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研究成果の概要（和文）：研究代表者はRyR2に対するCaMの結合親和性が著しく高まるアミノ酸変異を発見し、
この変異を組み込んだknock-in (KI)マウス: (RyR2 V3599K KIマウス)を作成することに成功した。このマウス
をR2474S CPVT型マウスと交配させることにより、カテコラミン刺激時のCaM解離は抑制され、CPVTマウスでは必
発する運動誘発性心室頻拍は完全に消失した。このRyR2 V3599K KIマウスではTACによる心拡大、心肥大がほぼ
完全に抑制されていた。さらに、WTマウスでは、TAC２週後からCaMがRyR2から解離しているのに比しKIマウスで
は抑制されていた。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator discovered an amino acid mutation that 
significantly enhances the binding affinity of CaM for RyR2, and succeeded in creating a knock-in 
(KI) mouse: (RyR2 V3599K KI mouse) incorporating this mutation. By mating these mice with R2474S 
CPVT type mice, CaM dissociation during catecholamine stimulation was suppressed, and the 
motor-induced ventricular tachycardia that occurs in CPVT mice completely disappeared. In this RyR2 
V3599K KI mouse, cardiac enlargement and cardiac hypertrophy due to TAC were almost completely 
suppressed. Furthermore, in WT mice, CaM was dissociated from RyR2 after 2 weeks of TAC, whereas it 
was suppressed in KI mice.

研究分野：循環器内科学

キーワード： リアノジン受容体　カルモジュリン　心肥大　不整脈

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、新しい心不全、心肥大の治療法をもたらす。左心不全のみならず、肺高血圧に伴う右心不全にも
応用できると考える。また、SRからのCa2+ leak抑制のみならず、心筋以外の組織ではERからのCa2+ leak抑制に
よりER stressを抑制できるため、アルツハイマー病、糖尿病、脂肪肝炎など様々な疾患への応用が可能となる
可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々は、不全心筋では過剰な交感神経刺激や酸化ストレスが慢性的に継続すると、RyR2から拡
張期に異常な Ca2+leak が生じて拡張期 Ca2+濃度の上昇をきたすが(Circulation 2000)、その
発症の主因が、カテコラミン誘発性心室頻拍（CPVT）でみられる点突然変異が集中した２か所
(N-terminal:1-600, central:2000-2500)のドメイン間の連関障害;Unzipping にあることを見出
した(Circulation 2005)。その後、ダントロレンや JTV519はドメイン連関障害を改善させるこ
とにより心不全の進行や致死性不整脈を抑制することも報告した (Circulation 2008,J Am Coll 
Cardiol 2009)。さらに、このN-terminal – central (N-C) domain連関障害は、カルモジュリ
ン(CaM： RyR2と結合しチャネル活性を抑制)の binding domain (CaMBD:3583-3603)と、CaM
と相同性の極めて高い CaM-like domain (CaMLD: 4064-4210)との異常な連関を誘導し、CaM
の RyR2 からの解離を引き起こす結果、Ca2+漏出を生じることを見出した(Cardiovasc  Res 
2010, BBRC. 2010, Cardiovasc Res 2012)。さらに最近、RyR2からの CaMの解離は、頻拍誘
発性心不全、CPVT、大動脈縮窄（TAC）、など多岐にわたる病態で認められ（BBRC 2014, Heart 
Rhythm 2017)、CaMの解離を抑制することが RyR2安定化につながることから CaMは RyR2
チャネル調節のキー分子であると考えた。RyR2内 CaM結合部位を変異し CaMが RyR2に結
合できなくしたマウスでは著明な心拡大と肥大、収縮能の低下を呈し生後 3 週間以内に死亡し
たという他施設からの報告もこの考え方を支持する。 
 
２．研究の目的 
チャネル開閉は RyR2内の３つの制御系(Domain switch:D, Transmitter:T, Gate manager:G）
の構造連関により制御されており、上流の D内点突然変異による N-C domain連関障害も下流
の T 内の点突然変異も共通して T 内の CaMBP-CaMLD 間の連関→CaM の解離という現象を
介して Gにおける Ca2+漏出が生じ、心不全・致死的不整脈の発症を誘導する。逆にドメイン連
関を制御し、CaMの解離を抑制すれば心不全・致死的不整脈の発症を抑制しうるかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)CaM 高親和性 KI マウスの作成 
我々はすでに CaMBD のペプチドに点突然変異を組み込んだペプチドを 28 種類作成した。作成す
る際には CaMBD と CaM の PDB file から３次元構造を描出しながら、作成した突然変異が新たな
共有結合を生み出すように設計を試みた。作成した多数の CaMBD の変異ペプチドの中から CaM へ
の結合が最も強いものをスクリーニングした。この方法で選んだ変異を組み込んだ CaM 高親和
性 RyR2 変異を組み込んだ KI マウス作成が完了したところである。このマウスでは RyR2 と CaM
の親和性が非常に高いことを確認している。 
 
(2)CaM 高親和性 KI マウスの抗不整脈性の検討 
(1)で作成中の CaM 高親和性 RyR2 変異マウスを我々が保有している３つの CPVT 型 KI マウス
(R2474S, N4103K)とこの KI マウスの掛け合わせを行い、genotyping 後、ヘテロマウスが抗不整
脈性を獲得しているか否かを検討する。我々の予備実験ではこのマウスはテレメトリーによる
24 時間 ECG モニタリング、及び epinephrine の投与で WT マウスに比べ強い不整脈耐性を示し
た。 
 
(3)CPVT 型 N4103K KI マウス 
我々は RyR2 内にある CaM like domain(CaMLD)に突然変異をもつ CPVT 型 N4103K KI マウスを作
成し、RyR2 に対する CaM の結合親和性を検討した。その結果、N4103K KI マウスでは CaMLD の変
異の結果、CaMLD が CaM binding domain(CaMBD)に強固に結合し（水晶振動子マイクロバランス
法を用いて CaMLD peptide 内の N4103K 変異が CaMBD peptide への結合親和性を増強することを
確認）、CaM を kick-out することで CaM の親和性が低下しているか検討する。この CaM の（RyR2
に対する）結合親和性の低下は、CPVT 型 R2474SKI マウスに見られるようなカテコラミン刺激時
のみに認められる Domain Switch を介した CaM 親和性低下ではなく、Transmitter の直接的異常
によるものであるため、ダントロレンが有効でないか検討する。 
 
(4)CaM 高親和性 KI マウスの心不全耐性 
N4103K KI マウスにおける TAC 作成後の左室機能、心筋細胞収縮能、Ca2+放出能、RyR2-CaM 連
関、心肥大シグナル伝達、催不整脈性、生存率の解析： 
CaM HA マウス、N4103K KI マウスに対して TAC 作成 4、8週間後に心エコーにて左室径・壁厚、
fractional shortening を計測した後、エピネフリン/運動負荷による不整脈誘発試験を行う。
さらに、心筋細胞を単離培養し以下を計測する；①Ca2+ transient、SR Ca2+ content、Ca2+ spark、
cell shortening；②anti-CaM, anti-GRK5, anti-HDAC4,5, anti-p-HDAC4,5 の抗体を用いた免
疫染色による CaM, HDAC, GRK5 の核・細胞質内分布、リン酸化 HDAC の割合および心肥大遺伝子
（BNP, c-fos, c-jun）の発現；③蛍光ラベルした recombinant CaM(F-CaM)の細胞内導入による



RyR2 に対する CaM 結合能。予備実験では CaM HA マウスは TAC において非常に強い生存率の改善
を見た。 
 
４．研究成果 
研究代表者は RyR2 の CaM 結合ドメイン(CaMBD)に１アミノ
酸変異を組み込んだ変異ペプチドを多数スクリーニングし
た結果 CaM の結合親和性が著しく高まるアミノ酸変異を発
見した(図１)。この知見をもとに、RyR2 上の CaM 結合ドメ
イン内で１アミノ酸のみを変異させることにより CaM の結
合親和性が格段に高まる変異を組み込んだ knock-in (KI)
マウス: (RyR2 V3599K KI マウス)を作成することに成功し
た。 

 
このマウスと CPVT 型 KI マ
ウス(RyR2 R2474S)と交配
させたところ、R2474S で
は、24 時間心電図記録、運動負荷試験、エピネフリン負荷試験
で必発していた VT をほぼ完全に止めることに成功した(図２)。
RyR2 V3599K マウスではカテコラミン刺激時にも RyR2 からの
CaM の解離は生じていなかった。しかし suramin を用いて CaM を
完全に解離させると V3599L KI マウスにおいてもチャネルは非
常に leaky になり、CaM の解離がチャネル特性を決める非常に重
要なファクターであることが分かった。(JCI Insight. 2019)。 

 
 
この RyR2 V3599K KI マウスでは TAC によ
る心拡大、心肥大がほぼ完全に抑制されて
いた。さらに、WTマウスでは、TAC２週後の
早期から CaM が RyR2 から解離しているの
に比し RyR2 V3599K KI マウスでは CaM 解
離が抑制されていた（図３）。興味深いこと
に WT マウスでは CaM 解離に伴い CaM が核
内に移行していたが、RyR2 V3599K KI マウ
スでは抑制されていた。RyR2 から解離した
CaM が核内移行し、その結果 HDAC がリン酸
化され核外に出ること、さらにカルシニュ
ーリン(CaN)を介して NFATc4 の脱リン酸化
をすることで各肥大遺伝子の発現が生じることを明らかにした。(Commun Biol 2020)。 
 
我々が開発した RyR2 から CaM が乖離しにくい RyR2 V3599K 
KI マウスと、西道・斉藤らが開発した次世代アルツハイマー
モデルマウスを交配し double homo マウスを作成した。この
マウスにおいては、認知機能が改善し、海馬における神経細
胞数の減少が食い止められた。またマウス脳から単離培養し
た初代神経細胞において、ER stress マーカーの発現が減少
した。さらに免疫染色による RyR2 と CaM の co-localization
のスコアは増加を認めた。 
 
CPVT 型 N4103K KI マウス 
我々は RyR2 内にある CaM like domain(CaMLD)に突然変異を
もつ CPVT 型 N4103K KI マウスを作成し、RyR2 に対する CaM の結合親和性を検討した。その結
果、N4103K KI マウスでは CaMLD の変異の結果、CaMLD が CaM binding domain(CaMBD)に強固に
結合し（水晶振動子マイクロバランス法を用いて CaMLD peptide 内の N4103K 変異が CaMBD 
peptide への結合親和性を増強することを確認）、CaM を kick-out することで CaM の親和性が低
下していることが判明した。この CaM の（RyR2 に対する）結合親和性の低下は、CPVT 型 R2474SKI
マウスに見られるようなカテコラミン刺激時のみに認められる Domain Switch を介した CaM 親
和性低下ではなく、Transmitter の直接的異常によるものであるため、予想通り（Domain Switch
に結合して Domain 連関障害を改善する）ダントロレンは無効であることがわかり Heart Rhythm
に報告した。 
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