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研究成果の概要（和文）：心臓の収縮・弛緩の制御では、心筋小胞体のCa2+-ATPase（SERCA）によるCa2+輸送と
膜蛋白質ホスホランバン（PLN）による調節が重要な役割を果たす。本研究では、脂質二重膜のナノディスク中
に機能を保持したSERCA-PLN系を再構成することに成功した。新たな心不全治療薬のデザインのために、このナ
ノディスクと低温電子顕微鏡を用いて超微細構造解析を行う方法論を確立した。また、PLNに結合するようデザ
インした化合物が、PLNのSERCAへの抑制を解除することを明らかにし、心拍数には影響せずに、弛緩を促進し収
縮力を増強する理想的な心不全治療薬となり得ることを示した。

研究成果の概要（英文）：The Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum (SERCA) and its regulatory 
membrane protein, phospholamban (PLN) play a pivotal role in regulation of heart muscle contraction 
and relaxation. To analyze the ultrastructure of the SERCA-PLN complex for drug design, we succeeded
 in reconstituting the functional SERCA-PLN system into lipid bilayers of nanodiscs. We established 
the methodology using these nanodiscs and cryo-electron microscopy to analyze the ultrastructure. We
 also examined the effects of a compound which is designed to bind PLN on the SERCA-PLN system. The 
compound promoted the activity of SERCA by relieving the inhibition by PLN, which enhanced the 
relaxation of heart muscle and then increased the contractility. It had no effect on the heart rate.
 The compound is thus potentially an ideal drug for treatment of heart failure. 

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
心筋小胞体のホスホランバン（PLN）によるCa2+-ATPase（SERCA）の調節機構の解明は、心機能調節のメカニズ
ムを理解する上で極めて重要である。その分子基盤の解明のためには、超微細構造の解析が必須である。これま
での結晶構造解析の研究に対し、本研究では、機能を保持したままでSERCA-PLN系の超微細構造を解析すること
が可能であることを示した。また、本研究は、SERCA-PLN系を標的とするようデザインした化合物が、心拍数に
は影響せず、弛緩を促進し収縮力を増強する理想的な心不全治療薬となり得ることを示した。有効な治療薬が望
まれている心不全治療の臨床現場に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

心臓の収縮・弛緩の制御は、心筋細胞内 Ca2+の貯蔵部位である心筋小胞体による Ca2+輸送が主要
な役割を果している。この心筋小胞体 Ca2+輸送は、Ca2+ポンプ ATPase （SERCA）による能動輸送で、
心筋小胞体の膜蛋白質ホスホランバン（PLN）による調節系が存在する。本研究代表者らは、長年にわ
たり心筋小胞体の Ca2+輸送調節の解析を進めてきた。ホスホランバンの単離・精製 (①) を端緒に、
PLN が SERCA に直接結合して抑制系として働き、PLN が燐酸化されると抑制が解除されて SERCA が
活性化されるとの作用機序、並びに両者の機能部位を明らかにして来た (②,③)。これらの働きは、カ
テコラミンの強心作用、弛緩促進作用の分子メカニズムとして広く知られるようになっている。 
 

心不全など病的状態では、心筋小胞体の Ca2+輸送能が著しく低下し、細胞質の Ca2+濃度が上昇し、
細胞機能不全を起こす。ところが、PLN による SERCA への抑制が無い PLN ノックアウト・マウスでは、
心筋小胞体への Ca2+輸送が亢進し、心肥大や心不全も改善されることが報告された（④）。以降、
SERCA-PLN 系が心不全治療の標的として大きな注目を集めるようになった。本研究代表者らは、PLN
に結合する核酸アプタマーを開発し、医薬品としての可能性を示した（⑤,⑥）。また、欧米では、心不全
患者に対し、アデノ随伴ウイルスで SERCA を発現させる遺伝子治療の臨床試験（CUPID 試験）が実施
された。第 IIa 相試験では極めて良好な成績が得られたが、大規模の第 IIb 相試験では効果なしとの結
果が出た。SERCA の遺伝子発現が十分でなかったことが、その原因であるとされている（⑦）。このよう
なバイオ医薬品は、医療費が高額になるのみならず、細胞内の標的への到達や投与量の調節が難し
いという大きな問題がある。これらを解決するには、SERCA-PLN 系を標的とする低分子化合物による心
不全治療薬の開発が必要である。 
 
世界中の研究室や製薬企業で、この様な低分子化合物を見出す試みがなされて来た。しかし、未だ

成功に至っていない。この様な薬物を効率良く見出すためには、SERCA-PLN 系の超微細構造を明ら
かにし、薬物デザインから作り出す方法がある。SERCA-PLN 共結晶の X 線構造解析の結果が既に報
告されているが（⑧）、肝心の細胞質部分の相互作用部位の構造は未だ明らかになっていない。また、
結晶は界面活性剤存在下で作成されるため、脂質二重膜内に存在している状態とは異なることが指摘
されている。これに対し、最近、進歩の著しい低温電子顕微鏡（cryoEM）を用いると、脂質二重膜内に
ある膜蛋白質を X線結晶構造解析と同等の解像度で解析することが可能になる。この様な超微細構造
解析に基づく薬物デザインは、SERCA-PLN 系を標的とした新たな心不全治療薬開発の強力な手段に
なると思われる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、心筋小胞体 Ca2+輸送調節の SERCA-PLN 系を標的として、心筋小胞体 Ca2+輸送能を
促進するような低分子化合物の新たな心不全治療薬を開発することを目的とした。 
 
そのため、機能を保持したままの SERCA-PLN 融合蛋白質の精製法を確立し、脂質二重膜のナノデ
ィスクと cryoEM を用いて、薬物デザインへと応用可能な超微細構造解析を目指した。 
 

また、PLN の微細構造を基にデザインされた薬物について、その作用を解析して、新たな心不全治
療薬の開発につなげることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）SERCA-PLN複合体のバキュロウイルスによる発現と精製 

SERCA-PLN 系の超微細構造解析にあたり、両蛋白質が確実に相互作用している複合体を得る事
が重要である。そのため、SERCA と PLN とを 20個のグリシンで繋いだ融合蛋白質を用いることとした。
SERCA と５量体を形成する野生型 PLN或いは単量体となる変異型（40番目のロイシンをアラニンに置
換）PLN とを 20 個のグリシンからなるリンカーで繋いだ融合蛋白質を設計した。この融合蛋白質をコー
ドするバキュロウイルス・ベクターを作成し、High Five 昆虫細胞に発現させ、遠心法で microsomeｓ（濾
胞）画分を回収した。融合蛋白質の精製は、この濾胞画分を 2 mM MgCl2, 10 µM Ca2+, 150 mM KCl 存
在下に、4°C、5 分間、0.2% dodecyl maltoside（DDM）で可溶化し、機能保持のために、直ちに Tween-
20 と phosphatidylcholine (PC) を最終濃度 2%と 0.1%になるように加えた。可溶化した融合蛋白質は、
遠心後、Tween-20 存在下で抗 PLN抗体のアフィニティー・カラムにより精製した。溶出は、PLN の部分
ペプチド（PLN5-15）を用いて行った。さらに、Tween-20 存在下での Q-Sepharose カラムにて、さらなる精
製と PLN5-15の除去を行い、精製された融合蛋白質を得た。 
 
（２）SERCA-PLN 系の脂質二重膜への再構成と cryoEM による構造解析 

SERCA-PLN 融合蛋白質の再構成は、膜骨格蛋白質 MSP-2N2 とリン脂質として dioleoyl 
phosphatidylcholine (DOPC) + dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) (4:1)を用いて、脂質二重膜
のナノディスクへ融合蛋白質を挿入した。単量体を形成する変異型の融合蛋白質は、融合蛋白質、
MSP-2N2、DOPC+DOPE を 1:1:200 の割合で、５量体を形成する野生型の融合蛋白質は 4:1:137 の割
合で混合し、Detergent Removal Spin Column で界面活性剤を除去することによりナノディスクへと再構
成した。これを電子顕微鏡のネガティブ染色で確認後、大阪大学生命機能研究科にて cryoEM による
超微細構造解析を行った。 



 
（３）PLN の超微細構造を基にデザインされた薬物の機能解析 
ピ リ ドン誘導体 で あ る 5'-benzyl-1'-butyl- N-(naphthalen-2-ylsulfonyl)-6'-oxo-1',6'-dihydro-2,3'-

bipyridine-4-carboxamide （化合物A）は、武田薬品工業株式会社湘南研究所において PLN の構造解
析をもとに合成された化合物である（⑩）。本化合物は、PLN の細胞質と膜貫通ドメインの連結部分に結
合し、その可動性を制限するように設計されている。 

化合物 A の SERCA-PLN 系への作用を見るため、イヌ心臓より調製した単離心筋小胞体濾胞を用
いて、20 mM imidazole-HCl (pH 6.9), 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM NaN3, 0.1 mM ATP, 0.567 μM 
free Ca2+, 5 μM ionomycin, 及び 2.5 mM phosphoenolpyruvate と pyruvate kinase (50 IU/ml)による ATP
再生系共存下での Ca2+-ATPase 活性を測定した。また、SERCA への直接作用を見るため、PLN を欠く
骨格筋の筋小胞体濾胞を用いて同様の方法で Ca2+-ATPase 活性を測定した。SERCA と関係のない一
般的な ATPase酵素への作用は、ラット脳の細胞膜分画を用いて、ウワバイン感受性の Na+, K+-ATPase
活性測定から評価した。 

化合物Aの心筋細胞への効果を見るために、成獣ラットの心臓より心筋細胞を単離し、培養下に0.5 
Hz の電気刺激を与えて、Fura-2 蛍光測定による細胞内 Ca2+濃度とサルコメア長（収縮性）との同時測
定を行った。この同時測定には、Ion Optix社製の装置を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）超微細構造解析に利用可能な機能を保持した SERCA-PLN複合体の精製法の確立 

 本研究では SERCA と PLN とを 20個のグリシンで繋いだ融合蛋白質を用いて構造解析を行うこと
とした。この融合蛋白質は、バキュロウイルスで昆虫細胞に発現させると、野生型 PLN と SERCA との融
合蛋白質では５量体（分子量約５０万）とし
て、単量体となる変異型 PLN との融合蛋白
質では単量体（分子量約１０万）として存在し
た。さらに、昆虫細胞から調製した濾胞を用
いた Ca2+-ATPase 活性の測定から、心筋小
胞体の SERCA-PLN 系と同様の Ca2+親和性
並びに抗 PLN抗体による Ca2+-ATPase 活性
促進効果が認められた（表１）。これらの結果
は、心筋小胞体の Ca2+輸送調節機能が融合
蛋白質のみで再現が可能であることを意味
する。 
超微細構造解析のためには、この融合蛋白質の機能を保持した形で精製することが必要である。こ

れまでの研究では、骨格筋の筋小胞体から精製した SERCA と別途精製した PLN を混ぜ合わせること
で複合体が再現されてきた。しかし、筋小胞体から精製した SERCA は、サルコリピンという PLN類似蛋
白質が混入することが明らかになっている（⑨）。さらに、本研究代表者らの検討から、培養細胞に発現
した SERCA は、筋小胞体から精製する方法で精製すると、完全に Ca2+-ATPase 活性を失うことが判明
した。そこで、SERCA-PLN 融合蛋白質を昆虫細胞に発現し、機能を保持した形で精製する方法を確
立することにした。まず、様々な界面活性剤での可溶化を検討した結果、図１に示すように Tween-20 を

 Ca2+-ATPase の Ca2+親和性（KCa） 
 (µM) 
コントロール 0.77 ± 0.02 (n = 4) 

＋ 抗 PLN抗体 0.51 ± 0.02 *** (n = 4) 
***P < 0.001  
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図 １ 野生型 PLN を含む SERCA-PLN 融合蛋白質が発現している昆虫細胞の濾胞画分
（microsomes）（50 µg/ml）を 2 mM MgCl2, 10 µM Ca2+, 150 mM KCl, 0.05% DOPC+DOPE 存在
下で、1%の種々の界面活性剤で可溶化し、4°C、24 時間放置した後に Ca2+-ATPase 活性を測定
した。Ca2+-ATPase 活性は、可溶化前の値（microsomes）の百分率で表している。 

表 １ 融合蛋白質（SERCA-G20-野生型 PLN）を発
現する microsomes における Ca2+-ATPase 活性 



用いたときにのみ長時間に渡って Ca2+-ATPase 活性が保たれることが分かった。しかしながら、Tween-
20 のみでは SERCA や融合蛋白質を直接可溶化することが難しい。そのため、リン脂質存在下、DDM
で短時間処理した後に過剰の Tween-20 を加えることにより、機能を保持しつつ SERCA或いは融合蛋
白質を可溶化することに成功した（図１）。さらに、融合蛋白質を発現した昆虫細胞の濾胞画分から「研
究の方法」に記載した方法で、SERCA-PLN 系の機能を保持した野生型及び変異型 PLN を含む融合
蛋白質を精製することに成功した。これまでに SERCA-PLN 複合体を機能保持したままで精製したとの
報告はなく、本研究結果は、SERCA-PLN 系の超微細構造解析のための道を拓くものといえる。 
 
（２）SERCA-PLN複合体の脂質二重膜への再構成と cryoEM による構造解析 

精製された融合蛋白質は、ナノディスクに再構成することにより脂質二重膜へ挿入した。このナノディ
スクは、心筋小胞体の Ca2+-ATPase と同様の Ca2+濃度依
存性と抗 PLN抗体による活性促進が認められ、ナノディス
ク中の SERCA-PLN 系が機能を保持していることが示され
た。さらに、変異（単量体）型 PLN を含むナノディスクを電
子顕微鏡のネガティブ染色で確認後、cryoEM による超微
細構造解析を行った。25 種類に分類された２次元画像か
ら３次元再構成を行い、単量体型 PLN を含む SERCA-
PLN 系の微細構造を得た（図２）。しかしながら、解像度は
13Å に留まり、両蛋白質の原子レベルでの相互作用解明
には至らなかった。原因は、単量体型 PLN を含む融合蛋
白質の大きさが分子量約 10 万と cryoEM による解析とし
ては小さかったためと思われる。野生型 PLN を含む融合
蛋白質は、分子量約 50万と十分な大きさを持っており、今
後、これを使っての解析が必要である。さらに、解析中のノ
イズを低減するためゲルろ過で均一な大きさのナノディス
クを得ることで、高解像度での構造解析が可能になると思
われる。 

このように本研究は、機能を保持した融合蛋白質を利
用して、ナノディスクによる脂質二重膜の生理的条件下で
SERCA-PLN 系の超微細構造解析が可能であることを示
した。 
 
（３）新たにデザインされた化合物 A の心筋小胞体 Ca2+輸送系への作用とその作用機序 

化合物 A は、単離心筋小胞体濾胞の Ca2+-ATPase 活性を濃度依存性に促進し、30 µM で抗 PLN
抗体（ポジティブ・コントロール）と同等の最大の促進効果を現した（図３）。これに対し、PLN を欠く骨格
筋の筋小胞体濾胞の Ca2+-ATPase 活性や他の P型 ATPase であるラット脳のウワバイン感受性 Na+, K+-
ATPase 活性に対しては、何の影響も与えなかった（図３）。これらの結果から、化合物 A が Ca2+-ATPase
活性を持つ SERCA ではなく、直接的には PLN に作用して SERCA-PLN 系、即ち心筋小胞体 Ca2+輸
送を促進していることが明らかになった。実際、化合物 A と PLN との直接結合は、Biacore センサー・
チップを用いた実験でも確認された（⑩）。このように、化合物 A は、当初のデザイン通りの機能を発揮
することが明らかとなった。 

 
（４）化合物 A の心筋細胞への作用と新たな心不全治療薬としての可能性 

化合物 A の心臓への作用を詳しく見るために、まず単離心筋細胞を用いて、拍動毎の収縮・弛緩
能と細胞内 Ca2+濃度変化を解析した。化合物 A は、サルコメア長の短縮（収縮）を著明に促進すると共
に、サルコメアの弛緩速度並びに時定数（Tau）をそれぞれ促進、短縮した（図４）。同時測定した細胞内
Ca2+濃度変化でも、化合物 A は、それに相当する細胞内最大 Ca2+濃度の増大と弛緩時の Ca2+濃度低
下速度の促進並びに時定数の短縮をもたらした（図４）。これらの結果から、化合物 A が PLN を介して

図 ２ 変異（単量体）型 PLN を含む
SERCA-PLN 系の cryoEM による構造
解析。上段は２次元画像で、この内の
赤で囲った画像から 3次元再構成を行
った像を下段に示す。 
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図 ３ 化合物 A の心筋小胞体、骨格筋小胞体の Ca2+-ATPase 活性及びラット脳細胞膜画分のウワ

バイン感受性 Na+, K+-ATPase 活性への効果。 ***P < 0.001 



SERCA-PLN 系に作用して、心筋細胞の弛緩を促進すると共に、収縮力を増強することが明らかとなっ
た。さらに、ラットのランゲンドルフ灌流心を用いた臓器レベルでの実験やラットの個体レベルでの血行
動態解析実験でも、化合物 A が弛緩の促進と収縮力の増強の両者をもたらすことが示された（⑩）。こ
の時、化合物 A は、心拍数には何の影響も与えなかった。このことは、刺激伝導系に PLN が殆ど発現
しないことと一致する。このように化合物 A は、心拍数には影響を与えず、PLN を介して心臓の弛緩能
を促進し、さらに収縮力を増強するという Starling の心臓法則にも合致した、理想的な心不全治療薬と
なる可能性が示された。 
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図 ４ 化合物 A の単離心筋細胞の細胞内 Ca2+濃度変化、並びにサルコメア長への効果。細胞

内 Ca2+濃度は Fura-2 を用いて測定した。 *P < 0.05, **P < 0.01 
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