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Asparagine-linked glycosylation modifies voltage-dependent gating properties of CaV3.1-T-type Ca2+ channel   

(アスパラギン結合型糖鎖は CaV3.1-T 型 Ca2+チャネルの電位依存性チャネルゲーティングを制御する)  

要     旨 

【緒言】 

 低電位活性型 CaV3.1 T型 Ca2+チャネルは特殊心筋細胞における自動能形成に関わるだけでなく、

不全心や梗塞後心で病態生理学的機能に関与することが知られている。一方、翻訳後修飾の一種で

ある糖鎖修飾（N-結合型、O-結合型）は、分岐パターン、結合様式（α、β）によって、非常に複雑

な構造多様性を生み出すことが報告されている。N 型糖鎖は、タンパク質の安定性や輸送、機能な

どの制御に重要な役割を果たす。役目を終えた糖タンパク質（N 型糖鎖で修飾されたタンパク質）

は細胞内のリソソームに運ばれた後、アミノ酸と糖にまで分解される。N 型糖鎖の分解が正しく行

われないと、さまざまな疾患が引き起こされる。その一方、糖鎖の不完全な形成はタンパク質の立

体構造の欠損、立体配座欠損、形質膜への trafficking不全等の様々なタンパク質の機能不全の原因

となる。本研究では CaV3.1 T型 Ca2+チャネルの N 型糖鎖形成を阻害し、糖鎖に依存するチャネル

開閉機構、すなわちゲーティング機構に N 型糖鎖がいかに関与するかを検討した。              

                                             

【方法】 

 CaV3.1 T型 Ca2+チャネルを強制発現させた HEK293細胞（HEK-Cav3.1細胞）にパッチクランプ

法（Voltage- clamp法）を用いて T 型 Ca2+チャネル電流を記録した。HEK-Cav3.1細胞は、糖タンパ

ク質の合成の最初の段階でUDP-N-アセチルグルコサミンから N-アセチルグルコサミン-1-リン酸を

ドリコールリン酸へ転移するのを触媒する酵素である N-アセチルグルコサミンリン酸転移酵素   

(GlcNAc phosphotransferase (GPT)) の選択的阻害剤であるツニカマイシンの存在下で培養し、ツニカ

マイシン非存在下で同条件の培養の元に記録した HEK-Cav3.1細胞の T 型 Ca2+チャネル電流とその

チャネルキネティクスを比較した。また N 結合型糖タンパク質から高マンノース、ハイブリッド型

オリゴ糖、複合型オリゴ糖の一番内側の GlucNAc残基とアスパラギン残基の間を切断するアミダ 

ーゼであるPNGase F (Peptide-N-Glycosidase F)を作用させたHEK-Cav3.1細胞の T型Ca2+チャネル電

流とそのチャネルキネティクスを対照群、及びツニカマイシン作用下のそれと比較・評価した。   
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【結果】 

1) HEK-Cav3.1細胞の T 型 Ca2+チャネル電流密度はツニカマイシンの作用時間の長さに依存して減

少し、その最大内向き電流値はツニカマイシン作用 24時間で 72.5%減少した。一方、同条件で最

大コードコンダクタンスは 67.5%減少した。                         

2) HEK-Cav3.1細胞の T 型 Ca2+チャネル電流の定常状態不活性化曲線はツニカマイシンの作用のに

よって変化しなかったが、活性化曲線はツニカマイシンの作用時間の延長と共に脱分極側に偏位し、

ツニカマイシン 10-2 g/l 濃度の作用下では 5.0 mVの脱分極偏位を示した。               

3) HEK-Cav3.1細胞の T 型 Ca2+チャネル電流の最大内向き電流値を指標とした 50%阻害濃度 (IC50)

は 2.01x10-3 g/l であった。                                 

4) T型 Ca2+チャネル電流の半値活性化電位(V1/2-activation)と半値不活性化電位(V1/2-inactivation)に対

するツニカマイシンの濃度依存性作用を評価したした結果、半値活性化電位は 10-3 g/l 濃度以上で

偏位は明らとなり、半値不活性化電位は濃度範囲(10-6 g/l – 10-2 g/l)で有意な偏位を示さなかった。 

5) Cav3.1 T型 Ca2+チャネルは薬剤非存在下でも使用依存性遮断を示す。保持電位-100 mVから試験

電位-10 mVにトレーン刺激を加えるとその刺激頻度に依存して電流量は減少する。トレーン刺激

0.4 Hzの条件では対照、及びツニカマイシ作用下で Cav3.1 T型 Ca2+チャネル電流は使用依存性遮断

を示さなかったが、2.5Hz刺激、及び 4.0 Hz刺激で両者は共に使用依存性遮断を示し、ツニカマイ

シン作用下では有意に大きな遮断量を示した。                        

6) Cav3.1 T型 Ca2+チャネル電流の不活性化からの回復過程の時間依存性を評価するため回復電流値

を二次指数関数で回帰曲線を求め、その時定数を比較したところ、速い回復の時定数(τfast)と遅い回

復の時定数(τslow)の両方がツニカマイシン作用下で増大した。しかし不活性化からの回復における速

遅依存度の割合は変化しなかった。                             

7) Cav3.1 T型 Ca2+チャネルが形質膜に発現した後にその糖鎖を切除する PNGase Fを作用させてチ

ャネルのゲーティングを評価したが、最大内向き電流値、定常状態不活性化曲線、活性化曲線のい

ずれも影響を受けなかった。                                

                                             

【考察、結語】 

 CaV3.1 T型Ca2+チャネルのN型糖鎖はチャネルの翻訳後修飾機構としてチャネル電流値を減少さ

せ、チャネルの特定のゲーティングに影響を持つという新知見を本研究は初めて明らかにした。  

T 型 Ca2+チャネルの総電流の減少は同イオンチャネルの形質膜への trafficking 量が抑制を受けてい

ることを示唆する。一方、ツニカマイシンによって定常状態不活性化曲線は偏位を示さず、活性化

曲線のみが脱分極側に偏位することはチャネルの立体構造形成の過程で N 型糖鎖が活性化ゲート 

の構成に関与することを示す。一方、ツニカマイシンによってチャネルの不活性化からの回復過程

が遅延する事実はチャネルの不活性化からの回復過程が定常状態不活性化と独立して N 型糖鎖の 

影響を受けること示唆する。CaV3.1 T型 Ca2+チャネルが正常な N 型糖鎖修飾を受けて形質膜に   

trafficking を受け、その後糖鎖を除去してもチャネルゲーティングが影響を受けないという結果は、

N 型糖鎖がチャネルの分子立体化過程に作用し、その分子構造の完成後はチャネルゲーティングに

機能を持たないことを明らかにした。この N 型糖鎖の CaV3.1 T型 Ca2+チャネルゲーティングに対 

する作用はチャネルの立体化の分子機序を理解する上で有益な情報となりうると考えられる。    

 


