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研究成果の概要（和文）：リアノジン受容体（RyR）のサブタイプ特異的制御機構を理解するため、サブタイプ
選択的薬物の同定と作用機構の評価、並びにRyR作動機構の分子基盤の解明を行った。小胞体内Ca2+濃度測定ス
クリーニング法により新規のRyR1およびRyR2選択的阻害薬を同定した。これらの結合ドメインをRyR1/RyR2キメ
ラを用いて決定し、結合部位のアミノ酸残基を同定した。また、RyR2のCa2+によるチャネル開口の作動機構をク
ライオ電子顕微鏡法と変異体機能解析により原子レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To understand the subtype-specific regulation of the ryanodine receptor 
(RyR), we identified subtype-selective drugs and evaluated their mechanisms of action. We also 
elucidated the molecular basis of the RyR channel opening mechanism. Novel RyR1- and RyR2-selective 
inhibitors were identified by an ER Ca2+-based screening method. Their binding domains were 
determined using RyR1/RyR2 chimeras and the amino acid residues in the binding sites were 
identified. In addition, the mechanism of channel opening of RyR2 by Ca2+ was elucidated at the 
atomic level by cryo-EM and mutant functional analysis.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では新規のRyR1およびRyR2選択的阻害薬を同定することに成功した。これらは機能解析および構造解析の
両方に利用でき、サブタイプ特異的制御機構を解明する有用なツールになることが期待される。さらに、クライ
オ電子顕微鏡法と疾患変異体の網羅的機能解析を組み合わせることで、RyR2のCa2+によるチャネル開口機構を世
界で初めて原子レベルで明らかにした。これはIP3受容体や他のリガンド作動性チャネルの動作原理にも応用可
能な、イオンチャネル研究における大きな一歩である。今後の研究によりサブタイプ特異的動作機構の解明及び
治療薬開発が大きく加速することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 リアノジン受容体（RyR）は小胞体膜に存在する総分子量が 2 MDa を超える超巨大 Ca2+遊離チ
ャネルで、細胞内 Ca2+調節機構に重要な役割を果たしている。RyR は細胞質の Ca2+によって開口
する Ca2+誘発性 Ca2+遊離（CICR）活性を有し、細胞質のイオンや低分子物質、カルモジュリンや
FKBP12 等の多くのタンパク質によって複雑に調節されている。RyR は約 5,000 アミノ酸のサブ
ユニットが 4 量体を形成した巨大タンパク質で、C 末端の約 500 アミノ酸がチャネルドメイン
を、残りの部分が細胞質ドメインを形成している（Ogawa et al., J Muscle Res Cell Motil, 
2020）（図 1）。 

 RyR には局在と生理的役割が異なる 3種類のサブタイプ（RyR1、RyR2、RyR3）が存在する。RyR1
は骨格筋の、RyR2 は心筋の興奮収縮連関に重要な役割を果たしている。RyR3 は中枢から末梢ま
で広く分布して中枢機能に関与している。これらのサブタイプは制御機構も異なっており、RyR1
のみが CICR に加えてジヒドロピリジン受容体との相互作用を介して開口する脱分極誘発性 Ca2+

遊離（DICR）モードを有する。また、CICR 活性は RyR2>RyR3>RyR1 の順である（Murayama & 
Kurebayashi. Prog Biophys Mol Biol, 105: 134-44, 2011）。 
 サブタイプを機能的に区別するものとして薬物がある。RyR の阻害薬としてはテトラカインや
ルテニウムレッドが、作動薬としてはカフェインや 4-chloro-m-cresol が知られているが、サブ
タイプを明確に区別する薬物は知られていなかった。そのため、サブタイプ選択性を与える分子
基盤については長い間謎のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
 最近、われわれは小胞体内 Ca2+濃度測定を利用したスクリーニング法を開発し、RyR1 および
RyR2 に対する新規作用薬（作動薬、阻害薬）を多数見出した（Murayama et al., Mol Pharmacol, 
94: 722-730, 2018）。この中にはサブタイプ選択的作用薬も含まれる可能性があり、これをツー
ルとして使用することでサブタイプ選択的分子機構に迫れるのではないかという着想を得た。 
 本研究では、(1) 一連の RyR1/RyR2 作用薬を用いて各 RyR サブタイプに対する作用評価を行
い、サブタイプ選択的薬物を選び出す。(2) サブタイプ選択的薬物の動作原理を知るため、RyR
チャネルの共通の開口機構である CICR の動作原理について RyR2 を用いて構造解析を行う。(3) 
サブタイプ選択的薬物の RyR 分子上の結合部位を同定して、チャネル作動機構における薬物の
作用を分子レベルで予測する。これらを通じて、サブタイプ選択的なチャネルの動作原理を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) RyR1/RyR1 作用薬の評価：小胞体内 Ca2+濃度スクリーニングで得られた RyR1/RyR2 作動薬に
ついて、各サブタイプを発現する HEK293 細胞を用いて Ca2+イメージングと[3H]リアノジン結合
法によりチャネル活性に対する評価を行なった。 
 
(2) RyR2 チャネルの作動機構解析：RyR2 を安定発現する HEK293 細胞を大量培養し、ミクロゾー
ムを調製した。これを界面活性剤で可溶化後、SBP-tag-FKBP12.6 を添加した。両者を結合させ
た後、StrepTrap カラムで SBP-FKBP12.6-RyR2 複合体を精製した。精製標品を EGTA（閉状態）お
よび Ca2+（開状態）存在下でクライオ電子顕微鏡用サンプルを調製した。クライオ電子顕微鏡で

図 1．RyR の構造．A. ドメイン構
造。15のドメインからなり、N末が
細胞質領域を、C末がチャネルを形
成する。B, C. クライオ電子顕微
鏡法によって得られた高分解能構
造。B. 細胞質側から見た図。C. 小
胞体膜と平行に見た図。Ogawa et 
al, 2020 より引用。 



画像を取得後、ソフトウェアで解析し、高分解能構造を得た。 
構造解析から予想されたチャネルの作動機構に関与すると考えられる相互作用アミノ酸をア
ラニン置換した変異体を HEK293 細胞に発現して、Ca2+イメージングと[3H]リアノジン結合法によ
りチャネル活性に対する評価を行なった。相互作用アミノ酸に見出された疾患変異についても
同様な方法で評価した。 
 
(3) サブタイプ選択的薬物の結合部位の同定：サブタイプ選択的薬物の結合部位は RyR1/RyR2 キ
メラチャネルを用いて評価した。さまざまなキメラチャネルを作製して薬物の応答性を評価し
て領域の絞込みを行った。また、薬物存在下でクライオ電子顕微鏡撮影を行い、結合部位を評価
した。 
 
４．研究成果 
 
(1) RyR1/RyR2 作用薬の評価：スクリーニングにより 4種類の RyR1 阻害薬が見出された。この
うち、RyR1 選択的阻害薬はオキソリン酸と既存薬のダントロレンであった。オキソリン酸は新
規 RyR1 阻害薬であったため、これを構造展開した。その結果、親和性が 70倍程度増大した強力
な RyR1 阻害薬（Cpd1）を得ることに成功した（Mori et al., Eur J Med Chem, 179: 837-848, 
2019）。RyR2 作用薬については 4種類の RyR2 阻害薬が見出された。阻害薬はいずれも RyR2 選択
的であった。これらの 4化合物については、現在、論文投稿中である。 
 
(2) RyR2 チャネルの作動機構解析：マウス RyR2 を HEK293 細胞に発現、精製してクライオ電子
顕微鏡観察を行った。その結果、閉状態と開状態の高分解能構造を得ることに成功した
（Kobayashi et al., Nat Commun, 13: 2821, 2022）（図 2）。チャネルが開口する際には Ca2+結
合部位である CTD ドメインが U-motif と共に回転し、S2-S3 リンカードメインを動かすことで膜
貫通セグメント（S1-S4）が変位することがわかった。そして、最終的に S4-S5 リンカーが外側
に移動して S6 セグメントが倒れることでゲートが開くという一連の作動機構が明らかとなった。 

図 2. a. RyR2 チャネルの閉状態（グレー）および開状態（黄色）の構造。b. a 図の四角部分の拡大図。Kobayashi et 

al, 2022 より引用。 

 

 これらの動きに対する各ドメイン間の相互作用の重要性を調べるため、相互作用部位と予想
されるアミノ酸にアラニン変異を導入して、機能解析を行った。その結果、U-motif/S2-S3 リン
カー相互作用のアミノ酸はアラニン置換により活性が低下した（図 3）。 

図 3．U-motif/S2-S3
ドメイン相互作用。
a-c. いくつかの相
互作用アミノ酸が見
られる。d-g. アラニ
ン置換および疾患変
異体の機能解析結
果。 Kobayashi et 
al, 2022 より引用。 



さまざまな相互作用領域で検討を行なった結果、ポア近傍の相互作用アミノ酸はアラニン置換
および疾患変異により活性化（Gain-of-function）するのに対して、周囲の相互作用は活性低下
（Loss-of-function）を起こすことが明らかとなった（図 4a）。以上の結果に基づき、RyR2 チャ
ネルの開口モデルを提唱した（図 4b-d）。 
 

 
 
図 4. RyR2 構造モデルと同定された相互作用。a. 赤い文字はアラニン置換により活性化した残基、青い文字は活性低下
した残基。S6近傍には赤字が多く、周囲に青字が多いことが分かる。b-d. 野生型および疾患変異型 RyR2 の開口モデル。
Kobayashi et al, 2022 より引用。 

 
(3) サブタイプ選択的薬物の結合部位の同定：RyR1/RyR2 キメラを利用して RyR1 選択的阻害薬
であるダントロレンの結合部位の絞り込みを行った。その結果、結合部位は P1 ドメインに絞り
込まれた。クライオ電子顕微鏡観察で得られている P1 ドメインとダントロレンの in silico 結
合シミュレーションを行い、相互作用に関わるアミノ酸残基を予想した。その残基をアラニン置
換して発現させて機能解析を行ったところ、ダントロレンの作用は完全に消失した。以上より、
ダントロレンは P1 ドメインに結合して作用することが分かった。本結果については、現在、論
文投稿準備中である。 
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