合能が低 い理 由

につ いて質問 され、欠損 領域 はIP】結合 領域か ら観 くaヘ リックス領

城 である と考え られ、IP3結 合能 に影響 す るこ とが 予測 され る こと、

また、欠損領 城 内のCa2'結 合領 城の 意義 につ いては 現在検 討中 であ

る と回答 され た。変 異 型lPARは 四e体 を形成 して い るか と質 問 さ

れ 、 クロ ス リン ク法 な どによ り,第5,6膜 貫通領城 とそれ に続 く

C末 端 が四 凪体形成 に 露要 であ るこ とが既 に轍告 されて い る、 と回

答 された。 チ ャネ ル機能 を消 失 した変 異型 のIP3Rは 、 ドミナ ン トネ

ガテ ィブ型 として の機 能 を有す るか と質 間 され 、同 蛮異 体の ドミナ

ン トネ ガテ ィブ効 果 にっ い て は検討 中で あ る と回 答 され た。 最 後

に、少 な くとも本研究 の実験 系にお いては 、quanta)releauの 実体 が

示 され たとは言い碓 く、畿箔 の余地が あるこ とが砲 認 された。

　以 上の よ うに.本 研 究は、今 後検肘 され るぺ き諏題 を残 してい る

もの の、多彩 な生理現 象 ・病 態に関 わ る1らRの チ ャネ ル開 口機 構 に

新たな概念 を投入 す る有意毅 な研 究 と評価 され た。
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