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研究成果の概要（和文）：K201 binding coreの構造について、S2246Lのmutation部位とK201 binding siteがloop状に
なっている構造についての解析ができた。さらにK201 binding coreの下流にあるcalmodulinの結合解離という新たな
シグナルを解析し、K201 binding coreのシグナルがcalmodulinの解離を経てチャネル孔へ伝えられることがわかった
。これによって治療ターゲット分子としてのリアノジン受容体のなかで治療ターゲットドメインを２つ同定できた。

研究成果の概要（英文）：We revealed that S2246L mutation site and K201 binding site are making loop and in
teracting each other. We further analyze the calmodulin binding to RyR2 and find that K201 binding core si
gnal transmitted to calmoulin binding site, and then transmitted to the channel pore. From these data, we 
find two new target domains for the arrhythmia treatment.
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１．研究開始当初の背景 
申請者らはリアノジン受容体を安定化させ
Ca リークを抑制する K201(JTV519)の作用部
位を同定する研究から K201 は RyR2 の
2114-2149 に結合することにより、N 末端と
central ドメイン間の unzipping を抑制し
RyR を安定化することを明らかにした
（Circulation 2008）。興味深いことに、
JTV519 結合部位のドメインペプチド
（DP:2114-2149）は JTV519 と同様に RyR 安
定化作用がある。このチャネル安定化メカニ
ズムをさらに詳細に検討したところ、このペ
プチド(DP2114-2149)の結合する部分は
2234-2270 近傍であることを同定した。
2234-2270 内には 2246 番に S2246L という
CPVT 型の点突然変異があるため、この 2246
近傍のペプチドを合成した。すると興味深い
ことに、この 2246 近傍のペプチドは
DP2114-2149 近傍に結合することが判明した。
ここで我々は新しいモデルを提唱したい。す
なわち 2114-2149 ドメインと 2246 近傍ドメ
インというきわめて近接する２つのドメイ
ンがいわば K201 binding core とでも表現す
べき core を形成し、この core 内の新たなド
メイン-ドメイン連関が N-terninal domain
と central domain の連関ひいてはチャネル
の安定化と密接な関連を持っていると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
CPVT 型 knock-in mouse を用いてリアノジン
受容体内の K201 binding core とチャネル制
御ドメインの構造連関を解明し、リアノジン
受容体内の K201 bindig core をターゲット
とした心不全および致死的不整脈の新しい
治療法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
(1) SAEDという蛍光を内在するクロスリンカ
ーを用いた標的部位特異的な蛍光ラベルテ
クニックを用い K201 binding domain 近傍の
domain-domain 連関を解明する。すなわち
DP2246 というペプチドに SAED をクロスリン
クさせ、この DP2246-SAED conjugate を SR
と反応させ、UV を当てることで SAED を K201 
binding domain にラベルする。 
 
(2) CPVT 型 mutation（R2474S）の不整脈発
生メカニズムを patch clamp を用いて検討す
る。すなわち R2474S-KI マウスの心筋細胞を
単離し、whole cell patch clamp 法を用いて
心筋細胞の膜電位を計測し、頻回刺激時に起
こる DAD, triggered activity(TA)の頻度を
測定する。 
 
(3) CPVT 型 mutation（S2246L）を内在する
S2246L/+KI マウスを作成する。WT および KI
マウスへテレメトリー（ Data Science 
International）植え込み後、心電図監視下
に腹腔内に epinephrine (2mg/KgBW)を投与、

またはトレッドミルにて運動負荷を行う。 
 
(4) K201 binding core 長鎖ペプチドに結合
する化合物をQCM法によってスクリーニング
する。 
 
４．研究成果 
(1) S2246L においては RyR に対する DP2246
よりも DP2246mut の方が結合親和性が高く
S2246L の mutation が domain-domain 
interaction を強めていることが示唆された
（図１）。 

図１．DP2246,DP2246mut 結合 

 
(2) CPVT 型 mutation（R2474S）の不整脈発
生メカニズムを patch clamp を用いて検討し
た。1Hz から 5Hz までの連続した刺激におい
て、WT マウスにおいては DAD も TA もほとん
ど生じていないのに比較し、KI マウスでは多
数の DADや DAD から生じる TAを確認した（図
２）。 

図２．R2474S で認められた DAD,TA 

 
(3) S2246L+KI マウスにおいてヒトと同様の
bidirectional VTが運動負荷にて誘発される
ことを確認した（図３）。 

図３．DP2246 で誘発された VT 
 
(4) R2474S+KI マウスでは、CaM の RyR2 に対
する結合親和性を著しく高めた GSH-CaM は
isoで誘発した Ca spark 頻度を著明に抑制し 
た。 
 
(5) R2474S+KI マウスの心筋細胞では蛋白導
入キット(BioPorter)を用いて GSH-CaM の導
入することで after transient や DAD の出現
を押さえることができた。 
 
(6) Tac モデルマウスにおいても CaM の親和
性の低下が示唆された。 



以上、CPVT のＣａハンドリング異常のメカニ
ズムとして、RyR2 内ドメイン連関障害→CaM
解離→Ca2+ 漏出が示唆され、さらに心不全
においても同様のメカニズムで不整脈を生
じることが強く示唆された。高親和性の
GSH-CaM で Ca2+ 漏出を防ぐことにより新た
な心不全・不整脈治療が可能となることが示
唆された。 
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