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研究成果の概要（和文）：2型リアノジン受容体（RyR2）は筋小胞体のカルシウム遊離チャネルで心筋の興奮収縮連関
に重要な役割を果たしている。RyR2の突然変異はチャネル活性の亢進を引き起こして不整脈性疾患の原因となる。本研
究では、疾患変異を有するRyR2の性質を詳細に検討してチャネル活性に対する疾患変異の効果を調べた。さらにRyR2の
特定の部位に光架橋可能な人工アミノ酸を導入することにより、チャネル活性化メカニズムと関連するサブドメイン間
相互作用についての解析を試みた。疾患変異はチャネルの複数のパラメータに影響を与えることがわかった。また、各
ドメイン内の相互作用に影響を与えることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Type 2 ryanodine receptor is a Ca2+ release channel in the sarcoplasmic reticulum 
and plays an important role in excitation-contraction coupling in heart. Mutations in RyR2 cause 
hyperactivate the channel, leading to arrhythmogenic diseases. Here, we examined molecular mechanism of 
disease-cuasing mutations on the channel activity by determining the properties of the mutant channels. 
Furthermore, we tried to detect possible interactions within or between subdomains by introducing 
photo-crosslinkable artificial amino acids. We found that disease-causing mutations affect various 
parameters of the channel activity. Possible alterations of interactions within the domains are also 
suggested.
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１．研究開始当初の背景 
 
 2 型リアノジン受容体（RyR2）は筋小胞体
の細胞内 Ca2+遊離チャネルで、心筋の興奮収
縮連関に重要な役割を果たしている。RyR2
遺伝子の突然変異はチャネル活性の異常亢
進を引き起こし、カテコラミン誘発性心室性
頻拍（CPVT）や不整脈源性右室心筋症
（ARVC）などの重篤な不整脈性疾患の原因
となる。RyR2 は N 末が細胞質で foot 構造を
形成し、C 末が 6 本の膜貫通セグメントでチ
ャネルを形成している。疾患変異は細胞質ド
メインの 2 カ所（サブドメイン 1 および 2）
と膜貫通セグメントを含むサブドメイン 3の
3 カ所に集中していることが知られていた。 
 研究代表者はこれまでの一連の研究によ
り、骨格筋に存在する RyR サブタイプの
RyR1 においてサブドメイン 1 およびサブド
メイン 2 の相互作用が RyR のチャネル活性
を亢進させること、サブドメイン 3 の変異は
チャネルゲーティングに直接影響を与える
ことを明らかにしてきた。しかし、RyR2 で
同様な制御機構が存在するかどうかは明ら
かになっていなかった。 
 近年の遺伝子工学技術の進歩により、哺乳
類細胞において人工アミノ酸（非天然アミノ
酸）を標的タンパク質の特定の部位に導入す
ることが可能となった。この技術を用いれば
光架橋可能なアミノ酸を導入することによ
り、サブドメイン内およびサブドメイン間の
相互作用を検出することが出来ると期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 
本申請研究では、RyR2 における疾患変異の
チャネルに対する制御機構を明らかにする
ため、疾患変異を導入した RyR2 の性質を検
討した。。加えて、疾患変異部位に光架橋可
能な人工アミノ酸を導入することにより各
サブドメイン内、およびサブドメイン間の相
互作用を検出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) RyR2 安定発現細胞の作製と疾患変異の

導入 
 
 RyR2 遺伝子はマウス心筋からクローニン
グして pcDNA5/FRT/TO ベクターに挿入し
た。このベクターを Flp-In T-REx HEK293
細胞に導入することでテトラサイクリン誘
導性の RyR2 安定発現細胞を作製した。疾患
変異はヒトの CPVT 変異と相同の変異
（R2473S、H4761P）を導入した。 
 
(2) RyR2 活性測定 
 
 RyR2活性測定は細胞内Ca2+イメージング
および[3H]リアノジン結合で行った。細胞内

Ca2+イメージングはHEK細胞に蛍光Ca2+指
示薬（細胞質：fluo-4、小胞体：R-CEPPIA1er）
を導入して測定した。[3H]リアノジン結合は
細胞質 Ca2+を変化させて Ca2+依存性の活性
を測定した。 
 
(3) 人工アミノ酸の導入 
 
 光 架 橋 可 能 な人 工 ア ミ ノ 酸 と し て
p-benzoyl-phenylalanine (pBpa）を用い、 
アンバーコドン（TAG）を介して導入した
（Hino et al., 2012）。RyR2 は人工アミノ酸
導入部位を TAG コドンに置換した。全長の
発現を確認するため C 末端に HA タグ
（YPYDVPDYA）を挿入して、HEK 細胞の
安定発現株を作製した。pBpa を tRNA に結
合させるため、改変したアミノアシル tRNA
合成酵素（aaRS）と tRNA を RyR2 安定発
現細胞に一過性に発現した。aaRS と tRNA
を高発現するために、組換えバキュロウイル
スを用いた。ウイルスベクターは pFastBac1
を改変して作製した。このベクターは
Vesicular stomatitis virus G-protein
（VSV-G）を発現するようにデザインされて
おり、哺乳類細胞へ感染を可能にしている。
目的タンパク質は CMV プロモータにより哺
乳類細胞中で発現する（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．改変 pFastBac1 ベクターの模式図． 
 
４．研究成果 
 
(1) RyR2 発現細胞の細胞内 Ca2+測定と疾患

変異の効果 
 
 RyR2 を発現させた HEK 細胞の Ca2+イメ
ージングを fluo-4 AM により共焦点レーザー
顕微鏡を用いて行った。その結果、野生型
（WT）では細胞質 Ca2+の自発的な振動（オ
シレーション）が観察された（図 2）。CPVT
変異である R2473S、H4761P を導入すると
Ca2+振動の頻度の増加とピーク Ca2+の低下
が見られた。ピーク Ca2+の低下は小胞体内腔
の貯蔵 Ca2+量の低下による可能性があるの
で、次に小胞体内腔の Ca2+を R-CEPIA1er
で直接測定した（図 3）。小胞体 Ca2+濃度は
細胞質 Ca2+同様にオシレーションを示した
が、CPVT 変異では小胞体内腔 Ca2+レベルの
低下が見られ、これらの効果の強さは変異体
の種類によって異なっていた。小胞体内腔
Ca2+濃度は細胞質 Ca2+ピークと強く相関し
ていたことから小胞体貯蔵 Ca2+低下により
細胞質 Ca2+ピークが低下したことが明らか
となった。 



(2) 疾患変異 RyR2 のチャネル活性測定 
 
 小胞体内腔貯蔵Ca2+の低下はRyR2チャネ
ルからのリークによる可能性が考えられた。
そこで、RyR2 のチャネル活性を Ca2+依存性
[3H]リアノジン結合法で評価した。リアノジ
ンは開状態のチャネルに特異的に結合する
ため、チャネル活性の良い指標となる
（Murayama & Kurebayashi, 2011）。野生
型は二相性の Ca2+依存性を示した（図 4）。
この活性は①活性化 Ca2+感受性、②不活性化
Ca2+感受性、および③最大値（＝ゲイン）と
いう 3 つのパラメータによって決定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．RyR2 発現 HEK 細胞の細胞質 Ca2+オシレ
ーション．Fluo-4 AM による測定。 
 
CPVT 変異体は活性化 Ca2+感受性の増大、不
活性化 Ca2+感受性の低下、ゲインの増大を引
き起こした。これらの作用は変異体特異的で
あり、その程度は小胞体内腔 Ca2+レベルの低
下と逆相関していた。したがって、CPVT 変
異では RyR2 を介した Ca2+リークが起こり、
小胞体内腔 Ca2+レベルが低下したと考えら
れる。 
 
(3) RyR2 への人工アミノ酸の導入 
 
 人工アミノ酸の導入はアンバーコドン
（TAG）に対する tRNA に人工アミノ酸を結 
合して導入する方法で行った（Hino et al., 
2012）。今回は光架橋可能な人工アミノ酸と
して p-benzoyl-phenylalanine（pBpa）を用
いた。RyR2 は CPVT 変異部位のコドンをア
ンバーコドンに置換し、発現確認のために C
末に HA タグ（YPYDVPDYA）を挿入して
HEK 細胞に安定発現した。 
 
 Hino らのオリジナルの方法では aaRS と 

図 3．RyR2 発現 HEK 細胞の小胞体 Ca2+測定．
R-CEPIAer による測定． 
 
tRNA を組み込んだ発現ベクターをリポフェ 
クション法で一過性発現させ、pBpa 添加培
地で培養することにより pBpa の導入を行っ
ている。その方法を試したが発現効率が低く、
RyR2 の発現を確認することが出来なかった。
そこで、aaRS と tRNA をシュードタイプバ
キュロウイルスベクターに組み込むことに
した。バキュロウイルスは昆虫細胞に感染す
るウイルスであるが、Vesicular stomatitis 
virus G-protein（VSV-G）をウイルス外被に
コートしたシュードタイプウイルスは哺乳
類細胞にも高効率に感染することが可能で
ある。バキュロウイルスは長鎖 DNA（>30 
kb）を挿入することが出来るため、aaRS と
tRNA の組み込みが可能となった。 
 

図 4．RyR2 の Ca2+依存性[3H]リアノジン結合
活性． 
 
 作製した組換えバキュロウイルスを人工
アミノ酸変異導入 RyR2 発現 HE 細胞に感染
させたところ、HA 抗体陽性の全長 RyR2 の
発現を確認することができた。しかし、現在



まで発現量は依然として十分ではなく、光架
橋実験および架橋産物解析を行うレベルに
は至っていない。この原因としては、RyR2
遺伝子が 15 kb と非常に長いため、人工アミ
ノ酸導入の効率が低下していることが考え
られる。今後、発現系のさらなる至適化、大
規模化を図ることで解析可能なサンプルを
得たいと考えている。 
 最近のクライオ電子顕微鏡法のシンポに
より RyR の立体構造が原子分解能に近いレ
ベルで明らかとなった（Yan et al., 2015）。
今後は、これらの構造情報を参考にすること
でドメイン内、ドメイン間の相互作用を調べ
ていくことが可能になると思われる。人工ア
ミノ酸導入法は発展性の高い方法であり、発
現系、検出系等のさらなる至適化を行うこと
により、さまざまな研究に応用可能であると
考えられる。 
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