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研究成果の概要（和文）：Cav1.2チャネルのCa2+依存性不活性化には、カルモジュリンの濃度に依存した不活性
化機構が含まれることを報告した。本研究では、カルモジュリンによるCav1.2チャネルの不活性化の分子機構
を、アミノ末端側細胞内ドメインを欠如したチャネル変異体にパッチクランプ法を適用して解析した。また、チ
ャネルのカルボキシル末端細胞内ドメイン断片とカルモジュリンをグリシン鎖で繋いだペプチドを作成し、カル
モジュリンとの結合実験を行った。その結果、カルモジュリン濃度依存性のチャネル不活性化では、チャネルの
アミノ末端配列は必須ではなく、カルモジュリンがチャネルのカルボキシル末端に複数個結合することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：almodulin (CaM) is essential for the regulation of Cav1.2 channel activity. 
We reported that the Ca2+ dependent inactivation of the channel included the 
CaM-concentration-dependent manner but the molecular mechanism is still unclear. In this study, 
amino-terminal domain deletion channel maintained the CaM dependent inactivation measured by 
patch-clamp current recording. The carboxyl-terminal domain peptide linked with a CaM by Glycine 
linker bound with additional CaM. These results suggest that CaM-concentration-dependent 
inactivation induced without amino-terminal domain of the channel and with two CaM binding to 
carboxyl-terminal site.

研究分野：イオンチャネル

キーワード： Cav1.2チャネル　電気生理学実験　パッチクランプ　カルモジュリン　カルシウム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Cav1.2チャネルを含むL型Caチャネルは、心筋、骨格筋、神経系や分泌細胞に分布し、筋収縮、遺伝子発現、シ
ナプス伝達、ホルモン分泌などにおいて重要な役割を持つため、本研究により得られた知見を広く応用できる。
また、カルモジュリンにより制御されるチャネルはCaチャネルの他に多数あり、それらの作用機序の解明に貢献
できる。カルモジュリンの遺伝子異常から病態につながる例も報告されており、カルモジュリンによるチャネル
の活性調節は重要な位置づけにある。

※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 
Cav1.2 チャネルは、心筋ペースメーカー細胞（洞房結節細胞）における活動電位の自発的発
生や心房筋、心室筋細胞における活動電位プラトー相の形成、興奮性細胞における興奮収縮連関
（E-C Coupling）、転写制御（E-T Coupling）、分泌制御（E-S coupling）において重要な役割を
果たしている。その分子機構については未解明な点が多い。 
カルモジュリンは、Ca2+センサー蛋白であり、Cav1.2 チャネルの制御に不可欠である。チャネル
ポア（孔）を形成するα1サブユニットに 1分子のカルモジュリンが恒常的に結合しており、Ca2+

依存的に結合様式を変化させ、チャネルの活性を調節するモデルが一般的である。Ca2+結合カル
モジュリンはチャネルを不活性化し、細胞内への過剰な Ca2+流入を抑制する。その結合様式は、
チャネルのカルボキシル末端部にカルモジュリンが結合するモデルと、チャネルのアミノ末端
部とカルボキシル末端部をカルモジュリンが架橋するモデルに分かれる。また、チャネルのカル
ボキシル末端部に 2 分子のカルモジュリンが結合した結晶構造が報告されたが、その機能につ
いては言及されていない。  
 
 
２．研究の目的 
Ca チャネルの調節機構は、N型（Cav2.1）や P/Q 型（Cav2.2）など L型（Cav1.1-1.4）以外に
おいても電気生理学実験や分子生物学実験によって研究が進められている。各々の研究室から
モデルが提唱されているが、十分な証明はなされていないのが現状である。我々はパッチクラン
プ法の一つである Inside-out patch 法を用いて Ca チャネルの調節におけるカルモジュリンの
役割を追究してきた。Inside-out patch 法は、Ca2+濃度やカルモジュリン濃度を任意に変換でき、
付加のタイミングなどを的確に操作できるため、詳細な条件設定のもとチャネル応答を記録す
ることが可能である。この方法により、カルモジュリン濃度依存性の変化、つまり Ca2+濃度非依
存性の調節機構をも実験的に再現できることを報告した [Journal of Pharmacological 
Sciences (2010):引用文献①]。 
先行実験では、チャネルのアミノ末端ドメインを除去し、カルボキシル末端にカルモジュリン
を繋いだチャネルでは、Ca2+濃度依存性の不活性化は消失するが、カルモジュリン濃度依存性の
不活性化は観察された。よって Ca2+濃度依存性の不活性化にはアミノ末端ドメインは不要である
ことが示唆された。しかし、Ca2+濃度依存性不活性化に対するカルモジュリン濃度依存性の不活
性化の位置づけはできていない。本研究では、パッチクランプ法によるチャネル電流解析と、チ
ャネル断片ペプチドとカルモジュリンの結合実験により、カルモジュリン濃度依存性の活性調
節の分子機構を解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) パッチクランプ法による解析 
HEK293 細胞に、Cav1.2 チャネルの主サブユニットであるα1C、副サブユニットであるβ2aと
α2δを共発現させる（野生型）。発現効率はプラスミドに組み込まれた蛍光タンパク GFP により
確認した。カルモジュリンは HEK293 細胞からクローニングし、大腸菌 BL21 で合成した後、疎水
性カラムを用いてゲル濾過生成したものを用いた。 
 チャネルの電流解析は、プラスミドの導入後 24時間から 72時間の間でおこなった。パッチク
ランプ法の cell-attach mode（細胞内環境が保たれた状態）と inside-out mode（cell-free の
状態）で記録し、cell-attach mode でのチャネル活性を 100%として inside-out mode での活性
を評価した。これまでの研究から、inside-out mode でチャネルの活性を維持するためには、1
μM カルモジュリンと 3 mM ATP が必須であるため、80 nM Ca2+とともに基準溶液とした [The 
Journal of Physiology, (2017):引用文献②]。 
 初めに cell-attach mode で数分間のチャネル電流の記録を行い、その後、基準溶液の Ca2+濃
度（nM）を 0、80、250、500、2000 に置換し、inside-out mode でチャネル電流の記録を行った。
これによって、Ca2+濃度依存性のチャネル不活性化の観察が可能となる。または、基準溶液のカ
ルモジュリン濃度(μM)を 0、0.3、1、3、10 に置換し、カルモジュリン濃度依存性のチャネル不
活性化を観察する。 
 
① Cav1.2 チャネルのアミノ末端側細胞内ドメインを除いたαサブユニット（変異体）を作成し
た。野生型と比較することにより、アミノ末端側細胞内ドメインの不活性化への関与を調べる。 
 
② Cav1.2 チャネルのカルボキシル末端側細胞内ドメインの遠位側約 3分の 2を除き、切断部に
グリシン鎖を介してカルモジュリンを繋いだ変異体（チャネル-カルモジュリン複合体）を作成
した。グリシン鎖の長さは 8、12、24、48、60 とする。グリシン鎖の長さはカルモジュリンの自
由度に対応すると考える。 



 
(2) チャネル断片ペプチドとカルモジュリンの結合実験 
Cav1.2 チャネルのカルボキシル末端側細胞内ドメインの近位側約 3 分の 1 とグリシン鎖を介
してカルモジュリンを繋いだペプチドを作成した。グリシン鎖の長さはパッチクランプ実験で
用いたチャネル－カルモジュリン複合体に倣って 8、12、24、48、60 とする。対照として、カル
ボキシル末端側細胞内ドメインペプチドを用いる。各ペプチドは大腸菌 BL21 で合成し、可溶性
をあげるために GST 融合タンパクとした。これらの GST 融合タンパクとカルモジュリンの結合
を、カルモジュリン濃度を変えて調べた。反応液の Ca2＋濃度は 1 mM とした。 
 
 
４．研究成果 
(1)① チャネル変異体の活性は、野生型と同じように、0から 80 nM Ca2+でわずかに増加し、80-
2000 nM で減少した。野生型との比較では、高濃度 Ca2+で差が生じることを予想したが、確認で
きなかった。さらに実験数を重ねて検討する必要がある。 
Inside-out でのチャネル活性の最大値は 70％程度で、過去にモルモット心室筋細胞を用いた
結果（100-120%）と比べて低いが、原因は不明である。カルモジュリン、ATP の他に、チャネル
の活性調節に関わる因子があることが示唆された。 
 
(1)② チャネル-カルモジュリン複合体は、グリシン鎖の長さに応じて、カルモジュリン濃度依
存性の不活性化が大きくなった。グリシン鎖 8と 12では、ほぼ不活性化は見られず、チャネル
活性は 100%を維持した。 
 
(2) チャネルペプチドとカルモジュリンは、パッチクランプ実験で用いた変異体に倣ってグリ
シン鎖でつなぐ計画であったが、大腸菌での蛋白合成が困難であったため、グリシン鎖を同じ長
さのチャネルのカルボキシル末端側細胞内ドメインの遠位部の配列（アミノ酸残基数：リンカー
12と 60）に置き換えた。それらの配列は立体構造をとらない、極性のない配列を選んだ。 
 GST 融合タンパクは、大腸菌内在性のプロテアーゼで切断されやすく、純度と量を確保するた
めの条件検討が必要であった[Protein Expression and Purification (2019):引用文献③] 
 リンカー12では、高濃度カルモジュリンを加えても、ほぼカルモジュリンは結合しなかった。
リンカー60 では、カルボキシル末端側細胞内ドメインペプチド（対照）と比較して、カルモジ
ュリンとの親和性はやや低くなったが、カルモジュリンの最大結合量は同程度であった。 
 
 (1)②のパッチクランプ実験に対応させると、短いリンカーでは、リンクさせたカルモジュリ
ンがチャネルペプチドと結合しており、2個めのカルモジュリンが結合しにくいために不活性化
がおきないことが考えられる。長いリンカーでは、野生型と同等に不活性化がみられ、対照と同
等にカルモジュリンの結合がみられることから、チャネルカルボキシル末端側細胞内ドメイン
近位部へ 2 分子のカルモジュリンが結合することが、カルモジュリン依存性の不活性化の分子
機序であることが示唆された。しかし、カルモジュリンがチャネルのアミノ末端部とカルボキシ
ル末端部を架橋する可否については結論できない。 
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