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研究成果の概要（和文）：本計画では2型リアノジン受容体（RyR2）の様々な不整脈疾患変異体の性質を定量的
に記述することにより疾患の発生機序を理解し、また治療薬開発の基盤を作る事を目指した。まず様々な疾患変
異について、HEK細胞発現系を用いた機能解析と、培養心筋細胞を用いた検討を行い、gain-of-function型と
loss-of-function型の催不整脈性変異を見出し報告した。特に前者では我々の機能解析法が疾患の重症度の予測
と治療法の選択に有用な事を示した。さらに上述の過程で見出した小胞体Ca2+モニタリングを利用しRyR2阻害薬
のスクリーニング系を構築し、新規RyR2阻害薬を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to understand the mutant RyR2-related 
arrhythmogenic mechanism and to establish a screening procedure for RyR2 inhibitors as 
anti-arrhythmic drugs. First, functional evaluation of RyR2 mutations were carried out using HEK 
cell expression system and a cardiomyocyte cell line. We found gain-of-function type and 
loss-of-function type of arrhythmogenic mutations. In the former, our functional analysis has proved
 to be very useful for predicting the severity of diseases caused by the mutations. Next, we 
developed a screening system for specific RyR2 inhibitors utilizing the ER Ca2+ monitoring, which 
was found to be an accurate indicator of RyR2 activity.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が確立した機能解析系は疾患の重症度や治療方針の判断に有用である。不整脈治療薬に関してRyR2阻害薬が
本当に抗不整脈作用を持つか未だ証明されていないため、新規のRyR2特異的な化合物の発見は不整脈の成り立ち
を研究する上で学術的にも有用な発見である。またRyR2変異による不整脈疾患には現存の治療薬が効かない事が
多いため、本研究により新分野の良い薬が見つかれば、不整脈を有する患者さんのQOL向上に役立つと考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ２型リアノジン受容体(RyR2)は心筋の興奮収縮連関において中心的な役割を果たす Ca2+遊
離チャネルである。RyR2 の変異は CPVT（カテコラミン誘発性多型性心室頻拍）をはじめと
した様々な心室性不整脈の原因であり、合わせて 150以上のアミノ酸変異が報告され，日本に
おいても多くの新規変異が報告されている。CPVTは組織・解剖学的な変化を伴わずに激しい
運動や情動活動により心室性の不整脈を起こす疾患であり、一部は精神遅滞やてんかんを伴う
とされる。その他 ARVC（不整脈原性右室心筋症）、QT延長症候群、特発性心室細動といった
不整脈疾患があるが、どのような違いが異なる表現型となるのか、明確な答えは未だ得られて
いない。また、各変異の間での重症度の違いも明らかではない。 
 RyR2変異による不整脈は筋小胞体からの自発的遊離によって起こる Ca2+ wave、Ca2+振動
(オシレーション)、Ca2+リークなどに起因すると考えられる。従って病態発症機序の理解には、
変異 RyR2の Ca2+遊離制御についての研究が欠かせない。Ca2+遊離の制御機構には、RyR2分
子に対し細胞質側 Ca2+による制御（Ca2+ induced Ca2+ release: CICR)と小胞体内腔側 Ca2+に
よる制御（Store overload-induced Ca2+ release: SOICR)の 2種類が考えられている（図１A)。
CICRは細胞質 Ca2+に対しベル型の依存性を示し、3つの独立したパラメータ（活性化 Ca2+感
受性、不活性化 Ca2+感受性、およびゲイン）によって記述される(図１B)。一方 SOICRは小胞
体の Ca2+過剰取込みによって Ca2+遊離活性が大きく促進される現象で、サブmM濃度の Ca2+

依存性を持つとされる（図１C)。CPVT変異では、SOICRの Ca2+感受性や大きさが増大して
いるとされるが、異論もある。申請者は、自発的 Ca2+遊離に対する CICRの寄与を検証するた
めに、上述の各パラメータが CPVTなどの疾患変異によってどのように変化し、その結果どの
ような Ca2+動態変化をもたらし、不整脈に至るのか明らかにすることが疾患発症機序の解明に
必要だと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. A.RyR2の Ca2+による 2種類の制御、CICRと SOICRの模式図。B. CICRのベル型 Ca2+

依存性を構成する３つのパラメータ。疾患変異は３つのパラメータに対し、矢印の方向に変化
をもたらす可能性がある。C. SOICRの Ca2+依存性の模式図。病態変異は矢印の方向に影響す
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では２つの目的を設定した。（１）RyR2に見つかる疾患変異が CICRのパラメータ
にどのように影響し、その結果どのような Ca2+動態変化をもたらし、不整脈を惹起するのか実
測と数理モデルにより明らかにする。具体的な事項としては、①Ca2+振動を含めた Ca2+ホメオ
スタシスの変化を野生型と種々の変異型 RyR2 で記録する。HEK 細胞、心筋細胞で解析を行
う。②CICR のパラメータを定量的に記述する。③それらのパラメータを用いて数理計算によ
り RyR2の Ca2+動態モデルを構築する。そして、これらの結果に基づき、（２）CPVTやその
他の疾患変異における異常な Ca2+動態を正常化する方法を確立する。どのパラメータを変える
のが Ca2+振動を抑えるのに最も効果的かをシミュレーションにより計算し、そのような薬物を
探索する。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、下記(1)～(3)により不整脈の原因となる自発的 Ca2+遊離/Ca2+振動のモデルを
構築し、それを基に治療薬探索に向けた基盤の確立を目指した。 
(1)  HEK293 細胞の RyR2 発現系を確立し、細胞内および小胞体内 Ca2+インジケータ蛋白を
用いて定量的・経時的に測定する。 
(2) [3H]リアノジン結合アッセイにより RyR2の CICRのパラメータを得る。 
(3)  (2)のパラメータを用い(1)の Ca2+遊離を再現できるような数理モデルを構築する。 
(4)  (1)-(3)を基にして、CICRパラメータに作用する薬物やアミノ酸変異を探索する。 
(5)  (4)で見出した薬物の効果を心筋細胞の環境下で検証する。 
 
４．研究成果 
(１）細胞内および小胞体内 Ca2+（Ca2+ホメオスタシス）測定と[3H]リアノジン結合アッセイ
による疾患変異 RyR2の解析 

RyR2 を発現した HEK293 細胞を用い、細胞質および小胞体 Ca2+のモニタリング（図２）
と Ca2+依存性[3H]リアノジン結合から求めた生理的な Ca2+濃度付近の Ca2+遊離活性（CICR）
の関係を、様々な疾患変異について調べた。 

Uehara et al. (2017)では、非常に重篤なカテコラミン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）と心
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房細動を併発する変異 K4750Q（または K4752Q）について報告した。K4750Q を発現した
HEK293細胞ではCa2+オシレーション頻度の著しい上昇と小胞体Ca2+レベルの著名な低下（図
２）、 [3H]リアノジン結合のピークの上昇と高濃度の抑制性 Ca2+/Mg2+感受性の低下がみられ
た。さらに心筋由来の株化細胞である HL-1細胞にバキュロウィルス発現系を用いて K4750Q
を発現させると、正常な活動電位によって起こる Ca2+トランジエントの合い間に頻回の Ca2+ 
waveが起こり（図３）、実際の Ca2+遊離の亢進を証明できた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fujii et al., (2017)は滋賀医大の循環器内科のグループとの共同で行った研究で、短連結性ト
ルサードポアン(ScTdP)と関連付けられる複数の RyR2 変異を機能解析した。そのうちの一つ
（S4937F）は Loss-of-function 変異で或る事が判明した。すなわち HEK 細胞に発現しても
Ca2+オシレーションは全く起こらず ER Ca2+の上昇がみられると共に、著しい CICR活性の低
下がみられた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ RyR2発現HEK293細胞を用いたCa2+動態
解 析。 細胞 質と小 胞体 Ca2+ を それぞ れ
G-GECO1.1 と R-CEPIA1er を用いて同時測定し
た。測定の最後にイオノマイシンおよび BAPTA
と高濃度 Ca2+で Fmin, Fmax を求めることによ
り、定量的に Ca2+濃度を比較する事ができた。 
（Uehara et al., 2017より抜粋） 

図３ 心筋細胞環境下における変異
RyR2の効果の解析。RyR2発現 HL1細胞
とバキュロウイルス発現系により心筋細
胞環境下に変異 RyR2を発現させ、その影
響を観測した。（Uehara et al., 2017より
抜粋） 

図４ ScTdP に関連付けられる変異 RyR2（S4938F）を発現した HEK293の Ca2+動態
解析。S4938Fを発現した細胞は全く Ca2+オシレーションを示さず、小胞体 Ca2+高レベル
を保っていた。[3H]リアノジン結合測定とあわせ、この変異は Loss-of-function 変異であ
ることが判明した。（Fujii et al., (2017)より抜粋） 



これらの変異の他にも、国内の循環器グループと共同研究で複数の興味深い変異 RyR2 の解析を
行い、それらのうち 3報を投稿中である。 
 
(２）RyR2疾患変異体の CICRパラメータの変化の分析と数理計算によるモデリング 

RyR2を発現した HEK細胞の小胞体 Ca2+レベルの決定機構における CICRの寄与を検討す
る為、CPVTやその他の疾患変異、人工的 RyR2変異を作製し、CICR活性と小胞体 Ca2+レベ
ルを定量的に測定し、相関関係を検討した。変異 RyR2を発現した HEK細胞の小胞体 Ca2+レ
ベルはその CICR活性と非常に良い逆相関を示したことから、これまで luminal Ca2+による制
御（SOICR）と考えられてきた小胞体の自発的 Ca2+遊離の閾値は、実は細胞質側の制御で良
く説明できるという結果が得られた。数理計算モデルもこれを支持した。また、我々の方法に
よる RyR2疾患変異体の機能解析は、疾患の重症度を予測するのに役立つことが分かった。こ
れらの結果について国際シンポジウムや国内学会で発表し、論文は近々、投稿予定である。 
 
３）大規模スクリーニングによる RyR2阻害薬の探索方法の確立、応用と効果の検証 
 HEK293細胞を用いた ER Ca2+モニタリングの実験から、ER Ca2+が RyR2活性の良い指標
となることが分かり、これ利用して RyR の各サブタイプの阻害薬探索法を確立した
（Murayama et al., 2018）。RyR2に関しては約 1600種類の機能既知化合物ライブラリから、
3種類の抑制薬を見出し（図５）、可逆性や心筋に対する作用を調べた。その内の２つは、不整
脈モデルマウス心筋細胞の Ca2+ waveや Ca2+ sparkを可逆的に抑制した。さらに BINDSの支
援を受け東京大学創薬機構の 9600種類の化合物を含むコアライブラリ探索から約 15種類のヒ
ット化合物を見出した（図５）。現在それらの性質を検討中である。これらの結果は、学会で発
表し、論文作成中である。 
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