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研究成果の概要（和文）：骨格筋で熱産生が制御不能となる悪性高熱症（MH）は、その原因の一つに、カルシウ
ム放出チャネルである1型リアノジン受容体（RyR1）の変異が知られる。しかしたった一つの変異がこの巨大な
タンパク質からのカルシウム放出を変調し、熱産生が暴走する仕組みは不明である。そこで本研究では、RyR1変
異体における熱応答を解析し、変異部位と熱応答性との相関を得て、重篤な変異の集中する箇所を探る(「熱暴
走マッピング」)ことを目的とした。Ｎ末領域についての理解が進捗し、新たなMHモデルマウスの構築が進むな
ど、当初の計画を上回る進捗を得た。本報告時点の成果は、原著論文4報と総説2報、オンラインアーカイブ1
報。

研究成果の概要（英文）：Malignant hyperthermia (MH) is a life threatening disorder, where the 
thermogenesis in skeletal muscle cells becomes unstoppable. Mutations in the calcium release channel
 of skeletal muscles, RyR1, have been known to cause MH. However, the mechanism that single 
mutations disrupt the function of this large channel (RyR1 is a tetramer of about 550 kDa-monomers) 
is yet to be clarified. In this project, we analyzed thermal response of cells expressing RyR1 
mutants to draw the "heat-sensitivity map" of RyR1. We found a variety of heat sensitivity in 
mutants at the N-terminal regions, and a disease model mouse was successfully developed. In overall,
 the achievements were more fruitful than what we have planned initially. At the time of this final 
report, we have published four original research articles, two review papers, and one manuscript 
uploaded to the online archives.

研究分野： 生物物理学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通して得られた熱感受性と変異部位の相関に関する知見は、一般にカルシウム放出チャネルに関する学
術研究にとって大きく貢献する以外に、臨床的に有効なデータ群へとつながることも期待される。本研究では、
悪性高熱症においては、変異箇所に応じてRyR1の熱応答性が変わることを示した。迅速な対処が求められる臨床
においては、事前にRyR1変異箇所を得ることで、熱応答性の強弱についての特徴を予め調べて対応を予想してお
く、といったことが可能になるかもしれない。

※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 
悪性高熱症（malignant hyperthermia, MH）は吸入麻酔薬を用いた場合などに引き起こされ、39℃
以上に至る異常な体温上昇や筋肉の硬直を示し、即座に適切な処置のなされない場合には死に
至る重篤な疾患である。MH は、骨格筋細胞の筋小胞体膜上に存在する Ca2+放出チャネルであ
る、骨格筋型(1 型)リアノジン受容体（RyR1）に変異の入ることで引き起こされることが明らか
となっている。MH に関連した RyR1 変異体を発現する骨格筋では、筋小胞体内腔から細胞質側
への Ca2+漏れが増大し、最終的に筋肉の温度が上昇することで制御不能の超高代謝活動と高体
温を引き起こすと考えられている。MH を生じる RyR1 変異体は 300 種類以上が同定されてい
る。 
 RyR1 は、約 5,000 のアミノ酸残基からなる分子量約 550kDa のモノマーが 4 量体として機能
する。たった一つの変異が、この巨大なタンパク質の働きを変調して MH という重篤な疾患が
生じる。しかしタンパク質構造が十分に解かれておらず、コンフォメーション変化も明らかにな
っていないため、どの変異がどのような機能異常を生じるのか不明であり、予想も難しい。RyR1
変異体から Ca2+の漏れ出すメカニズムは、どのようなものだろうか？この答えが明らかとなれ
ば、症状を抑制、または予測する方法も得られると期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、多種類の RyR1 変異体における熱応答を解析し、変異部位と熱応答性との相関を得
て、重篤な変異の集中する箇所を探る(「熱暴走マッピング」)。この解析結果から、MH に関連
した RyR1 変異体から Ca2+の漏れ出す分子メカニズムの解明を目指す。具体的な実験項目は、手
法の点から次の 2 つに分けられる。 

(1) 野生型（WT）および変異体について、熱応答性および平静時細胞内Ca2+濃度の計測 
(2) 分子動力学計算（MD）による、変異箇所とチャネル動態との相関の仕組みの解釈 

 
 
３．研究の方法 
RyR1 変異体の熱応答を解析して、RyR1 変異体から Ca2+が流出する分子メカニズムの理解を目
指して研究を進めた。(1)計測と(2)MD が本研究の主要な要素であり、うち(1)計測については、
熱応答の計測と平静時 Ca2+濃度の計測の二つを実施した。熱応答は、光学顕微鏡下で任意の場所
に微小な熱源を生成して 1 細胞ごとに熱刺激する技術（熱パルス法）を用いて行った。熱パルス
法を、RyR1 変異体を小胞体（ER）膜に発現する HEK 細胞へ応用し、蛍光 Ca2+指示薬 fluo-4 の
蛍光観察を組み合わせた光学顕微鏡系を利用して、細胞の熱パルス応答を詳細に検討した（図
１）。平静時細胞内 Ca2+濃度の計測は、研究分担者らのこれまでの方法を利用し、カフェイン刺
激により RyR1 を活性化して Ca2+を放出させることで行った。増加する細胞内 Ca2+濃度を、レシ
オ型 Ca2+蛍光指示薬の fura-2 で測ることで定量的に比較した。特に、実験を進める中で、ER 内
腔 Ca2+濃度のより詳細な解析が必要となったことから、さらに蛍光タンパク質由来の ER 内 Ca2+

プローブ GCEPIAer もあわせて利用した。また(2)においては、 変位箇所とチャネル動態との相
関の仕組みの解釈を目的に、分子動力学計算（MD）による解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
多くの成果がまとまり、いずれも論文として発表できた。 
 蛍光 Ca2+イメージングと MD とを組み合わせた解析を、N 末領域変異体（図 2）について行っ
た。N 末領域に生じた点突然変異が与える RyR1 チャネル機能についての理解が進み、論文とし
て報告した［Yamazawa T. (2020) J Gen Physiol］。 
 熱パルス法を用いたより詳細な解析は、4 種類の N 末領域変異体について行った。まず WT の
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図1. 本研究の概要。(A-C)顕微鏡系の模式図。
MHを引き起こすRyR1変異体の熱パルス応答
を、HEK293モデル細胞系により計測する。顕
微鏡下で細胞の近傍に、水に吸収される波長
1455nmのレーザーを集光して(A)、同心円状の
局所的な温度勾配を作る(B)。熱源が小さいた
め、数10-100ms程度の速さで温度勾配を生成、
消滅できる(C)。 



RyR1 では応答があまり見られないいっぽう、変異体では細胞内 Ca2+の大きな上昇が引き起こさ
れた。また Ca2+は RyR1 を通して ER 内腔から細胞質へと流出していることも確認できた。そし
て、全ての変異体において熱パルスに応答する確率は WT よりも高く、かつ同じ MH の原因と
なる変異であるにもかかわらず、熱感受性は変異体ごとに異なることが明らかになった。ここま
での成果をまとめ、オンラインアーカイブ上で公開した［Oyama K. (2020) bioRxiv］。 
 その後、並行して進めていた新たな MH モデルマウスの構築が進み、RyR1 の新規阻害薬の開
発に成功し、MH を抑制できることを見出した［Yamazawa T. (2021) Nat Commun］。そこで本モ
デルマウスより調製した骨格筋細胞の熱パルス応答についての結果を、HEK 細胞系での結果を
まとめた内容［Oyama K. (2020) bioRxiv］へ加え、査読誌へ投稿した（審査中）。また RyR1 の構
造解析に関する総説を発表した［Ogawa H. (2021) J Muscle Res Cell Motil］。 
 RyR1 の立体構造は、クライオ電子顕微鏡の進歩により、2015 年には 3 つのグループから近原
子レベルの分解能で報告された。さらにその翌年、チャネル開口状態のクライオ電顕構造も報告
されるなど、立体構造の理解は近年大きく進んでいる。しかしその一方で、RyR1 疾患関連変異
の構造-機能相関の解析はほとんど進んでいない。特に MH においては、なぜ WT に比べて変異
体からは Ca2+が漏れやすいのか、といった基本的な分子メカニズムは未解明である。RyR1 の MD
計算解析については、それほど高分解能でないクライオ電顕を用いた MD 計算の報告があるが、
本グループのように生理実験と動的構造を組み合わせた研究はなされていない。MH の研究にお
いて、熱パルスの利用は、我々の知る限り、本グループを除いてこれまでに実施された例は無い。
このような国内外の状況において、本研究より得られた成果は、その学術的な独自性・独創性の
点において、国際的にも極めて高いと考える。 
 MH に関する研究を進める中で、当初は予期していなかった関連する研究成果も並行して得ら
れた。第一に、本研究で利用する熱パルス法を、動物発生時における神経の発達において重要な
アクチンフィラメント結合タンパク質ドレブリンによるアクトミオシン活性阻害機構の解析に
応用することで、体温が 37℃であることの重要性を示唆する結果を得ることができた。本成果
は論文発表し、プレスリリースも行った［Kubota H. (2021) Nano Lett］。第二に、代謝で生じうる
細胞内の局所的な温度上昇についての理論的考察を行い、論文として報告した［Suzuki M. & 
Plakhotnik T. (2021) Appl Phys Lett］。さらに、熱パルス法の細胞応用について最新の動向をまと
め、これを総説として発表した［Oyama K. (2022) Biophys Rev］。 
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