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研究成果の概要（和文）：L型カルシウムチャネルb2aサブユニットの病態的意義をリン酸化と細胞内局在から検討した
。b2aサブユニットは心筋細胞においてカルモデュリン依存性キナーゼのリン酸化をうけ、横行小管とカベオラのマイ
クロドメインに存在する。b2aサブユニットのリン酸化はカベオラマイクロドメインにて特異的に生じ、肥大反応を増
強させた。また心筋特異的非リン酸化変異b2aサブユニット過剰発現マウスを作製し心肥大反応を検討した結果、リン
酸化の抑制によりa1AR刺激によるb2aサブユニット発現時の過剰な肥大反応が消失した。以上の結果より、b2aサブユニ
ットがカベオラおいてリン酸化され心肥大を誘導する事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：L-type calcium channel (LTCC) localizes at T-tubules and caveolae in cardiomyocyte
s, and plays major roles in excitation-contraction coupling and cardiac hypertrophy. The expression of b2a
 subunit of LTCC (b2a) is increased in human failing heart. Phosphorylation of b2a by CaMKII enhanced LTCC
 activity. In the present study, we examined the pathological role of b2a phosphorylation in cardiac hyper
trophy. We developed a method to examine caveolae-specific activation of CaMKII and found that b2a phospho
rylation occurs specifically in caveolae and elicit myocyte hypertrophy in a1 adrenergic stimulation. Thus
, we generated transgenic mice (TG) overexpressing non phosphorylated mutant of b2a.The expressions of b2a
 in both mutant and wild-type TG were similar. a1 adrenergic stimulation induced cardiac hypertrophy was a
ttenuated in mutant TG compared to wild-type TG mice. In conclusion, we revealed that phosphorylated b2a l
ocalized at caveolae and exaggerates cardiac hypertrophy.
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１． 研究開始当初の背景 

慢性心不全患者において血中カテコラミ

ンの上昇と、L 型カルシウムチャネル

（LTCC）の細胞内サブユニットである2a 

subunit（以下 LTCC2a）の発現上昇が認め

られる。我々は野生型の LTCC2a の心筋過

剰発現マウスにおいて持続カテコラミン受

容体刺激によりマウスの個体死が起こる事

を報告し、LTCC2a が心不全の予後改善の

ための治療標的として極めて重要である事

を見出した。しかしながらカテコラミン刺激

による LTCC2a の機能修飾と病態との関連

は尚不明である。カテコラミンによる受容

体の活性化は細胞内におけるプロテインキ

ナーゼ A(PKA)やカルシウム/カルモデュリ

ン依存性キナーゼ(CaMK)の活性化を惹起す

る(J.Clin.Invest. 111,617)。LTCC2a は、プロ

テインキナーゼ A やカルモデュリン依存性

キナーゼのリン酸化により、LTCC の Ca2+流

入を増大させる。心筋細胞の LTCC は、チャ

ネル孔を構成する1c subunit と制御

subunit である 及び2の 3 つから構成さ

れる。細胞内に存在するsubunit は４つの

isoform があり、各々LTCC の制御機能が異な

る。また subunit は、LTCC 複合体の膜移

行に必須の分子でもあり、そのマウスにおけ

る遺伝子欠損は胎生致死となる。さらに近年

LTCC の細胞内局在が従来考えられてきた T

管のみでなくカベオラとよばれる形質膜の

マイクロドメインにも存在する事が報告さ

れているが(Proc.Natl.Acad.Sci. USA.103,7500)、

その病態的意義は不明であった。カベオラは

細胞膜に存在する直径 50-100 nm の窪み様構

造であり 20、caveolin ファミリータンパク質

により裏打ちされている。カベオラにはシグ

ナル伝達に関わる受容体やシグナル伝達分

子が多数存在しシグナル伝達の中心的な場

の一つであると考えられている。 

LTCC 2 subunit はこのように多様な種

類、局在、機能を持つが、その心不全病態形

成における役割は不明な点が多かった。我々

は前記の如く野生型 LTCC2a を心筋特異的

に過剰発現したモデルにおいてイソプロテ

レノール(Iso)によるアドレナリン受容体(

受容体)刺激後に細胞死を伴ったマウスの個

体死を報告した。ヒト慢性心不全において、

LTCC2a の発現が増大する事が報告されて

おり(PLoS One.2:e292)、同時に血中カテコラ

ミン濃度の上昇が病態形成に重要な役割を

果たしている。この事より、LTCC2a の 

PKA や CaMK のリン酸化の心病態における

意義を明らかにする事が必要であると考え

られていた。 

 

２．研究の目的 

(1) LTCC2a のリン酸化機構の解明： 

LTCC は心筋細胞内において横行小管とカベ

オラに存在するが、その局在における病態的

意義は明らかではない。LTCC 2 subunit は

PKAにより S478/479がリン酸化さ CaMKII

により T498 がリン酸化されるが、真菌剤某

においてかかるリン酸化が実際に生じるか

どうかは明らかではない。本研究において、

これらのリン酸化が培養心筋細胞や心不全

病態おいて生じているかを検討すると伴に

リン酸化と細胞内局在との関連を明らかに

する事を第一の目的とする。 

(2) LTCC2a リン酸化の意義の解明：  



LTCC2a の PKA リン酸化部位変異

(S478/479A)と CaMKII リン酸化部位変異

（T498A）の二重変異体を作成し非リン酸化

LTCC2a 変異体の過剰発現マウス(TG)を作

成する。持続受容体刺激を初めとするスト

レス刺激に対する応答を野生型 LTCC2a 

TG と比較する事により、かかるリン酸化の

心病態における意義を同定する事を目的と

する。 

 

３．研究の方法 

(1) LTCC2a のリン酸化機構の解明： 

LTCC2a のリン酸化を評価する目的で、

CaMKIIリン酸化部位に対するリン酸化抗体

を作製した。またマイクロドメインにおける

分子の活性の評価やその制御法は非常に重

要であると考えられるが、未だに確立されて

いないため、カベオラにおける PKA と

CaMKII の活性の評価法を新規に確立する事

とした。方法として、PKA と CaMKII の双方

においてリン酸化される蛋白質であるホス

ホランバン(PLN)の細胞質ドメインを基質と

して利用する事をとした。PLN のリン酸化は

PKA によるものは 16 番目のセリンのリン酸

化抗体により、また CaMKII のリン酸化は 17

番目のトレオニンのリン酸化抗体に評価可

能である。この PLN 細胞質ドメインとカベオ

ラの構造を維持する蛋白質である caveolin 3

の融合蛋白質（cPLN-Cav3）を作製し、カベ

オラ特異的なCaMKIIとPKAのリン酸化評価

法を確立した。さらに、caveolin binding domain

（CBD）を用いてカベオラ特異的な CaMKII

制御機構を構築する事により、カベオラにお

ける LTCC 2a リン酸化を検証した。 

 

(2) LTCC2a リン酸化の意義の解明： 

生体において、心筋細胞における LTCC2a

リン酸化の病態的意義を解明するために、

MHC プロモーター制御下に非リン酸化変

異 LTCC2a 遺伝子を発現させる TG を作製

する。 本TG は、MHC teto ( tTA ) をド

ライバー遺伝子として用いる事により、テト

ラサイクリンによる遺伝子発現制御が可能

であり、DTG ( MHC teto 非リン酸化変異

LTCC2a TG×tTA TG ) マウスで心筋特異

的に非リン酸化変異 LTCC2a が過剰発現す

る。同様のシステムにて以前に作製している

野生型LTCC2a DTGとの比較を病態モデ

ル（持続もしくは受容体刺激、圧負荷等）

を用いて、心臓超音波法を用いた心機能解析、

組織学的解析、心重量等の形態解析及び分子

マーカー等の遺伝子発現解析を施行する。

 
４．研究成果 

(1) LTCC2a のリン酸化機構の解明： 

LTCC2a のリン酸化を、アデノウィルスベ

クターを用いてラット胎生仔心筋細胞に

LTCC2a を発現させ CaMKII リン酸化部位

に対するリン酸化抗体を用いて心筋細胞に

おけるリン酸化を検討した。その結果、培養

心筋細胞において LTCC2a が恒常的にリン

酸化されている事が明らかとなった（図１）。 

 
図１．ラット新生仔心筋細胞に LTCC2a を
過剰発現しリン酸化抗体にて CaMKII によ
るリン酸化を評価した（上図）。また同リン
酸化抗体と caveolin3（Cav3）の抗体を用い
て免疫蛍光染色を行った（下図）。 

 

上記の結果より、心筋細胞におけるリン酸化

がカベオラにて生じている可能性が示唆さ

れるが、カベオラにおける CaMKII の恒常的



な活性化が生じているという報告はない。そ

こで cPLN-Cav3 によるカベオラ特異的に

CaMKII 活性を評価する系を構築した。その

結果、ラット新生仔心筋細胞のカベオラにお

ける CaMKII の恒常的な活性化が明らかとな

った。さらに、CaMKII の特異的阻害ペプチ

ドである AIP と CBD の融合蛋白質（CBD- 

GFP-AIP）を発現させるとカベオラ特異的に

CaMKII のリン酸化が抑制された（図２）。 

 

図２．ラット新生仔心筋細胞に PLN-Cav3 を
過剰発現し PLN の CaMKII リン酸化抗体に
てリン酸化を評価した。また CBD-GFP-AIP

同時発現によりリン酸化の抑制を確認した。 

 

次に CBD-GFP-AIPを LTCC2aと共発現し

たところリン酸化の消失を認めた（図３）。 

 

図 3．ラット新生仔心筋細胞に LTCC2a を
過剰発現し CBD-GFP-AIP にてカベオラ特
異的に CaMKII を抑制し、リン酸化抗体にて
LTCC2a のCaMKIIによるリン酸化を評価。 

以上の結果より、そのリン酸化がカベオラ内

に限局して生じている事が明らかとなった。 

さらに、その生理的意義を検討した結果、フ

ェニレフリン（PE）による1 受容体刺激に

より LTCC2a がリン酸化され肥大反応を増

強する事が明らかとなった。 

(2) LTCC2a リン酸化の意義の解明： 

本研究ではテトラサイクリンを投与せず恒

常的に 非リン酸化変異 LTCC2a を発現さ

せた。この TG の心筋において過剰発現され

ている事をウエスタンブロットによりタン

パク質レベルで確認した。またその発現レベ

ルの比較を既報の野生型 LTCC2a 過剰発現

マウスの心筋サンプルを用いて行った。その

結果、作製した 2 ラインの DTG で 野生型

DTG と同程度の LTCC2a の過剰発現が確

認された。また生後 9 週齢において非リン酸

化変異 LTCC2a TG は明らかな心重量の増

大を認めなかった。続いて、生後 8 週齢の雄

性 tTA マウスおよび 2 ラインの DTG マウス

の心機能を心エコー法により解析した。その

結果 tTA 群と比較して、心機能の明らかな低

下を認めず生理条件下にて病態を呈さなか

った。次に LTCC2a の非リン酸化変異体

DTG と野生型 LTCC2a と比較し、病態改善

効果の検討を行った結果以下の結果を得た。 

① 持続受容体刺激モデルを用いて野生 

と非リン酸化変異 LTCC2a DTG における

表現型についてまず生存率を基準に解析を

行った。しかしながら、両群においてイソプ

ロテレノールポンプ挿入後の生存率に有意

な差を認めなかった。 

② 持続受容体刺激モデルを用いて野生型 

と非リン酸化変異 LTCC2a DTG における

心肥大の解析を施行した。野生型 LTCC2a 

DTG において心肥大の増悪を認めたが変異

LTCC2a DTG では、心肥大の程度にコント

ロールと差を認めず、これらの結果より

LTCC2a のリン酸化が、カベオラにおいて

心肥大を惹起することが示された（図４）。 

 



図 4．PE 持続刺激 2 週間後のコントロール
（tTA）野生型(w-DGT)および非リン酸化変
異型 LTCC2a (m-DTG)における心重量の評
価。*p<0.05 vs tTA, #p<0.05 vs w-DTG。 

 

以上の検討により、LTCC2a のカベオラに
おけるリン酸化が心肥大の治療標的となる
事が明らかとなった。 
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