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研究成果の概要（和文）：心筋細胞に存在するリアノジン受容体（RyR2）を制御する薬物は、致死性不整脈に対する新
しい予防薬、治療薬として効果が期待される。本研究では、RyR2を制御する薬を探索するための実験システムを立ち上
げた。一つは、不整脈を起こしやすいモデル動物の心筋を用いた心臓における様々な作用の検討システムであり、もう
一つは培養細胞に発現させたRyR2の活性をCa2+モニタリングにより検討する系である。これらの実験系により、RyR2に
作用する薬物の強力なスクリーニング系が構築できた。

研究成果の概要（英文）：The agents acting on type 2 ryanodine receptor (RyR2) are expected to be good 
anti-arrhythmic and/or preventive drugs. In this study, we developed experimental systems that are useful 
for search of anti-arrhythmic drugs acting on RyR2; one is arrhythmogenic myocardium and the other is a 
cultured cell system expressing recombinant RyR2 molecules.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
心筋細胞の小胞体膜に存在する Ca2+遊離チ
ャネル/リアノジン受容体（RyR2）は心筋の
興奮-収縮連関に中心的役割を果たしている
が、一方で致死性不整脈の鍵となる蛋白でも
ある。例えば心臓の Ca2+過負荷状態では
RyR2から自発的 Ca2+遊離が起こり、心室性
不整脈を惹起する。またこの反応が特に起こ
りやすい遺伝性疾患はカテコラミン誘発性
多型性心室頻拍（CPVT)として知られ、現在
150種類以上の RyR2 CPVT変異が報告され
ている。従って RyR2 からの異常な自発的
Ca2+遊離を制御する薬物は致死性不整脈の
予防薬、治療薬としての効果が期待されるが、
現在、純粋に RyR2に作用する薬物は見出さ
れていない。しかし従来の抗不整脈薬のうち、
主作用に加えRyR2抑制効果を併せ持つと考
えられる薬物が最近いくつか報告されたの
で、これらを基に RyR2に作用する抗不整脈
薬を探索するシステムの必要性を感じるよ
うになった。 
 
２．研究の目的 
RyR2 をターゲットとする抗不整脈薬を見出
す為、薬物の RyR2への作用を検討すると共
に、他の細胞内 Ca2+調節系、活動電位、細胞
間相互作用への作用を検証する系を確立す
る。そして実際に新たな治療薬の発見を目指
す。 
 
(1) 心筋組織を用いた検討法の確立：易不整
脈性の強い拡張型心筋症（DCM）モデルマウ
スの心筋組織を用い、異所性自動能発生に対
する薬の効果を評価する系を確立する。その
為に、まず DCMマウス心筋の基本的な性質
を明らかにする。 
 
(2) 培養細胞系を用いた RyR2 への直接作用
評価系の確立と検討：HEK293細胞を用いた
RyR2発現系を構築し、薬物や CPVT変異の
効果の評価系を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋組織を用いた検討 
①材料：不整脈モデル標本として、拡張型心
筋症原因遺伝子（Tnnt2 K210)を有するノ
ックインマウスを用いた（引用文献①）この
モデルマウスは、DCM の進行に伴い、不整
脈を発生するようになる（業績論文④⑤⑥）。 
 
②心筋組織を用いた検討：乳頭筋を切り出し
張力測定を行った。また心組織を切り出し、
心筋細胞に Ca2+指示薬 fluo-4, rhod-2または
膜電位指示薬 Di-4-ANEPPSを負荷し、ニポ
ウディスク型共焦点顕微鏡を用いて Ca2+シ
グナル、膜電位を取得した（業績論文⑤）。 
 
③DCM 心筋の異所性自動能・不整脈の原因
の検討：遺伝子発現解析や心筋組織の抗体染
色により、各種イオンチャネル、ギャップジ

ャンクションチャネル等の局在を同定し、生
組織・細胞におけるシグナルとの関連付けを
行った。 
 
(2) 培養細胞系を用いた検討 
①RyR2野生型および疾患変異体のHEK細胞へ
の発現：マウス心筋から RyR2 mRNA をクロー
ニングし、ベクターに挿入、Flp-In T-REx 
systemにより HEK293細胞に導入しテトラサ
イクリン誘導性の RyR2 安定発現細胞を作製
した。さらにヒト CPVT 変異と相同の変異を
RyR2 遺伝子に導入した。 
 
②細胞内および小胞体内Ca2+測定：細胞内Ca2+

イメージングは HEK 細胞に蛍光 Ca2+指示薬
（細胞質：Fluo-4、小胞体：R-CEPPIA1er 引
用文献②）を導入して測定した。 
 
③RyR2 活性測定：[3H]リアノジン結合で行っ
た。細胞質 Ca2+を変化させ Ca2+依存性の活性
を測定した（業績論文①）。 
 
４．研究成果 
(1) DCM マウス心筋組織を用いた抗不整脈
薬評価系の検討 
①まず、DCM 心筋を用い、心室性不整脈の
元となる異所性自動能の検出を試み、さらに
抗不整脈薬の効果を検討した。2 か月齢の
DCMマウスより摘出した心筋は野生型の 10
倍近い頻度の自発収縮を示す（図１A）。心筋
にDi-4-ANEPPSを負荷し膜電位シグナルを
モニターすると、自発的活動電位が発生して
いるのが確認された（図２）。また、Ca2+シ
グナルも確認された。このような心筋に実際
に抗不整脈薬を処置すると、クラス IC Naチ
ャネル阻害薬(図１B)、Caチャネル阻害薬（図
１C)では自発活動性が用量依存的に抑制さ
れたが、Kチャネル阻害薬では抑制されなか
った（図１D）。これらから、DCM心室筋で
は自動能が発生しており Naチャネルの阻害
によりそれが抑制されること、少なくとも一
部は Ca2+過負荷が関与している可能性が示
唆された。膜電位、Ca2+のイメージングによ
る検証が可能な本実験モデルは抗不整脈薬
の検証系として有用なことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 張力測定による DCM 心筋の異所性自動能
の検出（A)と、Na チャネル阻害薬（B)、K チャ
ネル阻害薬（C)、Ca2+チャネル阻害薬（D)の効果 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② DCM 心筋における異所性自動能の分子
的裏付け：DCM マウス心臓で起こる不整脈
の理由を知るため、その性質を qPCR、ウェ
スタンブロット、免疫組織学的染色により検
討したところ、複数の Kチャネルおよびその
修飾蛋白（Kv4.2、Kv1.5、KChIP2）の低下
が活動電位持続時間を延長させて EAD を起
こりやすくすると共に、Ca2+流入を増して
Ca2+過負荷を起こしている可能性が示唆さ
れた（業績論文④⑥）。また、組織染色より、
ギャップジャンクションの構造に異常が見
られた。さらに、RyR2 のリン酸化にも変化
がみられた（業績文献②）。まとめると、DCM
マウス心筋は不整脈モデルとして、抗不整脈
薬の検証に良い標本であることが明らかと
なった。しかし、薬物は様々な部位に作用す
る可能性があるため、純粋な RyR2への作用
を検証することは、本モデルのみでは出来な
い。そこで、RyR2 への直接作用を検証する
ため、HEK293細胞の RyR2発現系を用いて
検証することにした。 
 
(2) HEK293培養細胞系を用いた検討 
①RyR2 安定発現細胞を用いた測定システム
の構築： RyR2 発現細胞は、周期的な Ca2+オ
シレーションを示すようになった。Ca2+スト
アである小胞体 Ca2+シグナルは R-CEPIA1er
を用いてモニターした（引用文献②、業績文
献①）。この実験では、Ca2+濃度を推定するた
め、測定の最後にイオノマイシンを添加して
Ca2+のキャリブレーションをとり、シグナル
を定量化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 細胞質と ER Ca2+濃度の定量的同時測
定。左上：G-GECO1.1 による細胞質 Ca2+濃度
変化。左下：R-CEPIA1er による ER 濃度変化。
右：同時取得した細胞像 
 

②RyR2 不整脈原性変異の効果の検討 
RyR2 の変異体を約 30 種類発現した。図４に
典型例を示す。CPVT 変異はすべて野生型に比
べ Ca2+オシレーションの頻度を増加させ（図
５A)、ER Ca2+遊離が起こる閾値（threshold）
濃度および最低値（Nadir)を減少させた（図
５B）。またオシレーション頻度と threshold
レベルには強い相関があった。（図５C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 野生型（左）と CPVT変異（右）の ER Ca2+

濃度測定の典型例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③薬物効果の検討 
上記の HEK 細胞 RyR2 発現系を用い、薬物の
CPVT 変異体に対する効果を検討した。これま
で、RyR 活性を抑制するものとしてプロカイ
ンおよびテトラカインが知られているが、こ
れらは ER Ca2+レベルを増加させ、オシレーシ
ョン頻度を減少させた（図６）。これらの薬
物は野生型に対しては Ca2+遊離を抑制するの
で望ましくないが、ER Ca2+を下げるような
CPVT 変異に対しては効果を表す可能性があ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、βブロッカーのカルベジロールはチャ
ネル開確率を低下させると共に Ca2+ オシレ
ーション頻度を減少させることが報告され
ている。HEK 発現系においてはカルベジロー
ルは ER Ca2+レベルを減少させ、オシレーショ

図２ DCM マウス心筋
の活動電位シグナル。野
生型は刺激時（矢頭）の
み活動電位を示すが、
DCM心筋は EAD、DAD
型自発的活動電位を示す
ことが分かった。 

図６ プロカインのCPVT変異体に対する効
果。プロカイン投与前に比べ、投与後は
ERCa2+レベルが増加し、オシレーション頻度
は低下して野生型に近い波形になった。 

図５ CPVT 変異体
のオシレーション頻
度（A)、ER Ca2+レ
ベル（B)、および両
者の関係（C) 



ン頻度を減少させた。この作用は RyR2 への
作用では説明できないので、Ca2+－ATPase へ
の作用、あるいは ER 膜への非特異的なリー
クなどが疑われた。一方、クラス IC 群フレ
カイニドは RyR2 を開状態でブロックするこ
とにより自発的 Ca2+遊離を抑制すると報告さ
れたが、異論も報告される。我々が試したと
ころ、フレカイニドは HEK-RyR2 発現細胞に
は全く効果がなかった。同じ IC のピルジカ
イニドも効果がなかった。現在のところ、報
告されている以外には RyR2 に強く作用する
薬物は見つかっていない。しかし、本研究に
より、RyR2 に作用する薬物の強力なスクリー
ニング系が構築できたので、今後は、薬物ラ
イブラリを利用しながら、探索を続ける計画
である。 
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