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研究成果の概要（和文）：私たちは、心筋細胞の筋小胞体（SR)に存在する心筋型Ca2+放出チャネル（リアノジ
ン受容体：RyR2)の機能異常、特にRyR2-カルモジュリン(CaM)連関障害が心不全・心肥大・致死的不整脈の発症
に深く関与することを報告した。RyR2へのCaMの結合親和性の増強が、拡張期Ca2+濃度上昇の抑制を介して心不
全・心肥大・致死的不整脈に対する新たな包括的治療戦略となりうるかを証明するとともに、臨床的にも(RyR2
安定化→CaM解離抑制作用を有する)ダントロレンの心不全・重症不整脈に対する有効性を多施設共同二重盲検ラ
ンダム化比較試験（RCT）により明らかにする。

研究成果の概要（英文）：We have found that the cardiac Ca2+ release channel (ryanodine receptor: 
RyR2) present in the sarcoplasmic reticulum (SR) of cardiomyocytes is dysfunctional, especially the 
RyR2-calmodulin (CaM)-linked disorder is associated with heart failure, cardiac hypertrophy, and 
fatal arrhythmias. reported that it is deeply involved in the onset of We will prove that enhancing 
the binding affinity of CaM to RyR2 can be a new comprehensive therapeutic strategy for heart 
failure, cardiac hypertrophy, and fatal arrhythmias through suppression of diastolic Ca2+ 
concentration elevation, and clinically (RyR2 To clarify the efficacy of dantrolene for heart 
failure and severe arrhythmia by conducting a multicenter, double-blind, randomized controlled trial
 (RCT).

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 心不全　致死的不整脈　リアノジン受容体　カルモジュリン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「心不全・致死的不整脈の要因としてCa2+ 漏出が重要である」との考え方は多くの研究施設間でコンセンサス
が得られているが、いかなるRyR2内の分子連関によりCa2+ 漏出を生じるか？は明らかではない。その点、「点
突然変異・酸化ストレス・（PKAまたはCaMKIIによる）過リン酸化が、共通してドメイン連関障害からCaM解離→
Ca2+ 漏出を引き起こし心不全・心肥大・重症不整脈の発症に深く寄与しており、CaM解離を抑制することが心不
全・心肥大・重症不整脈の治療に有効である」との考え方は斬新かつ独創的であり、数多くの論文dataによりそ
の正当性は裏付けられている。

※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 

私たちは、点突然変異・交感神経系の過緊張・酸化ストレスなどの先天的・後天的因子に起因し
て RyR2 内 の N-terminal (1-600a.a)-central (2000-2500 a.a.) 間 の ド メ イ ン 連 関 障 害
（zipping→unzipping）→CaM 解離→Ca2+漏出という一連の現象が生じ、心不全やカテコラミン誘
発性心室頻拍（CPVT）が誘導されること、また（骨格筋型 RyR1 の点突然変異病である）悪性
高熱症の特効薬であるダントロレンが、RyR1 のみならず RyR2 内の domain 連関障害も是正し
CaM 解離を抑制し Ca2+漏出を阻止し、心不全・CPVT を抑制することを報告してきた(Circulation 

2005, 2008, 2011, J Am Coll Cardiol 2009, Circ Res 2010, BBRC. 2010, Cardiovasc Res 2012)。さらに
RyR2からのCaM解離を選択的に抑制することがCa2+漏出を阻止したことから(BBRC 2014, Heart 

Rhythm 2016)、「CaM は RyR2 チャネル調節の鍵分子である」と考えた。RyR2 内 CaM 結合部位
を変異させ 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あり、「CaM は RyR2 チャネル調節の
鍵分子である」との考え方を支持する。そこで RyR2 チャネル制御に関して以下の仮説を立てた。 

仮説:RyR2 に対する点突然変異・酸化ストレス・交感神経系の過緊張は共通して、ドメイン連関
障害→CaM 解離→Ca2+漏出を引き起こし、心不全・心肥大・致死的不整脈の発症を誘導し、逆に
RyR2 からの CaM 解離を遺伝的または薬理的に抑制すれば発症を抑制しうる。 

この仮説を厳格に検証するため、RyR2 内 CaM 結合ドメイン(3584-3603 a.a.)の変異ペプチドを多
数スクリーニングし、CaM の結合親和性が著しく高まる１アミノ酸変異（V3599K）を見出した
後、RyR2 V3599K knock-in (KI)マウスを独自に開発した(JCI Insight. 2019 Jun 6;4: 126112) 。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
抑制され運動誘発性心室頻拍が消失するという興味深い結果を得た(JCI Insight. 2019 Jun 6;4: 

126112)。この事実は、RyR2 からの CaM 解離が、CPVT の発症に決定的に関わることを示す。本
研究では、この KI マウスを用いて前述の仮説を基礎的に検証するとともに、臨床的にもダント
ロレンを用いて明らかにする。 

 

２．研究の目的 

本研究では、独自に開発した「RyR2 からの CaM の解離」を遺伝的に抑制した KI マウス(RyR2 

V3599K KI マウス)を用いて、「RyR2 からの CaM 解離」を選択的に抑制することが、心不全・心
肥大・致死的不整脈の是正につながるか、を実験的に厳格に検証するとともに、臨床的にもダン
トロレンを用いて、「RyR2 からの CaM 解離」の抑制が、心不全・重症不整脈に対して有効であ
るか？を、多施設共同二重盲検ランダム化比較試験（RCT）により世界で初めて明らかにするこ
とを目的とする。一方、RyR2 は心血管系のみならず、脳を含め広範な組織でも小胞体(ER)に分
布しているため、酸化ストレスなどの後天的因子に起因して「RyR2 からの CaM 解離→Ca2+ 漏
出」が生じ ERストレス病の共通の target となっている可能性がある。実際に、RyR2 V3599K KI

マウスを、理化学研究所の西道・斉藤らが作成した次世代型アルツハイマー病マウス：AppNL-

G-F{アミロイド β 前駆体タンパク質の４カ所７アミノ酸が変異; Nat Neurosci 2014;17:661-3}、と
交配させ AppNL-G-F/RyR2 V3599K double homo マウスを作成したところ、AppNL-G-F マウスと
比し AppNL-G-F/RyR2 V3599K double homo マウスでは、短期記憶は改善、海馬の神経細胞数は
増加、ER ストレスマーカーである ATF6, GRP78 の発現は抑制されていた。このような RyR2 安
定化による ERストレス病治療という概念は申請者ら独自のものであり、既存の概念にとらわれ
ない画期的な治療法の開発につながると思われる。 

 

３．研究の方法 

(1) 後天的要因（圧負荷、心筋梗塞）に伴う心不全、心肥大、致死的不整脈の発症を RyR2 から
の CaM 解離抑制により阻止しうるかの検証： a)胸部大動脈狭窄（TAC）による慢性圧負荷ある
いは b)LAD 結紮による心筋梗塞（MI）負荷をマウスに適用し、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、生存率を解析する。その際、（RyR2 

V3599K KI による）遺伝的および（ダントロレンによる）薬理的な CaM 解離抑制の、心機能・
催不整脈性・予後に及ぼす効果を検討する。 

 

(2)「CaM 解離→Ca2+漏出」が心肥大発現につながる機序の解明:  

単離心筋細胞に対して収縮（Ca2+放出）期：Ps、拡張（Ca2+取り込み）期：Pd の各時相で選択
的圧負荷（200mmHg）が可能な密閉培養チャンバーを独自に作成し、「圧負荷が直接心筋細胞に
作用してCa2+解離→Ca2+漏出を介して肥大のスイッチがはいる」との仮説を検証する。この際、
収縮の影響を除外するため、収縮阻害薬の 2, 3-butanedione monoxime (BDM)を添加し、無収縮下
で Ca2+ transient のみ生じる状況で実験を行い、以下 i)圧負荷が CaM 解離→Ca2+漏出を引き起こ
すか？ ii) 「CaM 解離→Ca2+ 漏出」が心肥大を引き起こすか？ を検証する。 

 

(3) 片腎摘出(UNX)＋塩分負荷およびミネラルコルチコイドタブレット植え込み(DOCA-salt)に



よる高血圧拡張障害ラットモデルを作成する。ダントロレン慢性（内服）投与 WT ラットにおい
て、心エコーによる左室収縮、拡張機能、単離心筋細胞での心筋細胞収縮能、Ca2+放出能、RyR2-

CaM 連関を検証する。 

 

(4) ダントロレンの心不全・重症不整脈に対する有効性を証明する多施設共同二重盲検ランダム
化比較試験（SHO-IN trial）：まず私たちは、十分量
の β 遮断薬およびアミオダロンが投与された後も
持続性心室頻拍が頻発する連続９症例中８例で心
室頻拍の停止を確認した。この臨床経験に基づき、
ダントロレンの心不全・重症不整脈に対する有効性
を証明する多施設共同二重盲検ランダム化比較試
験（SHO-IN trial;300 症例）(デザイン論文：Journal 

of Cardiology, in press)が進行中でありる。 

 

４．研究成果 

(1) TAC マウスにおいては、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。また予後が著しく改善された（図 1）。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。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（図
2）。 

さらに、CaM の RyR2 からの解離を誘発するメカニズ
ムを解析するため、単離培養心筋細胞に、収縮期と拡
張期と分離して圧
負荷をかけたとこ

ろ収縮期の圧負荷においてのみ、RyR2 から CaM の解離を誘発
した。一方で RyR2 V3599K KI マウスの単離心筋細胞は収縮期
の圧負荷でも RyR2 からの CaM の解離を抑制した（図 3）。 

 

(2) 心筋梗塞マウスにおいては、MI 作成後にみられるカテコ
ラミン負荷誘発性の心室頻拍
は生じず、左室リモデリング、
心筋細胞肥大も抑制され、予後
は著明に改善した（図 4）。 

 

(3) UNX+DOCA-salt WT ラットでは、心重量、肺重量、左室繊維

化はいずれも増加し、左室 static compliance は低下した。一方、

ダントロレン慢性投与により、心重量、肺重量、左室繊維化はい

ずれも減少し、左室の static compliance は正常化した（図 5） 

 

(4) ダントロレンの心不全・重症不整脈に対する有効性を証明す

る多施設共同二重盲検ランダム化比較試験（SHO-IN trial）は登録

症例が 300 例となり、登録を終了した。 
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