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研究成果の概要（和文）： 

 カルモジュリンによる L型 Ca チャネルの調節機構を解明することを目的とし、電気生理学的

手法を用いて、チャネル変異体の活性を解析した。結果から、チャネルの活性化にはカルモジ

ュリンの結合が必須であること、野生型ではカルモジュリンに加え ATP が必要であるのに対し、

変異体ではカルモジュリンのみで活性を示すこと、カルモジュリンと ATP がチャネル C末端近

位部に結合し、その作用は C末端遠位部により抑制されることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We measured activity of L-type Ca2+ channel and its mutants, C-terminal deletion (delta 
CT) and delta CT linked with calmodulin (CaM), using patch-clamp technique (inside-out 
mode). We found that binding of CaM to the channel was required for the channel activity. 
Unlike the wild type channel, the mutants did not require ATP for the channel activity.  
It was suggested that CaM and ATP interacted with a proximal part of C-terminal thereby 
producing the channel activity, which was modulated negatively by a distal part of 
C-terminal. 
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１．研究開始当初の背景 
 L 型 Ca チャネルは、細胞内の Ca イオンに
より制御されており、Ca イオン濃度に依存し
た促通(Ca2+-dependent facilitation: CDF)
と不活性化（Ca2+-dependent inactivation: 

CDI）現象が知られている。それらの調節機
構の主因子としてカルモジュリンが注目さ
れている。カルモジュリンは４つの Ca2+結合
部位（EF-hand モチーフ）をもち、細胞内 Ca2+

濃度の変化を受けてチャネル活性を調節す
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る。しかし、その分子的機序は明らかになっ
ていない。カルモジュリンの結合部位につい
ては、チャネル C末端部に IQ配列があるが、
それ以外にも複数の親和性の高い部位が報
告されており、チャネル変異体を用いた解析
が進行中である。さらに、リン酸化などのカ
ルモジュリン以外の因子による修飾作用を
考慮すると、実際の作用機序は複雑であるこ
とが予想される。これまでに、電気生理学的
実験や、光学的手法による結合実験、チャネ
ルペプチドの結晶化解析が報告されている
が、全体像は明らかになっていない。 

Mori et al. (2004) は、チャネル C 末端
部アミノ酸 1671 番以降を除いた変異体
（C-terminal deletion）と、さらにカルモ
ジュリンを融合させた変異体（C-terminal 
deletion linked CaM） を作成し、電気生理
学的手技の一つである Whole-cell clamp 法
により解析した。その結果、Ca チャネルの
CDI は１分子のカルモジュリンにより調節さ
れており、細胞内の Caイオン濃度の変化が、
カルモジュリンとチャネルの結合関係を変
化させることが示唆された。 
 一方、我々の研究では、Inside-out 法を用
いた解析から、L型 Caチャネルの制御は CDI、
CDF に加えて、カルモジュリン濃度依存性の
不活性化があることを見出した [Han et al., 
2010: 発表論文②; Guo et al., 2010: 発表
論文③]。また、チャネル断片ペプチドとカ
ルモジュリンの結合実験（pull-down assay）
を基に [Asmara et al., 2010: 発表論文①]、
複数のカルモジュリンが同時に作用しチャ
ネルの活性を制御する新規のモデルを提唱
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、電気生理学的手法を用いてカ
ルモジュリンによるチャネルの調節機構を
解明することを目的とした。チャネル変異体
の活性を inside-out 法（cell-free 系）で記
録し、whole-cell clamp 法での解析結果との
対応を行うことにより、カルモジュリンの作
用機序について検討した。 
 
３．研究の方法 
 HEK293 細胞に、L型 Ca チャネル（Cav1.2）
のα、β、α2δサブユニットを共発現させ、
活性を inside-out 法で観察する。αサブユ
ニットは、野生型、1671 番アミノ酸以降を除
いた変異体（C-terminal deletion channel: 
Cav1.2Δ）、Cav1.2Δに 8残基のグリンシン
を介してカルモジュリンをリンクさせた変
異体（C-terminal deletion linked CaM 
channel: Cav1.2ΔCaM）、Ca2+非感受性カルモ
ジュリンをリンクさせた変異体
（Cav1.2ΔCaMmut）を使用した。各チャネル
サブユニットのプラスミドは、Mori et al. 

により作成された [Mori et al., (2004) 
Science]。チャネルの発現効率は、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 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精製した。これ
までの研究から、基準となる活性は 1 M カ
ルモジュリン、3 mM ATP、80 nM Ca2+に調整
したテスト溶液（細胞内液に相当）を
inside-out で付加する事により測定した。 
 
以下の観察を行った。 

(1) Run-down の特徴について：  
L 型 Ca チャネルは inside-out 後、数分の

内にその活性が減衰する（run-down 現象）。
本研究では、inside-out から 3-5 分間（fast 
phase）7-9 分間（late phase）の平均チャネ
ル活性を、cell-attach の 2 分間の平均活性
（生理的な細胞内環境での活性状態）と比較
評価した。 
 
(2) カルモジュリンの作用について：  
野生型と Cav1.2Δ にカルモジュリンを付加
し、その活性を Cav1.2ΔCaM と比較した。 
 
(3) ATP の作用について：  
各々のチャネルに ATP を付加し、その活性を
比較した。 
 
(4) Ca2+濃度とチャネル活性の関係について： 
テスト溶液の Ca イオン濃度を変化させ（10 
nM - 10 M）、CDI を観察した。また、
Cav1.2ΔCaMmut の活性を観察し、カルモジュ
リンの Ca2+感受性による影響を検討した。 
 
(5) カルモジュリン濃度とチャネル活性の
関係について：  
テスト溶液のカルモジュリン濃度を変化さ
せ（0 - 10 M）、カルモジュリン濃度の上昇
によるチャネルの不活性化現象を観察した。 
 
(6) チャネルとカルモジュリンを繋ぐグリ
シン鎖の長さについて： 
長さの異なるリンカー（4, 8, 12, 48, 72 グ
リシン残基）の Cav1.2ΔCaM を比較し、グリ
シン鎖の長さによるチャネル活性への影響
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) Cav1.2Δ は、inside-out 後、野生型と
同 様 に チ ャ ネ ル 活 性 が 減 衰 し た 。
Cav1.2ΔCaMの活性はinside-out後も維持さ
れた。このことから、チャネルからカルモジ
ュリンが外れることによって run-down が誘
起されることが示された。Cav1.2ΔCaM の
late phase での活性は、fast phase と比較
して減少したため、チャネルの活性維持には



 

 

カルモジュリン以外の因子が必要であるこ
とが示唆された。 
 
(2) Cav1.2Δは、カルモジュリンを付加する
ことにより Cav1.2ΔCaMと同程度の活性を示
した。野生型はカルモジュリンのみでは、活
性を示さない。過去の報告からも野生型では、
カルモジュリンと同時に ATPの付加が必須で
あることが判明している。ATP の作用につい
ては、リン酸化を介したものではないことが、
これまでの実験から判明しているが、その詳
細は明らかでない。以上の結果から、C 末端
配列のない変異体では、カルモジュリンのみ
でチャネルの活性化が可能であることが示
された。C 末端遠位部の役割について本研究
では直接的な実験を行っていないが、自己抑
制ドメインや PKAによるリン酸化部位があり、
チャネルの活性調節との関係について、更に
検討が必要である。 
 
(3) 野生型と Cav1.2Δ は ATP のみでは、活
性を示さない。Cav1.2ΔCaM は、ATP を付加
することにより、特に late phase での活性
が上がった。Cav1.2Δ は、カルモジュリンと
ATP を付加することにより、Cav1.2ΔCaM と
同程度の活性を示し、late phase での活性も
カルモジュリンのみによる活性と比較する
と Cav1.2ΔCaM と同様に上昇した。これらの
結果から、チャネル活性の長期の安定化には
ATP が有効であることが示唆された。 

野生型は、カルモジュリンと ATP を付加す
ることにより活性を示したが、変異体との比
較では活性レベルは低かった。Whole-cell 
clamp 法による解析では、C 末端配列を除く
ことにより、チャネルの電流密度が上昇する
という報告があるが、分子機構については明
らかでない。以上のことからも C末端遠位部
の作用について今後の課題として検討する
必要がある。 
 
(4) Ca2+濃度の上昇により、野生型、Cav1.2Δ、
Cav1.2ΔCaM の活性は減衰した。これは CDI
現 象 を 再 現 し て い る と 考 え ら れ る 。
Cav1.2ΔCaMmutでは、CDIは見られなかった。
その原因としてカルモジュリンが Ca2+非感受
性であるために、Ca2+濃度の上昇にチャネル
が反応しないことが挙げられる。このことか
ら、カルモジュリンの Ca2+センサーとしての
働きを確認できた。さらに高濃度の Ca2+条件
下は、Cav1.2ΔCaMmut の活性が抑制された。
これは、カルモジュリン以外に Ca2+を感知す
る仕組みがチャネルに備わっていることを
示唆する結果である。 
 
(5) カルモジュリン濃度の上昇に伴い、野生
型、Cav1.2Δの活性は減少した。Cav1.2ΔCaM
では、カルモジュリン濃度の上昇による活性

の変化は見られなかった。Cav1.2ΔCaM に対
する第 2のカルモジュリン（外部から付加さ
れるカルモジュリン）が影響しない点につい
ては、whole-cell clamp 法による解析結果に
矛盾しない。しかし、野生型、Cav1.2Δ で不
活性化がおきる点については、複数のカルモ
ジュリンが同時にチャネルに作用するとい
う我々のモデルを支持する結果である。 
 
(6) Cav1.2ΔCaM のグリシン鎖の長さが 48残
基以下では、8 残基の Cav1.2ΔCaM と同様に
CDI を示し、カルモジュリン濃度の上昇によ
る不活性化は見られなかった。72 残基では、
Cav1.2Δ と同様にカルモジュリンなしでは
活性がなく、カルモジュリン存在下で CDI を
示し、カルモジュリン濃度の上昇に伴う不活
性化が見られた。これらの結果から、チャネ
ルとカルモジュリンを繋ぐグリシン鎖が、立
体構造の変化に影響していることが考えら
れるため、変異体の立体構造を含めた解析が
必要である。 
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