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研究成果の概要： 

重症心不全の心筋細胞でみられる Ca2+循環制御蛋白のリン酸化異常を惹起する分子機構を解
明し、治療応用するための基盤的研究である。心筋から精製した筋小胞体（SR）再分画を使っ
て、各ドメイン蛋白群（Ca2+放出 SR：Junctional SR、Ca2+取り込み SR：Longitudinal SR）をそ
れぞれ同定し、リン酸化制御に関する主要蛋白の蛋白相互作用・機能解析を行った。また、そ
の中でも最も重要な蛋白で Ca2+放出チャネルあるリアノジン受容体（RyR）について、機能安定
化作用を有するアミノ酸配列を同定した。さらに筋小胞体表面の脱リン酸化調節をおこなう蛋
白ホスファターゼ１の最も重要なアイソフォームを同定した。これら発見は心不全に対する分
子標的療法を確立していくうえで重要な知見になると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、心不全の基礎病態には筋小胞体

（SR）Ca2+制御異常が重要であり、分子標

的介入による機能是正で心不全が治療で

きることを示してきた。具体的には、 
（１）ホスホランバン（PLN）機能抑制

は、心機能を改善し心不全進行を予防す

る(Hoshijima M, Ikeda Y et al., Nat 

Med, 2002, Iwanaga Y et al, JCI 2004)。 
（２）蛋白ホスファターゼ１（PP1）の

内因性阻害蛋白（INH-2）による抑制は

PLN のリン酸化を改善させ、心機能改

善・生命予後改善をもたらす(Yamada M 
Ikeda Y et al, FASEB J, 2006)。 
（３）リアノジン受容体（RyR）安定化

は心不全の心機能を改善するとともに、
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致死的不整脈を軽減させる可能性がある

(Yano et al, Circulation 2003, Yano et al, 
Circulation 2005 )。 
我々の提唱する治療戦略は、多面的アプロ

ーチにより Ca2+貯蔵庫としての SR 機能を回

復させることである。SR 機能調節異常に関

わる重要な点として、RyR と PLN のリン酸

化状態のアンバランスがあげられる(図１)。
つまり、同じ SR 上の Ca2+調節蛋白であり

ながら、異なるリン酸化バランスが惹起され

てしまうために、結果的に SR 内 Ca2+含量

低下をきたし、正常な心筋収縮が障害される

ことが問題となる。ところが、SR 局所のリ

ン酸化を制御する一群の蛋白とその機能に

ついては、不明な部分が多い。 
心 筋 細 胞 の SR は RyR を 多 く 含 む

Junctional SR（J-SR）と筋小胞体 ATPase

（SERCA）や PLN を多く含む Longitudinal SR

（L-SR）に分離可能である (Inui, JBC 1988)。

したがって、リン酸化制御を行う一群の蛋白

群もそれぞれ二つの SR 分画ごとに構成され

ていると考えられる。 

J-SR でリン酸化制御に関わる一群の蛋白

（J-ドメイン）、L-SR でリン酸化制御に関わ

る一群の蛋白（L-ドメイン）をプロテオーム

解析で同定し、リン酸化調節ならびに Ca2+制

御機能を検討することで新しい心不全療法

の開発基盤になるのではないかと考えるに

至った（SR リン酸化制御ナノドメイン仮説）。 

 

 
２．研究の目的 

不全心での心筋細胞筋小胞体（SR）局所リ

ン酸化制御（J/L）ドメインの機能異常を是

正する分子標的治療法の開発基盤を整える。 
（１）不全心における（J/L）ドメインを形

成する蛋白群の網羅的プロテオーム同定と

蛋白機能解析 
（２）筋小胞体リン酸化ドメイン蛋白の脱リ

ン酸化制御を標的とした分子標的療法の開

発 
を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）精製筋小胞体の構成蛋白同定：プロテ
オーム解析用に精製された心筋細胞筋小胞
体（SR）を段階的遠心法＋密度勾配超遠心法
で longitudinal SR ドメイン、Junctional 
SR ドメインを分離精製し、構成蛋白をショッ
トガンプロテオミクスで同定し、蛋白相互作
用を解析する用法を開発した。 
正常心の試料では、ミトコンドリア蛋白、

核分画、細胞膜などのコンタミを定量し、プ
ロテオミクスにおける蛋白定量の際に考慮
した。Longitudinal SR 分画は ATP、Mg2+存
在下でCa2+負荷を行うとSR内にCa2+が取り込
まれ比重が大きくなることからコンタミの
少ない試料調整が可能であったが、
Junctional SR 分画は、30%程度のミトコンド
リア膜成分を中心とした蛋白のコンタミが
みられた。 
（２）RyR 安定化蛋白の同定 
RyRのチャンネル機構は5000以上のアミノ

酸が 3次元的に構築する 3つのドメインの構
造によってチャネル活性が制御されている
と考えられている。以前の研究で RyR を安定
化させる作用のある K201（JVT519）の結合部
位を同定することによって、RyR 安定化に関
わる重要なペプチド配列を同定した。解析に
は Quartz Crystal Microbalance (QCM)法を
用いて、K201 と RyR ペプチドフラグメントの
結合強度を定量した（図２）。 

（３）筋小胞体脱リン酸化に関わる蛋白ホス
ファターゼ１（PP1）アイソフォームの同定 
PP1 の触媒蛋白は 3つの遺伝子（α, β, γ）で構
成され、アミノ末端とカルボキシル末端のア
ミノ酸配列の違いで標的脱リン酸化部位が
制御されている。この 3つの PP1 触媒酵素に

図１：筋小胞体関連蛋白のリン酸化と細胞内

Ca2+濃度変化 リン酸化亢進した部分をピン

ク色で示す 図 2 Quartz Crystal Microbalance (QCM)

法によるRyRドメインとK201相互作用同定



 

 

対する RNAi をアデノウイルスベクターで単
離培養心筋細胞に導入し SR Ca2+循環調節機
能に及ぼす影響について解析した。 
 
４．研究成果 
（1）精製筋小胞体の構成蛋白同定： 
Longitudinal SR ドメインから SR 構成蛋白
252 を同定した。最も高頻度に検出された蛋
白は、SERCA2a、GRP78、GRP94、sarcalumenin, 
carsequestrin, phospholamban（PLN）など
であった。同定された蛋白の大部分は SR な
いし endoplasmic reticulum（ER）に豊富に
局在することが既に報告された蛋白で、機能
未知の蛋白も 30 個程度認められた（今後機
能解析の予定）。また、従来からの段階的遠
心分離法では、十分な SR 分画を得るために
100g 程度（イヌ心筋 1頭分）が必要であった
が、購入した自動細胞分画分離装置を使って、
少量の筋小胞体を自動的に精製する手法を
確立し、マウスやラット心筋からも比較的コ
ンタミの少ない SR 分画を精製することに成
功した。また従来から解析を行っている蛋白
ホスファターゼ１については、PP1βとαが
Ca2+取り込み側（Longitudinal SR）、PP1γ
が Junctional SR 側に多いことが判明した
（図３）。 

（２）リアノジン受容体(RyR)安定化蛋白の
同定 

これまでの研究成果から K201 は細胞膜に
存在するアネキシンⅤと結合することが報
告されており、結合部位同定されている。
我々は K201 とアネキシン Vとの結合部位の
アミノ酸配列と相同性のある配列を RyRセン
トラルドメイン近傍に見いだした
（DP2114-2149）。ペプチドプラグメント化し

たアミノ酸配列と K201 の間のタンパク相互
作用を QCM 法で解析すると RyR のペプチドフ
ラグメントDP2114-2149でのみ特異的にK201
の結合強度が増強した（図４中央パネル）。 
（３）筋小胞体脱リン酸化に関わる蛋白ホス
ファターゼアイソフォームの同定 
心筋細胞の PP1アイソフォームをノックダウ
ンすると PP1βがもっとも PLN のリン酸化状
態を変化させた。PP1βは各種不全心で発現
量が増加しており治療標的になる可能性が
ある（図５）。 
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