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研究成果の概要（和文）：カルモジュリン中の C 端カルシウム結合領域由来ペプチドがカルシ
ウムイオン存在下にヘテロダイマーを形成することを確認した。プロテインスプライシングへ

の応用の前段階として融合タンパク質間での蛍光エネルギー移動が観察されるかを調べたが明

確な結果は得られず、その相互作用様式に関しての検討を継続中である。一方、この領域を膜

外配列とする人工イオンチャネルの合成により、カルシウムの存在下にチャネルが開口する人

工カルシウム感受性チャネルを得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Calmodulin C-terminal domain peptides formed a heterodimer in the presence 
of calcium. Aiming at its application to protein splicing, detailed modes of heterodimer formation of 
these peptides are under study. On the other hand, an ion-channel protein was constructed using the 
calmodulin C-terminal segment. The channel opened in the presence of calcium, and thus artificial 
calcium-sensitive ion channel was successfully established. 
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１．研究開始当初の背景 
 カルモジュリン(CaM)は、約 150 残基のア
ミノ酸からなる比較的小さな酸性タンパク

質である。4 つのへリックス―ループ―へリ
ックス構造(HLH I‐IV)を持ち、それぞれに 1

つずつカルシウムイオンが結合し、構造変化

を引き起こして、細胞内の特定のタンパク質

と結合できるようになる。このカルモジュリ

ンの C末端部分(CaMc)の N末端断片 HLH III
と C末端断片 HLH IVがカルシウムイオンの
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存在下において、ヘテロダイマーを形成し、

一続きの CaMcと類似した構造をとることが
示唆されていた。 
 一方、プロテインスプライシングとは、タ

ンパク質分子が合成された後、介在する一部

分（インテイン）が自己触媒的に切除され、

N末端側と C末端側の残った部分（エクステ
イン）がペプチド結合で連結される特異な化

学反応であり、タンパク質工学の分野で、in 
vivoでも in vitroでも応用されている。プロテ
イントランススプライシング反応をコント

ロールする方法として、これまでに、光を用

いた方法、あるいはラパマイシンなどの小分

子を利用した方法が開発されている。しかし

ながら、カルシウムイオンなどの金属イオン

を用いた方法はこれまでのところ報告され

ていない。  
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、CaMの C端側セグメン
トを用いたカルシウムイオン依存的なタン

パク質の機能スイッチへの応用の一環とし

て、カルシウムイオンのアクセプターとして、

カルモジュリン由来のカルシウムイオン依

存性ヘテロダイマー形成モチーフである

HLH-III および HLH-IV を用い、カルシウム
イオン刺激によってスプライシング反応を

制御する新しい方法の開発を目指した。更に、

CaM の C 端側セグメントを膜外配列に利用
することで、カルシウムイオン依存的に開口

する人工イオンチャネルの構築を行った。 
 
３．研究の方法 
 HLH-III、HLH-IV、Rf50 ペプチドは Fmoc
固相合成法により化学合成し、高速液体クロ

マトグラフィーで精製後、高純度の目的ペプ

チドを得た。HLH-IIIと EGFP、ならびに赤色
蛍光タンパク質であるDsRedと HLH-IVの融
合タンパク質、CaMc ペプチドは遺伝子工学
的手法により調製した。Rf50-CaMc は Rf50
と CaMcセグメントのネイティブライゲーシ
ョンにより調製した。得られたペプチド・タ

ンパク質の構造を質量分析により確認した。  

 
４．研究成果 

 まず、HLH-III および HLH-IV のヘテロダ
イマー形成能を確認するため、これらに対応

するペプチドを合成した。双方のペプチド共

存 下 で は 、 カ ル シ ウ ム 添 加 に よ り

8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid（ANS）の
蛍光強度の増強と蛍光波長の青色シフトが

認められたが、片方のペプチドのみではこれ

が認められず、HLH-III および HLH-IV がカ
ルシウム存在下にヘテロダイマーを形成す

ることが確認できた。 
 これらのペプチドとインテイン、緑色蛍光

タンパク質 (enhanced green fluorescent protein, 
EGFP)との融合タンパク質のプラスミドの調
製と融合タンパク質の細胞内発現に先立ち、

これらの２つのペプチドを含むカルモジュ

リンの C 端側ペプチド（77-148 位: CaMc ペ
プチド）を遺伝子工学的に調製した。カルシ

ウムイオン存在下では、同様の ANS の蛍光
強度の増強と蛍光波長の青色シフトが認め

られたが、マグネシウム存在下ではこのよう

な挙動は見られず、カルシウム特異的なライ

ゲーションへの応用の可能性が示唆された。 
 さらに HLH-III と EGFP、ならびに赤色蛍
光タンパク質であるDsRedと HLH-IVの融合
タンパク質をコードするプラスミドを調製

し、これらを培養細胞に導入した。細胞内で

個々のタンパク質の発現は確認されたが、ヒ

スタミン刺激により細胞内カルシウム濃度

を上昇させても、EGFPと DsRedの間で明確
な FRETは観察されず、これらの融合タンパ
ク質がカルシウム存在下に会合しているの

かどうかに疑問が残った。カルモジュリン中

の HLH-IIIと HLH-IVとの立体配置から、こ
れらが逆平行型のヘテロダイマーを形成す

ると予想し、上記の融合タンパク質を調製し

たが、ペプチド自体の認識に問題があるのか、

融合タンパク質の設計に問題があるのかに

関しての検討を継続中である。 
 一方、カルシウムイオンを用いてタンパク

質機能をスイッチする例として、カルモジュ

リンC端ペプチドを膜外配列とする人工イオ



ンチャネル（カルモジュリン C端ペプチドと
チャネル形成ペプチド、アラメチシンのハイ

ブリッド体）を合成した。 
チャネル形成部位（膜内配列）として、pH

非依存性のアラメチシン(Rf50)に、Ca2+によ

って構造変化を起こすことが知られている

カルモジュリン C末端ドメインとして CaMc
ペプチドを膜外配列として連結させた人工

イオンチャネル Rf50-CaMc を設計した（図
1A）。Rf50 は非タンパク質構成アミノ酸 Aib
残基を含むため、融合タンパク質 Rf50-CaMc
は遺伝子組み換えタンパク質発現系では調

製できない。そこで、 Rf50の thioester体と、
N末端にCys残基を持つCys-CaMを各々調製
した後、両者をネイティブケミカルライゲー

ションにより連結させるアプローチを採用

し（図 1B）、高純度の Rf50-CaMcを得た （図
1C, D）。 

酸性アミノ酸を多く含む CaMc同士の静電
反発によるチャネル形成阻害を防ぐため、チ

ャネル電流の測定は pH 5.4 の電解質溶液中
で行った。初めに、CD測定により、Rf50-CaMc

の膜外領域がCa2+によって構造変化を起こす

ことを確認した（図 2）。 
また、 8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid 

(ANS)の蛍光測定により、Ca2+の結合によっ

て CaMcの構造変化が起こり、タンパク質内
部に埋もれていた疎水性部分が表面に露出

することを確認した。 
Rf50-CaMc のチャネル電流測定の結果、

 
図 1. Rf50-CaMC の調製 

 
図4. Rf50-CaMcのカルシウム依存的チャネル
電流の増加 

 

図3. Rf50-CaMcのカルシウムイオン依存的
チャネル開口 

 
図2. Rf50-CaMcのカルシウムイオンによる
構造変化 



Ca2+非存在下においては、開口時間の極めて

短いバースト様の電流が観測されたが、Ca2+

存在下においては、特定の会合体の開口時間

が顕著に延長し、結果として平均チャネル電

流が 6 倍程度まで増加することが分かった
（図 3, 4）。 
 本研究の結果は、外部刺激により、膜にチ

ャネルを形成するペプチドの会合を制御す

ることによって、チャネルポアを通るイオン

の流れや物質の透過を制御できることを示

すものであり、天然のチャネルの構造と機能

に関する理解や、機能性センサー素子の開発

に有用な知見を与えるものである。 
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