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研究成果の概要（和文）：  
網膜錐体のイオンチャネルの異常は杆体一色覚（生まれつき錐体が働いていない）に関係する。

同チャネルの既報告の 68種のミスセンス変異（アミノ酸が変わる変異）を機能的に調べたとこ

ろ、16種は膜電流が記録できたが他は記録できなかった。後者の中には低温処理などにより電

流を記録できるようになったものがあり、これらについては変異チャネルを膜発現へと向かわ

せる方法をさらに工夫し杆体一色覚の治療に結びつけたい。 

 
研究成果の概要（英文）：  
Defects of the ion channel in retinal cones are related to rod monochromatism (where 

functional cones are congenitally absent). When the 68 missense mutations (those causing 
a change in the amino acid sequence) of the channel so far reported were functionally 
studied, 16 gave membrane current but the others did not. Among the latter, some gave 
membrane current when the cells were cultured at lower temperature. With regard to such 
mutations, we are going to establish easier method to have the abnormal channel 
transported to the cell surface, for practical use. 
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１．研究開始当初の背景 

杆体一色覚は、錐体が全く～殆ど機能し

ていない遺伝的な病態であり、色覚欠損に

加え、低視力、昼盲、羞明、眼振などを呈

する。その原因として、錐体 cGMP 依存性

カチオンチャネル（以下、CNG チャネル）

のαサブユニット、βサブユニットの異常、

錐体トランスデューシンα鎖（その遺伝子

は GNAT2）の異常（現在では錐体ホスホジ

エステラーゼ（遺伝子は PDE6C）のαサブ

ユニットの異常も見出されている）が報告

されている。杆体一色型色覚は先天色覚異

常の1種であるが、ロービジョンを呈しQOL

が良くない。 

αサブユニットの遺伝子(CNGA3)ではミ

スセンス変異が 53 種知られており、βサ

ブユニットの遺伝子（CNGB3）では同変異

が 10種知られているが、これらの解析は、

杆体一色覚の病態のみならず、錐体 CNGチ

ャネルの構造―機能相関の理解にも役立

つと考えられる。 

私共は、日本人の杆体一色覚について

CNGA3、CNGB3、および GNAT2を解析し、6

例中 1例において CNGB3のミスセンス変異

（Asp633Gly）を見出した。培養細胞を用

いた cDNAのトランスフェクション―パッ

チクランプ実験系において、αサブユニッ

トは単独でチャネルを形成できる（以下、

αチャネル）が、βサブユニットは常にα

サブユニットとの共発現が必要であった

（以下、α/βチャネル）。αチャネルと比

較し、α/βチャネルでは、cGMPに対する

感受性が下がること、内向き電流の細胞外

Ca2+による阻害がかかりにくいこと、など

を見出し、α/変異βチャネルではこれら

が認められないことを報告した（Invest 

Ophthalmol Vis Sci. 45: 2324-2332 ，

2004）。他の 1例では CNGA3のミスセンス

変異（Leu633Pro）が見出されたが、トラ

ンスフェクション―パッチクランプ実験

系で調べる限りは、チャネル機能は全く正

常であった。 

このようにミスセンス変異は、その変異

を導入した cDNAを培養細胞で発現させ機

能解析して初めてその病態における意義

づけができるものである。 

 
２．研究の目的 

本研究は、網膜錐体 CNGチャネルの変異

の機能的解析を通して、チャネルの構造―

機能相関を明らかにするとともに、杆体一

色覚の病態の理解を深め、その成果を治療

に結びつけることを目的としている。 

（１） αサブユニットのミスセンス変異に

よる障害を明らかにし、障害を克服

する方法を検討する。 

（２） 杆体一色覚保因者や複合ヘテロ接合

体患者におけるαチャネルの性質を

明らかにする。 

（３） In vivo における錐体チャネルの構

造を推定する。 

（４） βサブユニットのミスセンス変異に

よる障害を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 杆体一色覚で報告された CNGチャネルのミ

スセンス変異を cDNAに導入し、トランスフ

ェクション―パッチクランプ法でチャネル

機能を解析する。変異チャネルの細胞膜発現

を HaloTagベクターを用いたパルスチェイス

実験で調べる。また、αの二連、αとβの四

連コンストラクトを作製し、チャネル機能を

検討する。 

（１） GFPとの融合タンパク質の解析 



（２） タンデムに繋いだ CNGAの解析 

（３） ループへのタグの挿入 

（４） CNGαサブユニットの膜発現の検討 

（５） ミスセンス変異を持った CNGαサブ

ユニットの細胞膜発現の検討 

（６） 細胞膜発現誘導の検討 

（７） エピゾーム型ベクターである

pEBmulti-Neoに cDNAを移し換え、

stableな発現系を構築する。 

（８） CNGA3での新たに報告されたミスセ

ンス変異の解析 

（９） 細胞膜発現タンパク質の標識 
 

４．研究成果 

（１） GFPとの融合タンパク質の解析 

 CNGA3サブユニットによるcGMP依存性

の膜電流は、今までco-transfectionした

GFPベクターによって蛍光を発する細胞に

ついて調べてきた。しかし野生型CNGA3にお

いても光ってはいるが膜電流を記録できな

い細胞が数十％あり、効率の悪さが問題で

あった。そこで、野生型CNGA3のcDNAをGFP

ベクターにクローニングし、CNGA3-GFP融合

タンパク質が機能するかどうか調べた。そ

の結果、光っている細胞は100％膜電流を記

録できることが判明した。cGMPに対するK1/2

はGFPがないものと同等であり、チャネルの

機能はC端に存在するGFPの影響を受けない

と考えられた。光っている細胞は必ずCNGA3

を発現しているわけであり、発現はあるが

機能していない変異型CNGA3の解析が容易

になった。 

（２）タンデムに繋いだCNGAの解析 

 錐体CNGチャネルは2個ずつのCNGA3サ

ブユニットとCNGB3サブユニットから成る

が、CNGA3サブユニットだけでもチャネルは

できあがる。野生型CNGA3－野生型CNGA3－

GFPの融合タンパク質がチャネル機能を発

揮できるか調べたところ、cGMPによって活

性化される膜電流が記録できた。杆体一色

型色覚の保因者においては、野生型CNGA3

と変異型CNGA3の両サブユニットを含むチ

ャネルが発現しているものと考えられるが

、タンデムに繋いだCNGA3の片方を変異型と

した場合のチャネルの性質を解析する系が

できた。 

（２） ループへのタグの挿入 

 CNGA3サブユニットの細胞膜発現の検

討のため、野生型CNGA3のループ1/2、ルー

プ3/4、ループ5/6（＝ポア領域）などの細

胞外領域にFLAGタグ、mycタグ、Hisタグを

導入したが、タンパク質発現はみられる（

GFPタグを付けているので蛍光でわかる）も

ののチャネル機能は検出されなかった。そ

こで、CNGA3のN端に別のタンパク質の細胞

外領域＋膜貫通ドメインを導入し、7回膜貫

通型チャネルとして調べたところ電流が記

録できた。細胞外領域に対する抗体を用い

て膜発現を検討する系ができた。 

（４）CNGαサブユニットの膜発現の検討 

  細胞外領域に HAタグと ID4タグを導入

したが、前者はタンパク質発現はみられるも

ののチャネル機能が検出されず、また後者は

導入自体ができず、いずれも所期の目的を果

たせなかった。また、2009年度に、CNGαサ

ブユニットの N端にロドプシンの膜貫通ドメ

インを導入して 7回膜貫通型としたチャネル

が機能することをパッチクランプ法で確認

していた。2010年度はこれを受け、細胞膜で

の発現を抗ロドプシン抗体で検出する試み

を行ったが、うまく検出できなかった。 

（５） ミスセンス変異を持った CNGαサブ

ユニットの細胞膜発現の検討 

 前回の報告時（Muraki-Odaら、BBRC（2007））

から後に、αサブユニット（CNGA3）で 19種

のミスセンス変異が報告された。これらをそ

れぞれ野生型 cDNAへ導入しパッチクランプ



法を適用した。cGMPによって活性化される膜

電流が記録できる変異（P95L、G228K、T245M、

A469T、V540I、R563C、G590K、A619V、L633P）

と、記録できない変異（F249S、D252N、Y263D、

V266M、R274S、G397V、S401P、L433W、R439W、

G548R）とに分類することができた。 

（６）細胞膜発現誘導の検討 

transientな発現－パッチクランプの系で

は結果を定量的に示すことが難しいことが

分かったため、stableな発現－カルシウムセ

ンサーの系を構築中である。 

（ ７ ） エピ ゾ ーム 型ベ ク ター で ある

pEBmulti-Neoに cDNAを移し換え、stableな

発現系を構築する。 

 エピゾーム型ベクターpEBMulti-Neoに、

mycタグがついた CNGA3及び FLAGタグがつい

た CNGB3の cDNAをクローニングし、HEK293

細胞にトランスフェクションした。G418で選

択した細胞についてウェスタンを行い、いず

れも cDNAの産物を発現していることを確認

した。CNGA3発現細胞に関しては Fluo-4とい

うカルシウムセンサーを細胞に負荷した後、

膜透過性の cGMPアナログである 8-Br-cGMP

を添加し蛍光を見たところ、CNGA3発現細胞

に 8-Br-cGMPを添加したものだけが蛍光を示

した。CNGB3発現細胞に関しては、GFPタグ

のついた CNGA3の cDNAをトランスフェクシ

ョンし、cGMPに対する感受性がやや低下した

膜電流を記録できた。 

（８） CNGA3での新たに報告されたミスセ

ンス変異の解析 

 CNGA3では新たに10種のミスセンス変異が

見いだされ、知られていた変異と合わせると

68種となった。これらの 10種の変異を cDNA

に導入し、GFPベクターにクローニング、

HEK293細胞にトランスフェクションし、パッ

チクランプ法により cGMP依存性の膜電流の

有無を調べた。その結果、N276S、G329C、Y357C、

L363P、G367V、E376K、D514V、L527M、L527R、

S570IのいずれにおいてもcGMP依存性の膜電

流は記録されなかった。低温培養（28℃での

培養）や、培地へのタウロウルソデオキシコ

ール酸ナトリウム（1 mM）や 4-フェニル酪酸

（1 mM）の添加を行っても膜電流を記録する

ことはできなかった。 

（９） 細胞膜発現タンパク質の標識 

SulfoLink NHS-LC-biotinによる細胞膜発

現タンパク質の標識は以前に行ったがうま

く標識できていなかった。すなわち、抗 GFP

抗体によるプルダウン→SDS-PAGE→ブロッ

ティング→アルカリホスファターゼ結合ス

トレプトアビジンによる発色、を行ったがタ

ンパク質の泳動レーン全体が染まっていた。

今回、標識温度と細胞の洗いを工夫し CNGA3

－GFP融合タンパク質のバンドを検出できる

ようになった。  
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