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研究成果の概要（和文）：リアノジン受容体の突然変異はチャネル活性の亢進を引き起こし、種々

の筋疾患の原因となる。本研究では、チャネル活性化のメカニズムと考えられているサブドメ

イン間相互作用について金粒子ラベルおよび FRET によって解析した。サブドメイン 1 と 2 は

極めて近接して相互作用していることがわかった。一方、チャネル領域のサブドメイン 3 の変

異は S4-S5 リンカーを介するチャネルゲーティングに影響を与えることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Disease-associated mutations in ryanodine receptor/Ca2+ release 
channel hyperactivate the channel. Interdomain interaction is proposed to be involved in 
the mechanism of hyperactivation. Here, we examined interaction between subdomains 1 
and 2 by nanogold labeling and FRET. We found that subdomains 1 and 2 are closely 
located and interact to each other. In addition, mutations in subdomain 3 may affect the 
channel gating by altering the interaction via the S4-S5 linker.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 リアノジン受容体（RyR）は骨格筋および
心筋の細胞内 Ca 遊離チャネルで、興奮収縮
連関に重要な役割を果たしている。RyR 遺伝
子の突然変異は骨格筋では悪性高熱症（MH）
やセントラルコア病（CCD）、心筋ではカテ
コラミン誘発性心室性頻拍（CPVT）や不整
脈源性右室心筋症（ARVC）などの筋疾患を
引き起こす。RyR は N 末が細胞質で foot 構

造を形成し、C 末がチャネルを形成する膜貫
通セグメントである。疾患関連変異は細胞質
の 2 カ所（サブドメイン 1 および 2、SD1, 
SD2）と膜貫通セグメント（SD3）の 3 カ所
に集中しており、疾患変異を有する RyR は
チャネル活性が異常亢進していることが知
られていた。 
 研究代表者はこれまでの一連の研究によ
り、SD1 と SD2 の相互作用に競合的に作用
すると考えられるドメインペプチドが RyR



のチャネル活性を亢進させること、およびチ
ャネル活性が亢進している MH 変異ではド
メインペプチドの効果が減弱していること
を見出した。これらの結果は、RyR のチャネ
ル活性は二つのサブドメイン（SD1 と SD2）
間の相互作用により制御されていて、疾患変
異はこの相互作用を破綻させチャネル活性
を亢進させるという仮説に一致していた。し
かし、RyR は分子量が 200 万を超える巨大な
膜タンパク質であり、アミノ酸残基レベルで
の構造情報が得られていなかった。また、
SD3 の変異がどのように疾患を引き起こす
のかは明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本申請研究では、相互作用すると考えられる
二つのサブドメイン（SD1 および SD2）をナ
ノゴールドおよび FRET プローブで標識し
て解析をおこない、SD1 と SD2 が実際に相
互作用しているかどうかをアミノ酸残基レ
ベルで調べることを目的とした。また、SD3
の疾患変異によるチャネル活性亢進の分子
メカニズムについても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1)プローブ導入用変異 RyR の作製 
 
 SD1 および SD2 への相互作用検出用プロ
ーブの導入は His-tag を介して行った。RyR1
遺伝子に His-tag（10×His）を挿入後、HEK
細胞に安定発現した。発現タンパク質は分子
内に導入した Streptavidin binding peptide 
(SBP)-tag により精製した。His-tag リガンド
は C2-NTA を 5 nm 金粒子または
Cy3-maleimide と反応させて作製した。 
 SD3 の疾患変異については、S4-S5 リンカ
ー中に存在する変異（T4825I）を作製した。
また、S4-S5 リンカーのアミノ酸をそれぞれ
アラニン置換した変異体も作製した。 
 
(2)サブドメインマッピング 
 
精製した His-tag 挿入 RyR1 に Ni-NTA 修飾
金粒子を結合させ、ネガティブ染色法により
電子顕微鏡観察した。金粒子の位置を RyR
立体構造上にマッピングした。 
 
(3)FRET イメージング 
 
RyR1 の二つのサブドメイン（SD1、SD2）
の一方に GFP を他方に His-tag を導入して
Cy3-NTA を結合させた。サブドメイン間の
FRET を観察した。 
 
(4)チャネル活性解析 

 
RyR チャネルの活性は、HEK 細胞のカフェ
イン誘発性 Ca2+遊離および精製 RyR を用い
た[3H]リアノジン結合により評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1)SD1 と SD2 の相互作用解析 
 
 SD1 または SD2 に His-tag を導入した
RyR1 に Ni-NTA 金粒子を結合してネガティ
ブ染色法により電子顕微鏡観察を行った。そ
の結果、SD1 と SD2 はいずれも RyR1 立体
構造上の domain 5 および 9 の近傍に局在す
ることが明らかとなった。この結果は、SD1
および SD2 に GFP をラベルして得られた結
果（Wang et al. JBC, 2007）と一致していた。
したがって、SD1 と SD2 は立体構造上で近
接していることが示唆された。 
 SD1 に GFP および SD2 に His-tag を介し
て Cy3 を導入した RyR1 で FRET を測定し
たところ、両者の間で有意な FRET が検出さ
れた。GFP と Cy3 を交換した場合でも同様
な結果が得られた。したがって、SD1 と SD2
は極めて近接していると考えられる。MH 変
異を導入した変異体で同様な実験を行った
ところ、FRET 効率については野生型と有意
な差が得られなかった。このことは、MH 変
異は局所での相互作用を変化させるが、ドメ
イン全体に及ぶグローバルな変化ではない
ことを示唆している。 
 以上の結果は、SD1 と SD2 が極めて近接
した部位に位置して相互作用していること
を強く示唆している。疾患変異は局所におけ
る相互作用を変化させることで活性に影響
を与えることが考えられる。相互作用のより
詳細な理解のためには、結晶構造解析などの
原子レベルでの構造情報が必要となろう。 
 
(2)SD3 における疾患変異と活性の関連 
 
 SD3 に存在する疾患変異は膜貫通セグメ
ント内およびセグメントを繋ぐリンカーに
存在している。最近の電位依存性カリウムチ
ャネルの結晶構造解析から、S4-S5 リンカー
がチャネルゲーティングに重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。RyR1 の
予想される S4-S5 リンカー中には MH 変異
（T4825I）が存在するので、この変異体の性
質および S4-S5 リンカーの役割を調べた。 
 T4825I は野生型に比べてチャネル活性が
亢進していた（図 1）。興味深いことに、スレ
オニン残基をアラニンに置換したT4825Aは
逆に活性が低下した（図 1）。これは、当該ア
ミノ酸残基の種類により活性が調節されて
いるという興味深い結果である。 
 



 次に、S4-S5 リンカーの 5 アミノ酸
（T4825-S4829）についてアラニン置換体を
作製して、その活性を調べた。その結果、活
性が大きく低下するもの（T4825A、S4829A）、
中等度に低下するもの（I4826A、S4828A）、
逆に活性が著明に上昇するもの（L4827A）
とさまざまな変化を示した（図 2）。 

 S4-S5 リンカーの当該部位は高い helix 
probability が予想されている。そこで、α
-helical representation を描画したところ、
著明な低下を示すもの（T4825、S4829）が
クラスターを形成し、活性上昇を示す L4827
はちょうど反対に位置することがわかった

（図 3）。この結果は、S4-S5 リンカーはαヘ
リックスを形成して、チャネルゲーティング
に重要な役割を果たしていることを示唆し
ている。 

 以上の結果から、SD3 領域の疾患変異のい
くつかは S4-S5 リンカーの機能に影響を与
えて活性化を起こしている可能性が示唆さ
れた。S4-S5 リンカーが他のドメインとどの
ように相互作用しているかは未だ不明であ
り、今後はこの点を明らかにする必要がある。 
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