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研究成果の概要（和文）：悪性高熱症の治療薬であるダントロレンは、１）イヌ心不全モデルや
２）リアノジン受容体(RyR2)点突然変異(R2474S/+)ノックインマウスモデル（カテコラミン誘
発性心室頻拍モデル）において、心筋型リアノジン受容体(RyR2)のドメイン連関障害を是正す
ることにより、RyR2 からの Ca2+ 漏出を抑制し、心機能の改善や心室頻拍の抑制を来すことを
証明した。以上により、ダントロレンは、リアノジン受容体を分子標的とした新しい心不全・
致死的不整脈の治療薬となることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Dantrolene, a specific drug for the treatment of malignant 

hyperthermia, was found to inhibit Ca2+ leak through not only the skeletal ryanodine 

receptor (RyR1), but also the cardiac ryanodine receptor (RyR2) by correcting the defective 

inter-domain interaction between N-terminal(1-619 amino acid) amd central (2000-2500 

amino acid) domains of RyRs. Here, we examined 1)the  effect of dantrolene on the Ca2+ 

release and cardiomyocyte function in chronic rapid pacing-induced heart failure dog model 

2) the anti-arrhythmic effect of dantrolene in human CPVT-associated RyR2R2474S /+ 

knock-in (KI) mouse model.  In heart failure model, dantrolene corrects defective 

inter-domain interactions within RyR2 in failing hearts, inhibits spontaneous Ca2+ leak, in 

turn improves cardiomyocyte function in failing hearts. In human CPVT-associated 

RyR2R2474S /+ knock-in (KI) mouse model, dantrolene prevents CPVT, presumably by 

correction of catecholamine-induced defective inter-domain interaction within 

RyR2inhibiting and inhibition of  Ca2+ leak through RyR2. Thus, dantrolene may have a 

potential to treat heart failure and lethal arrhythmia, specifically targeting RyR2. 
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１．研究開始当初の背景 (1)筋小胞体（SR)の Ca2+放出チャネルである
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リアノジン受容体（RyR）のドメイン連関障
害：MH、催不整脈性右室異形成 (ARVC)/カテ
コラミン誘発性心室頻拍 (CPVT)ではアミノ
酸突然変異が，約 5000 アミノ酸という巨大
分子の４量体である RyRの中のごく限られた
３箇所（N末端、central, C 末端）に集中し
ている。チャネル孔を形成している C末端の
突然変異集中部位はチャネル孔への直接の
影響によりチャネル異常を生じると考えら
れが、N末端と central の２箇所のドメイン
はチャネルポアとは離れ，細胞質に飛び出た
foot 構造中にあるため，RyR のチャネル開閉
を調節している重要な部位であると考えら
れる．申請者らは、N末端（1-600)と
central(2000-2500)の２つのドメインは、通
常は互いに連関しチャネルを安定化してい
るが(zipping)、いずれかのドメインに点突
然変異が生じるとチャネル制御ドメイン間
の連関障害を引き起こし(unzipping)、チャ
ネルの不安定化を介して Ca2+漏出につながる
可能性があることを、合成ペプチドや、ドメ
インに特異的に結合する抗体を使用して
MH・CPVT の時にみられる病態を実験的に再現
することにより示してきた（ドメイン連関理
論;J Biol Chem 275:11618, 2000；
Biochemistry 41:1492, 2002；Biochem J 
380:561, 2004；Circulation, 112:3633, 
2005)． 
(2)MH, 致死的不整脈の根本的治療法として
の RyR ドメイン連関障害の是正： 
MH の治療薬であるダントロレンの分子学的
作用機序に関しては長らく不明であったが、
最近、申請者らは、ダントロレンがこのドメ
イン連関に作用し両ドメイン間の連関を強
めることにより、チャネルを安定化させ、RyR
１からの Ca2+漏出を抑制することを示した 
(J Biol Chem.:280:6580-7, 2005)。上述の
ドメイン連関障害（unzipping)は、MH, 
ARVD/CPVT、さらには心不全時の心筋障害
（Circulation, 112:3633-43, 2005）に共通
する根源的な障害であることから、申請者ら
は、ドメイン連関障害を薬理学的に是正すれ
ば、MH、ARVD/CPVT、心不全時の心機能障害
を根本的に治療できると考えて研究をすす
めてきた。 
 
２．研究の目的  
(1)イヌ心不全モデルを用いて、ダントロレ
ンが、心不全においても RyR2 内のドメイン
連関障害を是正することにより、心不全を改
善させるか否かについて検討した。 
(2)CPVT患者で同定されているRyR2の点突然
変異部位を内在する CPVT 型突然変異
knock-in マウス（R2474S/+)を用いて、RyR2
の点突然変異により CPVT が発症する分子機
序とダントロレンの RyRを分子標的とした作

用機序について検討した。 
 
３．研究の方法 
プロトコール１： 
慢性高頻度右室ぺーシングによるイヌ心不
全モデルを作成し、左室心筋から筋小胞体
（SR）および心筋細胞を単離精製し，a) Ca2+ 

漏出実験、b) 蛍光消退実験 c) 単離心筋細胞
の機能評価および d)in vivo でイヌ心不全モ
デルに対するダントロレンの効果について
検討した。 
 
プロトコール２： 
R2474S/+ KIマウスの単離心筋細網を用いて、
a) Ca2+spark 実験、b) 蛍光消退実験 
d)膜電位を計測し、c-AMP や isoproterenol
存在下での反応やダントロレンの反応を検
討した。 
また、in vivo で、カテコラミン誘発性ある
いはトレッドミルによる運動誘発性ＣＰＶ
Ｔに対するダントロレンのＣＰＶＴ抑制効
果についても検討した。 
 
４．研究成果 
プロトコール１： 
(1)Ca2+ 漏出実験：Ca2+蛍光指示薬である
fluo-3 を用い、SR からの Ca2+漏出を測定した。
不全心筋 SR では、SR からの Ca2+ 漏出が観察
されたが、ダントロレン存在下では不全心筋
SR からの Ca2+ 漏出は濃度依存性に抑制され
た(IC50=0.3μＭ)。  
(2) 蛍光消退実験： 合成ペプチド DPc10 
(Gly2460-Pro2495 of RyR2) を carrier として用
い、RyR2 の N-terminal domain を特異的に
MCA で蛍光標識した。この蛍光に対する
Quencherのaccessibilityを評価することで，
チャネル制御ドメインの zipping-unzipping
状態を定量化した。正常心筋では、ドメイン
連関は、zipping 状態であったが、心不全心
筋ではすでに unzipping 状態であった。ダン
トロレンは、不全心筋 RyR2 のドメイン連関
を濃度依存性に unzipping→zipping に修復
した(IC50=0.3μＭ)。 
(3)単離心筋細胞の機能評価： １μＭのダン
トロレンは、不全心筋細胞の cell shortening
と Ca2+ transient を著明に改善し、diastolic 
Ca2+ spark を抑制した。 
(4)イヌ心不全モデルに対するダントロレン
の効果：高頻度右室ペーシングイヌ心不全モ
デルに、ダントロレンを慢性投与すると心不
全の進展が抑制された(図１) 
 高頻度右室ペーシングにより、４週間後に
は左室収縮能の低下と左室拡大を来すが、ダ
ントロレンの慢性投与により心不全の進展
は抑制された。 



 

 

 

図１イヌ心不全モデルの心エコー図 
 
（結論 1）不全心筋において、ダントロレン
は、RyR2 のドメイン連関障害を是正すること
により、RyR2 からの Ca2+ 漏出を抑制し、心
筋細胞機能を改善させ、結果的に心不全の進
展を抑制する。 
 
プロトコール２： 
R2474S/+ KI マウスの心臓は、構造的・組織
的異常はなかった。トレッドミルによる運動
で、KI マウスのみに、両方向性・多形性心室
頻拍が誘発された。 
野生型（WT）と KI マウスの心筋より、心筋
筋小胞体（SR）を精製した後、DPc10（R2474
の点突然変異部位を含むドメインペプチド）
を担体として、RyR2 を部位特異的に標識し、
N 末端ドメイン（1-600）と中央ドメイン
（2000-2500）のドメイン連関を蛍光消退実
験にて観察した。 
KI ではドメイン連関は障害されており、
Protein kinase A による RyR2 のリン酸化に
よりさらにドメイン連関障害は増悪した。  
WT と KI マウスの左室心筋より、心筋細を単
離した後、細胞内 Ca2+ spark（数十個の RyR2
からの Ca2+放出）や膜電位を測定した。KI
心 筋 細 胞 で は 、 cAMP 誘 発 性 あ る い は
isoproterenol誘発性Ca2+ sparkやCa2+ wave
が、WT よりも低い SR Ca2+ 貯蔵量（筋小胞内
Ca2+濃度）で生じた。これらの cAMP 誘発性あ
るいは isoproterenol 誘発性 Ca2+ spark や
Ca2+ wave は、1μＭ ダントロレン存在下で
有意に抑制された。 
in vivo では、カテコラミン誘発性あるいは
トレッドミルによる運動誘発性ＣＰＶＴは
ダントロレン投与下で有意に抑制された 
 
（結論２）R2474S/+ KI マウスにおいて、 
c-AMP（カテコラミン）誘発性の RyR2 のドメ
イン連関障害が生じ、その結果、異常な Ca2+ 
spark や Ca2+ wave, DAD を誘発し、CPVT を
引き起こす。しかしながら、ダントロレン存
在下では、RyR2 のドメイン連関障害が是正さ
れ、その結果、異常な Ca2+ spark,Ca2+ wave, 

DAD,CPVT の出現はいずれも抑制された。 
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