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研究成果の概要（和文）：2型リアノジン受容体（RyR2）の活性亢進に起因する悪性不整脈は、RyR2阻害薬によ
って抑制される事が予測されるが、そのような薬は未だ存在しないため、これを検証する必要がある。まず我々
はRyR2疾患変異では、細胞質側Ca2+による制御機構（CICR）が亢進しこれが不整脈重症度を決める事を明らかに
した。次に大規模スクリーニングによる探索と構造展開による最適化を行い、RyR2特異的かつ高親和性のCICR阻
害薬を見出した。さらにRyR2変異不整脈モデルマウスを用いた抗不整脈薬効果の新たな検証方法を確立した。検
証の結果、我々の新規RyR2阻害薬はモデルマウスの不整脈を効率的に抑制することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Lethal arrhythmias caused by hyperactivation of the type 2 ryanodine 
receptor (RyR2) are predicted to be suppressed by RyR2 inhibitors. However, such RyR2-specific 
inhibitors do not yet exist, so this needs to be verified. First, we showed that disease-causing 
RyR2 mutations increase the cytoplasmic Ca2+ dependent RyR2 channel activity (i.e., CICR), which 
then determines the arrhythmia severity. We then performed high-throughput screening for RyR2 
inhibitors followed by structural optimization, and finally found a RyR2-specific and high-affinity 
CICR inhibitor. In addition, we established validation procedures for antiarrhythmic effects using 
arrhythmia model mice harboring RyR2 mutations. Our novel RyR2 inhibitor efficiently suppressed 
arrhythmias in the model mice.

研究分野：薬理学

キーワード： リアノジン受容体　不整脈　心臓　カルシウム　ドラッグスクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の結果は、これまで不整脈治療薬として存在しなかったRyR2阻害薬が新たなカテゴリーの抗不整脈薬となる
可能性を示す。RyR2阻害薬は遺伝性不整脈疾患の特効薬となる可能性があるため、社会的意義は大きい。また、
RyR2は中枢神経系など心臓以外の様々な臓器に発現しており、てんかんやアルツハイマー病への関与が提唱され
ているが、その詳細を研究する手段が少なかった。特異的RyR2阻害薬を世に出すことは、これらの重要な疾患の
機序解明にも貢献するため、学術的な意義も大きい。

※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 
生命を脅かす危険な疾患である心室性不整脈は、伝導異常によって起こるものと、歩調取り以外
の部位からの刺激生成 (異所性興奮) から起こるものとがある。前者は心臓の器質的な異常に基
づく事が多いが、後者は慢性心不全や、遺伝性疾患であるカテコラミン誘発性多型性心室頻拍
(CPVT)、QT 延長症候群 (LQTS)といったチャネル病など、心筋細胞機能の様々な変化によって
起こる。特に、2 型リアノジン受容体(RyR2)の遺伝子異常が原因で起こる CPVT1 は、激しい運
動や情動ストレスによって惹起され、若年者の突然死の原因となっている。次世代シークエンサ
ーの発達によって、これまで 300種類以上の RyR2疾患変異が同定され、以前は原因不明の突然
死とされていたものが RyR2や RyR2調節蛋白の変異が原因だという事が分かってきた。 
 異所性興奮による心室性不整脈の既存の治療薬としては、βブロッカー、Naチャネル阻害薬、
Ca 拮抗薬があるが、効果がない症例も多い（「不整脈薬物治療のガイドライン 2009年版」日本
循環器学会）。そのため、植込み型除細動器 (ICD) がよく併用されるが、ICDは不整脈発作自体
を抑えないので頻回作動すると身体にダメージが大きい。異所性興奮による不整脈を抑える新
薬が望まれている。 
正常な心筋細胞では活動電位発生時に L型 Caチャネルを通り Ca2+が細胞内に流入し、筋小胞
体の Ca2+遊離チャネル/2 型リアノジン受容体(RyR2)を活性化して Ca2+誘発性 Ca2+遊離(CICR)を
起こし筋収縮に至る。一方、心不全では長期的に交感神経の亢進状態が続くとリン酸化や Ca2+過
負荷により RyR2活性が異常亢進し、Ca2+ waveのような自発的な Ca2+遊離が起こり易くなる(図
１)。遊離された Ca2+が起電的 NCX反応により細胞外に排出される際、膜の脱分極 (EAD、DAD) 
が起こる。それが閾値を越えると triggered activity(撃発活動)、すなわち不整脈となる。心不全で
は K 電流の減少や線維化など他の要因もさらに易不整脈性を助長している。異所性興奮による
不整脈に対する既存の治療薬の作用機序は、①Naチャネル阻害薬は triggered activityを抑制し、
②Ca 拮抗薬は L 型 Ca チャネルからの Ca2+流入を抑制し小胞体の Ca2+過負荷を抑え、③β 遮断
薬は β受容体を介した L型 Caチャネルや RyR2活性の亢進を抑えるが、RyR2からの Ca2+遊離
を直接抑える訳ではない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 我々は、これら既存の不整脈の治療薬が効きにくい理由として、どの薬も亢進状態にある小胞
体の RyR2を直接に抑制しないので、自発的 Ca2+遊離をすぐに抑えられず、不整脈発生を止め切
ることが出来ないと考えた。この仮説では、起点である自発的 Ca2+遊離の抑制、即ち RyR2の抑
制が抗不整脈効果を示すと考えた。この仮説を検証するためには、まず、RyR2の活性亢進によ
って起こる様々な疾患、すなわち RyR2や関連蛋白の変異による遺伝性不整脈疾患および慢性心
不全、の不整脈発生機序を理解した上で、RyR2阻害薬を開発し、実際に不整脈モデルでその効
果を検証することが必要である。 
 
２．研究の目的 
(1) まず、遺伝子疾患や心不全における心室性不整脈を解析し、発症機序を理解する。特に RyR2
変異に伴う疾患では、Ca2+動態異常の原因に、細胞質 Ca2＋制御説と小胞体内 Ca2+制御説が提唱
されているので、まずこれを解明し、実際の患者さんの重症度との関連について明らかにする。 
 
(2) 複数の不整脈モデルマウス（RyR2変異マウス、心不全モデルマウス）を入手し、実際の不整
脈の発生パターンを解析し、薬物効果の検証をするための基盤を構築する。 

 
(3) 大規模スクリーニングによって RyR2 特異的な阻害薬を見出し、化合物最適化により RyR2

図１心筋細胞における異所性興奮の
発生機序と既存抗不整脈薬作用部位 

2 型リアノジン受容体(RyR2)活性が、
遺伝性疾患や心不全における交感神
経の緊張によって亢進すると、自発
的なCa2+遊離が起こりやすくなる。遊
離された Ca2+は起電性 NCX により細
胞外に排出され、脱分極 (EAD、DAD)
が起こる。それが閾値を越えると新
たな活動電位である triggered 
activity が発生する。 

仮説：RyR2 からの自発的 Ca2+遊離を
抑制したら不整脈は止まる。 

EAD:早期後脱分極、DAD:後期後脱分
極 



親和性の高い RyR2阻害薬を開発する。 
 

(4) (3)で開発した高親和性 RyR2阻害薬の効果を (2)の不整脈モデルマウスを用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)  RyR2発現HEK293細胞を用いた疾患変異RyR2の機能解析： Ca2+動態測定による解析は、
様々な疾患変異 RyR2を発現する HEK293細胞に、細胞質 Ca2+インジケータ蛋白 G-GECO1.1と
小胞体 Ca2+インジケータ蛋白 R-CEPIA1erを共発現させて、細胞質 Ca2+のオシレーション頻度お
よび小胞体 Ca2+を定量的に測定した。RyR2 の細胞質 Ca2+依存性活性は、RyR2 発現 HEK293 細
胞のミクロソーム分画を調整し、様々な Ca2+濃度における[3H]リアノジン結合を測定した。 
 
(2) 大規模スクリーニングによる RyR2特異的阻害薬の探索と構造展開による高親和性化合物の
開発： RyR2および小胞体 Ca2+インジケータ蛋白を共発現する HEK293細胞をマルチウェルプ
レートに撒き、小胞体 Ca2+インジケータの蛍光強度を蛍光分光光度計により経時的に測定した。
アッセイ用化合物の添加前後の蛍光強度比から、RyR2 阻害効果および活性化効果を評価した。
スクリーニングで見出したヒット化合物を元に、分担者である東京医科歯科大学、森先生の研究
室で構造展開を行った。 
 
(3) モデルマウスの不整脈の定量的評価と、化合物の薬効判定法の確立： まず RyR2変異を有
する 4系統のマウスを入手した。不整脈は、①麻酔下誘発性不整脈（イソフルラン麻酔下におい
てエピネフリン単独、あるいはエピネフリン+カフェイン混合液を注射することによって誘発さ
れる不整脈の頻度を測定）に対する化合物前投与の効果を評価する方法と、②自発不整脈（テレ
メトリ心電図装置を用い、マウスの日常活動の中で自発的に起こる不整脈の頻度を測定）に対す
る化合物投与の効果を評価する方法、により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) RyR2発現 HEK293細胞を用いた疾患変異 RyR2の機能解析と Ca2+動態の関係： 
 ヒト患者から見いだされた 10 種類の RyR2-CPVT 変異および様々な活性を有する人工的な 5
種類の変異 RyR2 を HEK293 細胞に発現させ解析を行った[1] (図２)。その結果、CPVT 変異は
HEK293細胞の細胞質 Ca2+オシレーション頻度を増し、小胞体 Ca2+濃度を減少させた(図３)。こ
れは CPVT患者の心筋で起こりうる不整脈起源の Ca2+ waveおよび小胞体からの Ca漏出とよく
対応している。また CPVT 変異は細胞質 Ca2+依存性 RyR2 活性(Arest)を多かれ少なかれ増大させ
た(図４)。そして Ca2+オシレーション頻度と Arestの間には正の相関関係が、小胞体 Ca2+濃度と
Arestの間には負の相関関係が見いだされた(図５)。CPVT患者の重症度との関係を調べると、Arest

亢進が小さめの変異は初発年齢に幅があり家族性疾患が多いが、Arest亢進が大きな変異では初発
年齢が低く孤発性が多い、すなわち機能解析から重症度が予測できることが分かった(図６)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 解析した RyR2変異部位 
青：人 CPVT変異、ピンク：人工変異。
文献[1] 

図 3 WT および CPVT 変異 RyR2 を発現する
HEK293 細胞の細胞質（上）および小胞体（下）の
Ca2+動態。CPVT変異の部位によりオシレーション頻
度および小胞体 Ca2+レベルが異なっている。文献[1] 

図 4 WTおよびCPVT-RyR2変異体のCa2+

依存性[3H]リアノジン結合。文献[1] 

図 5 小胞体 ER Ca2+レベルと Arest の関係
（左）およびCa2+オシレーション頻度とArest

の関係（右）。文献[1] 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 上述の研究に加え、遺伝子異常による不整脈の性質と Ca2+動態の関係について、循環器系の研
究者との共同研究で、多くの解析を行った。RyR2 の機能亢進型変異としては、CPVT に加えて
左室緻密化障害という解剖学的な変性を併発する RyR2-p.R169Q [2]、埋込型除細動器(ICD)の作
動により突然死が誘発された RyR2-p.Q4936Kの症例 [3]を報告した。さらに RyR2を安定化する
Ca2∔結合蛋白カルモジュリンの変異で重篤な不整脈と精神遅滞が起こる CALM2-p.E46K につい
て解析を行い、報告した [4]。 
 さらに我々は、機能喪失型変異についても解析を行った。徐脈や QT延長を示すが致死性では
ない心電図異常を起こす変異である RyR2-p.S4168P、RyR2-p.K4594Q、と、short coupled Torsases 
Pointesや心室細動などの重篤な不整脈を起こす変異 RyR2- p.E4146D、RyR2-p.S4938F、について
は、HEK293細胞での解析に加え、株化心筋細胞である HL-1細胞に変異体を発現し Ca2+動態を
観測し、チャネル活性低下による不整脈発生機序を提唱した [5]。 
 最近我々は、RyR2 作用薬の開発につなげるため、RyR2 チャネルの構造と開口調節機構の関
係の研究にも着手している。すなわち、疾患変異 RyR2のクライオ電子顕微鏡による微細構造解
析を行っている [6, 7]。特に、チャネル開口調節のキーとなるアミノ酸の役割を確認しながらの
RyR2のゲーティングに関与するコア部分の構造解析の手法は高く評価された[8]。 
 
(2) 大規模スクリーニングによる RyR2特異的阻害薬の探索と構造展開による高親和性化合物の
開発： 
 上述の小胞体 Ca濃度が RyR2活性をよく反映するという結果 [1]（図５）に基づき、RyR2お
よび ER Caセンサー蛋白を発現する HEK293細胞を用いた大規模スクリーニング系を確立した。
実際に、東京医科歯科大学の機能既知化合物ライブラリ（約 1500種類）を探索し、RyR2阻害作
用のある 3種類の化合物を見出した。これらの化合物は、単離心筋細胞において、活動電位によ
る Ca2+ transientは抑制せずに、自発的 Ca2+遊離（Ca2+ wave）だけを抑制したので、RyR2化合物
が新たな抗不整脈薬となる期待が高まった（Takenaka et al., 投稿中）。 
 さらに我々は、スクリーニング法を改良し、東大創薬機構のライブラリ、約 30,000 種類を探
索し、複数のヒット化合物を見出した。そのうちの一つ、化合物 A（IC50＝3 µM）についての構
造展開を行い、高親和性の化合物 E（IC50=15 nM)を得た（図７）。これらの一連の化合物につい
ては、特許出願を行った（WO2021162054A1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) モデルマウスも用いた不整脈の定量的評価法および化合物の薬効判定法の確立  
 ① RyR2変異マウスを用いた検討 
 再現性良く不整脈を出現させることが、マウスを用いた薬物効果の検証に重要である。そこで、
我々は RyR2疾患変異を有するマウス 4系統を譲渡および新規作製によって入手した。RyR2の
変異は、上述の図６を参考にして、ArestがWTの 3倍（変異W)、10倍（変異 X）、90（変異 Y）、
100倍（変異 Z）の変異を有するマウスを選択した。変異Wは、WTと同様に通常は全く不整脈
を示さず、イソフルラン麻酔下でエピネフリンとカフェインの混合液（Epi/Caf）の注射により約
８割強のマウスに不整脈が誘発された。変異W のマウスでは日常生活上の不整脈を計測するテ
レメトリシステムでの心電図には全く不整脈はみられなかった。一方、変異 Xは、変異Wより

図 6 CPVT患者の初発年齢と Arestの関係 
ArestがWTの 2-3倍を示す変異では初発年齢
が様々で家族性不整脈症候群もみられる。一
方 Arestが 10 倍かそれ以上の変異は、不整脈
の初発年齢が低く孤発性であった。文献[1] 

図 7 RyR2発現細胞を用いた RyR2作用薬のスクリーニング結果（左）と化合物の構
造展開の結果（右）。構造展開により IC50 が約 1/200 倍まで小さくなった（未公開デ
ータ）。 
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も不整脈が誘発されやすく、イソフルラン麻酔下で、エピネフリン単独の注射で心室性不整脈が
誘発された。また、テレメトリシステムで心電図を測定すると、すべてのマウスに活動時に断続
的な自発的な不整脈がみられた。変異 Xと Zのマウスは、麻酔下でも自発的な不整脈が時折み
られたが、繁殖率が悪くスムースな実験が困難であった。よって、薬剤の抗不整脈効果の検証は、
変異 W を用いた誘発不整脈と X のマウスを用いた自発的不整脈について検討を行うこととし
た。現在、変異マウスWと Xを用いた化合物 Eの効果検証は一通り終わり、良い結果が得られ
ている。論文を準備中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ② 心不全モデルマウス 
  心不全における不整脈も RyR2阻害薬の適用対象となる可能性があるため、2系統の心不全
モデルマウス（tnnt2 ΔK210および、dnNRSF）を用いた検討も行っている。実際に、機能既知化
合物ライブラリより見出した RyR2 阻害薬は tnnt2 ΔK210 マウスの単離心筋細胞における Ca2+ 
waveを抑制した（Takenaka et al., 論文投稿中）。また、心不全モデル dnNRSFマウス心室筋の Ca2+

動態解析では、EAD様の Ca2+減衰遅延がみられたので [9]、今後この EAD様 Ca2+シグナルに対
する化合物 Eの作用も調べる予定である。 
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