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研究成果の概要（和文）：カルモジュリン(CaM)によるL型Caチャネルの不活性化の分子機構について、CaMをリンクさ
せたチャネル変異体を用いて、電気生理学的手法による解析を行った。チャネル変異体は、Ca2+濃度に依存して不活性
化し、Ca2+濃度を一定にした条件でもリンクCaMとは別に外部からCaMを付加することにより不活性化した。リンクCaM
をCa2+非感受性に変えるとCa2+依存性の不活性化は失われたが、外部CaMによる不活性化は観察された。よって、複数
のCaMがチャネルに作用し、不活性化に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Calmodulin (CaM) binds to the channel directly and change channel activity in a 
Ca2+-dependent manner. We reported that the channel activity increases and decreases in a 
CaM-concentration-dependent manner. Based on our experiments, we propose a model for the regulation of 
Cav1.2 channel by two CaM binding sites, in which CaM binds to an activation site and then another CaM 
binds to an inactivation site. To test this hypothesis, we measured the channel activity of C-terminal 
deletion channel linked with CaM (CaM-linked-channel) and linked with Ca2+-insensitive CaM mutant 
(CaMmut-linked-channel), using the patch-clamp technique. In the whole-cell recording, the inactivation 
was diminished in CaMmut-linked-channel. In the inside-out recording, Ca2+-dependent inactivation was 
observed in the CaM-linked-channel, but not in the CaMmut-linked-channel. The CaM concentration-dependent 
inactivation was observed in both channels. These results support two-CaM binding site model.

研究分野：電気生理学、分子生物学
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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、Ca2+濃度に依存した促
不活性化 (Ca2+-dependent inactivation: 
CDI) 現象が知られている。この調節機構の
主因子がカルモジュリン (CaM) である。CaM
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
ネル活性を調節する。しかし、その分子的機
序は明らかになっていない。CaM の結合部位
については、チャネル C末端部に IQ モチー
フがあるが、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。 
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 CaM を結
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 CaM により調節されており、細胞内の Ca2+

濃度の変化が、CaM とチャネルの結合関係を
変化させることが示された。 
 一方、我々の研究では、inside-out 法を用
いた解析から、Ca チャネルは Ca2+濃度依存性
の調節に加えて、CaM 濃度依存性の調節をう
けることを見出した。また、チャネル断片ペ
プチドと CaM の結合実験 (pull-down assay) 
をもとに、複数の CaM が同時に作用する可能
性を示した。 
Inside-out 法ではテスト溶液を任意に変
えることが可能である。CaM 濃度を一定にし
た条件で、チャネルの活性は Ca2+濃度に依存
して上昇、下降の 2相性を示す。また Ca2+濃
度を一定にした条件でも、チャネルの活性は
CaM 濃度に依存して上昇、下降の 2相性を示
す。これらの調節機構を説明するために、
我々は 2分子の CaMが活性化サイトと不活性
化サイトの2つの結合部位に結合し作用する
と仮定した 2サイトモデルを提唱した 
[Kameyama et al., Shao et al., Minobe et 
al., 2014: 雑誌論文④, 学会発表⑥, ⑨]。
これまでに他研究室から報告されたモデル
では、1分子の CaM が Ca2+/CaM になり、チャ
ネルを不活性化に導くとされており、複数の
CaM による調節の可能性について検討されて
いない。不活性化状態のチャネルと CaM の結
合様式については、チャネル C末端領域での
変化を示したモデルと、チャネル N末端と C
末端を繋ぐ様式のモデルが報告されている。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、電気生理学的手法を用いて、
CaM 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。Ca2+非感受性 CaM 結合チャ
ネルの活性を Inside-out 法 (cell-free 系) 
で記録し、Ca2+依存性の不活性化と CaM 濃度
依存性の不活性化について調べる。
Whole-cell clamp法での解析結果との対応づ
けを行うことにより、CaM の作用機序につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 
HEK293 細胞に、Ca チャネル (Cav1.2) の
α、β2a, α2δサブユニットを共発現させ、
whole-cell clamp法と inside-out 法で活性
を記録する。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: α1CΔ)、α1CΔに
グリシン鎖を介してCaMをリンクさせた変異
体 (C-terminal deletion linked CaM: α1C
ΔCaM)、Ca2+非感受性 CaM をリンクさせた変
異体 (α1CΔCaMmut) 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.
により作成されたもの [Mori et al., (2004) 
Science]を改変して使用した。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。CaM 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。これまでの研究をふまえ、基準となるチ
ャネル活性は、1μM CaM、3 mM ATP、80 nM Ca2+

に調整したテスト溶液 (細胞内液に相当) 
で測定した。Inside-out の状態（cell-free
系）でチャネルの活性を維持するためには
CaM と ATP が必須である。 
 
以下の実験を行った。 
(1)① チャネルとCaMを繋ぐグリシン鎖の長
さについての検討： 
先行研究 [科研費課題 2009-2010] から、48
残基のグリシン鎖では、CDI はあるが、CaM
濃度依存性の不活性化が見られず、72 残基の
グリシン鎖では、リンクしたCaMのみではCDI
が見られず、CaM 濃度依存性の不活性化はあ
るという結果を得ている。そのため、リンク
した CaM により CDI がおき、かつ CaM 濃度依
存性の不活性化のある適当な長さのグリシ
ン鎖を設定した。 
 
(1)② Ca2+非感受性 CaM をリンクさせた変異
体 (α1CΔCaMmut) の作成： 
CaM の 4つの Ca2+結合部位のうち、N末端側 2



か所に変異を加えたN-lobe変異体 (CaM12)、
C末端側2か所に変異を加えたC-lobe変異体 
(CaM34)、全てに変異を加えた Ca2+非感受性変
異体 (CaM1234) を作成した。 
 
(2) Whole-cell clamp 法による解析: 
CDI を解析するために、Ba2+電流と Ca2+電流を
測定した。 
 
(3) Ca2+濃度とチャネル活性の関係: 
Inside-out 法で、野生型、変異体チャネルの
Ca2+依存性不活性化について調べた。 
テスト溶液の Ca2+濃度を変え (0, 80 nM, 2
μM, 10μM)、CDI を検討した。活性を安定さ
せるために3 mM ATP存在下で実験を行った。 
 
(4) CaM 濃度とチャネル活性の関係： 
Inside-out 法で、野生型、変異体チャネルの
CaM 濃度依存性不活性化について調べた。テ
スト溶液の CaM 濃度を変え (0, 1μM, 10μ
M)、CaM 依存性の不活性化を検討した。活性
を安定させるために 3 mM ATP 存在下で実験
を行った。 
 
(5) ATP の作用について： 
以前にATPの作用はリン酸化を介するもので
はなく、チャネルに直接結合することによっ
て、CaM の作用を補助していることを報告し
た [Feng et al., 2014: 雑誌論文⑦, Feng et 
al., 2013, Kameyama et al., 2014: 学会発
表⑧, ⑪, ⑬]。さらにフォスファターゼ阻
害剤であるオカダ酸により、野生型チャネル
に対する ATP の作用は代替されたが、
C-terminal deletion チャネルでは、その効
果は見られなかった [科研費課題
2011-2012]。本研究では、ATP の作用を更に
検討するために、PP2A 阻害剤 (500 nM 
fostriecin) と PP2B 阻害剤 (1μM 
cyclosporine A + 1μM cyclophilin A) を
用いて、チャネル活性に対する影響を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 変異体α1CΔCaM のグリシン鎖の長さを
Inside-out 法で検討した。野生型チャネルα
1C は inside-out の状態にすると、数分のう
ちにその活性が減衰、消失する。それに対し
て、α1CΔCaM は inside-out 後も、一定の活
性を保つ。これは、α1C では inside-out の
後、チャネルから CaM が解離し、その活性が
維持されないのに対し、α1CΔCaM では、
inside-out後もリンクしたCaMがチャネルに
作用することを示唆する。 

α1C、α1CΔ、60 グリシン鎖のα1CΔCaM、
72 グリシン鎖のα1CΔCaM において、高濃度
CaM の付加によりチャネルの活性が抑制され
た。12 グリシン鎖と 48 グリシン鎖のα1CΔ
CaM では高濃度 CaM によるチャネルの活性の
変化はなかった。α1C、α1CΔ、72 グリシン
鎖のα1CΔCaM では、CaM 付加なしでは活性
は見られなかった。以上の結果から、CaM 濃
度依存性の抑制と Ca2+濃度依存性の抑制がみ
られるα1CΔCaMのグリシン鎖の長さは60残
基であった。 
 
(2) α1CΔCaM の CaM の Ca2+結合部位に変異
を加え、チャネル活性への影響を whole-cell 
clamp 法で検討した。チャネルの不活性化の
程度は以下のようになった。α1C = α1CΔ = 
α1CΔCaM = α1CΔCaM12 > α1CΔCaM34 > 
α1CΔCaM1234。この結果から、チャネルの
不活性化にはCaMのC-lobeへのCa2+の結合が
より重要であることが示唆された [Kawaji 
et al., 2016: 学会発表①]。 
 
(3) Inside-out 法で Ca2+濃度の変化によるチ
ャネルへの影響を調べた。α1CΔCaM は、2 μ
M、10μMと Ca2+濃度が高くなるにつれてチャ
ネルの活性が抑制された。3つのα1CΔ
CaMmut では、 Ca2+濃度の変化によるチャネル
活性への影響はなかった。この結果から、チ
ャネルの不活性化には全ての CaM の Ca2+結合
部位に Ca2+が結合することが必須であること
が示唆された。 
 
(4) Inside-out 法で CaM濃度の変化によるチ
ャネルへの影響を調べた。α1CΔCaM、α1C
ΔCaM12、α1CΔCaM1234 は、10μM CaM によ
りチャネル活性の抑制がみられた。α1CΔ
CaM34 は CaM 濃度の変化によるチャネル活性
への影響はなかった。CaM 濃度依存性の不活
性化は、複数の CaM による調節モデルを支持
する [蓑部 et al., 2015: 学会発表③]。α
1CΔCaM34 に対する高濃度 CaM の作用につい
ては今後の検討が必要である。 
 
(5) Ca チャネルの C末端にはフォスファター
ゼ (PP2A, PP2B)が結合しており、チャネル
の活性制御に関与すると考えられている 
[Xu et al., 2015: 雑誌論文①]。先行研究
では、Inside-out の状態で CaM + ATP によ
りチャネルの活性が維持されることを報告
した [科研費課題 2011-2012]。さらに ATP
はオカダ酸で代替できることを報告した。
そこでより特異的なフォスファターゼ阻害



剤を用いて ATP の作用について検討した。
CaM + PP2A 阻害剤でチャネルの活性は維持
され、CaM + PP2B 阻害剤ではチャネルの活
性は失われた。この結果は野生型チャネル
α1C でのみ認められ、C-terminal deletion
変異体では見られなかった。よって、チャ
ネル C末端部に結合している PP2A がチャネ
ルを脱リン酸化することにより CaM の作用
が失われることが示唆された。リン酸化と
CaM の作用の関係については、多くの報告が
あるので、引き続き検討を要する [Lu et 
al., Xu et al., 2015: 学会発表②, ④]。 
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