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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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