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研究成果の概要（和文）：悪性高熱症（MH）の遺伝子解析ではRYR1の47エクソンp.Arg2508Cys変異が多い．この変異の
ある培養骨格筋細胞のCa動態はRYR1刺激薬に対する感受性が高い．
MHの素因があり，RYR1刺激薬への感受性も高く静止時のCa2+が上昇しているヒト培養骨格筋細胞で，MH素因はあるがCa
2+濃度が正常な骨格筋培養細胞と，MHの素因がなく正常な細胞について，Ca2+動態とダントロレンの影響を検討した．
MH素因がある細胞では，15μMダントロレンの前投与によりカフェインの用量反応曲線が右方に偏位し，EC50は上昇し
たことから，ダントロレンの予防投与が有効である可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the inhibitory effects of dantrolene on RYR1 
sensitivity related to Ca2+ release in cultured myotubes obtained from MH (Malignant 
hyperthermia)-predisposed patients and assessed the possibility of preventing MH crisis with dantrolene 
pretreatment. The Ca2+ in each myotubes from MH-predisposed patients were determined by using the 
fluorescent Ca indicator fura-2, and the effect of dantrolene in lowering Ca2+ were examined. Caffeine 
was used to activate RYR1 and half-maximal activation concentrations (EC50) of caffeine were determined 
in myotubes. Using 15 microM dantrolene increased the EC50 for caffeine near the normal range in 
myotubes. Pretreatment with 15 microM of dantrolene can prevent MH crises.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1)悪性高熱症（MH）の病因は骨格筋細胞内
のカルシウム（Ca2+）調節異常で，小胞体（SR）
からの Ca2+放出に関与する 1 型 Ryanodine 
Receptor (RYR1)遺伝子変異が主な原因であ
る 1．RYR1 の変異は 300 以上あり，その変異
部位や変異アミノ酸により Ca2+調節作用は異
なっている． 
(2)ダントロレンは MH の特効薬であるが，そ
の作用機序は複合的ですべてが明らかでは
ない 1．RYR1の D1 に結合部位があり，筋細胞
質の Ca2+を低下させる．MH発症時の治療に有
効なダントロレン濃度は 22.5-73μM で，こ
の濃度で SR からの Ca2+放出を部分的に抑制
する 2．一方，心筋細胞ではより低濃度のダ
ントロレン(0.1-1.0μM)は，正常な心筋細胞
には作用しないが，SRからの Ca2+リークが増
大している RYR2 変異心筋細胞では，心収縮
力の改善が認められている 3．CASQ1ノックア
ウトマウスではハロタンによる MH 発症と熱
負荷による熱中症の発症を，ダントロレン前
投与により予防できるという報告 4 がある． 
SRからの Ca2+のリークが増大し SRの Ca2+貯蔵
量が減少している骨格筋細胞では MH 発症予
防効果というダントロレンの新しい作用が
発見できる可能性がある． 
 
２．研究の目的 
日本人に頻度が高く Central Core病(CCD)の
併発例もある p.Arg2508Cys 変異 RYR15,6ヒト
培養骨格筋細胞と同様に MH 素因があり
（CICR: Ca-induced Ca release 速度亢進）
かつ静止時 Ca2+濃度が上昇しているヒト培養
骨格筋細胞の Ca2+調節機能に対するダントロ
レンの効果を分析し，予防投与の有用性・有
効な濃度と作用時間の検討を行った． 
 
３．研究の方法 
p.Arg2508Cys 変異があるヒト培養骨格筋細
胞と同様に MH 素因がありかつ静止時 Ca2+濃
度が上昇しているヒト培養骨格筋細胞
(A-High群)，MH素因があるが静止時 Ca2+濃度
が正常であるヒト培養骨格筋細胞(A-Norma
群)と MH素因がない正常ヒト培養骨格筋細胞
(N-Normal群)について，カルシウム蛍光指示
薬として Fura2/AM による Ca2+動態を解析し
て，SRへの Ca2+貯蔵量，細胞外からの Ca2+流
入を比較検討した．さらに，これらについて
のダントロレンの作用および効果を検討し
た． 
MH 素因の有無，はスキンドファイバーを使用
した Ca-induced C release (CICR)速度の亢
進の有無で判定した． 
(1) Myotubes の培養 7：対象細胞を解凍し，
10％FBS 加 DMEN/F2（アンピシリン，カナマ
イシン，アンフォテリシン入り）培地で測定
用の 35ｍｍのノンコートガラスボトムディ
ッシュに撒いて培養．80％コンフルエントの
状態で培地を 2％FBS 加 DMEN/F12 に変更し
myotubes への分化を誘導．培地変更後 7～14

日で測定を行った． 
(2) Ca2+動態の測定：カルシウム蛍光指示薬
である Fura2/AM 5μMを室温で 1時間負荷後，
Hepes-buffered salt solution (HBSS)で洗
浄して 30分間静置． 340，380nmの 2波長で
励起し，測定は 510nmで行った．カルシウム
画像解析装置を使用し，37℃の HBSSで潅流
して 340/380比を算出．Ratio340/380から
Ca2+濃度への換算は，Ca2+キャリブレーション
キット(Invitrogen™)より得られた検量線を
使用した． 
(3)測定項目 
①静止時の Ca2+濃度，RYR1刺激薬（カフェイ
ン，4CmC）の EC50 (50％効果の濃度)を用量反
応曲線から算出， 10mMカフェインで 2分間
刺激し，その AUC(ratio-時間曲線の面積:S)
を比較． 
②ダントロレンの Ca2+濃度低下作用：ダント
ロレンの濃度を 0.15，0.5, 1.5, 5.0, 15, 
50μM と変えて負荷し，Ca2+濃度の低下作用に
対する IC50を算出． 
③ダントロレン 50μM の静止時の Ca2+濃度低
下作用の比較 
④50μMダントロレンの Sに対する効果：
50μMダントロレン投与前の 10mMカフェイン
刺激の S(pre)に対する S(dan)をダントロレ
ン処置時間（2, 7, 15, 30, 60 分後）で比較． 
⑤SOCE (store operated Ca2+ entry)に対す
る抑制作用の検討：Ca2+ free の状態でカフェ
イン 10mM刺激し，Ca2+2.5mM の HBSS で潅流す
ると細胞内の Ca2+が上昇する．この上昇速度
への 50μMダントロレンの抑制作用について
ダントロレン投与前を 100%として換算． 
⑥RYR1刺激に対するダントロレンの抑制作
用をダントロレン 5，15μM 処置後カフェイ
ン EC50で検討．p.Arg2508Cys 変異 RYR1 遺伝
子導入した HEK293 細胞と Wild RYR1 を導入
した HEK293 細胞について，静止時 Ca2+濃度と
これに対するダントロレンの効果を検討し
た．  
 
４．研究成果 
(1) p.Arg2508Cys変異を含む A-High群(n=7)，
A-Normal 群(n=7)，N-Normal 群(n=7)で測定
を行った．その背景と静止時 Ca2+と EC50を示
した(表 1)．（値は平均±標準誤差） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1.対象の背景と培養骨格筋細胞の Ca2+パラメータ 



A-High 群と A-Normal 群ではカフェインと
4CmC の EC50は N-Normal 群と比較すると，有
意な低下が認められ，MH素因がこの方法でも
証明された．A-High群では Sが有意に低下し，
SR の Ca2+のコンテントの減少が示唆された． 
(2) Ca2+濃度抑制に対するダントロレンの
IC50 は 3 群間で有意差なく，A-High 群，
A-Normal 群，N-Normal 群で，5.00±0.61, 
4.93±0.48, 5.42±0.77μM であった． 
(3)ダントロレンの静止時の Ca2+濃度低下作
用 は ， A-High 群 で 有 意 に 大 き く
32.8±3.7(nM)であった．（下図） 

(4) A-High群におけるダントロレン 50μMの
S2.5 に対する効果を下図（赤線）に示した．
ダントロレン作用 2分後のカフェイン刺激で
は S2.5は，ダントロレン作用前より増大した
が，作用時間の経過とともに減少した．ダン
トロレンを使用しない（紫線）ものは，時間
経過で S2.5の減少は認められなかった． 

 
50μM ダントロレン処置前後のカフェイン刺
激による%S ( Sdan/Spre) は，2 分後は A-High
群，A-Normal 群，N-Normal 群でそれぞれ，
152.4±25.4 102.2±9.3, 101.6±7.5で 3群
間に有意差が認められたが，15 分後は 54. 
4±3.3 56.9±9.3, 47.1±6.1 と有意差はな
かった．（下図） 
(5) SOCE (store operated Ca2+ entry)に対

する抑制効果について，3 群間で有意差はな
く，A-High 群，A-Normal 群，N-Normal 群で
そ れ ぞ れ ， 51.3±4.3, 52.3±3.4, 
50.3±5.4％であった． (下図) 
 

(6) ダントロレン 5，15μM 処置後カフェイ
ン EC50は，A-High 群と A-Normal 群では上昇
し，たが，N-Normal 群では有意な変化はなっ
た．もともと RYR1 刺激の亢進が認められる
骨格筋細胞では，この亢進した感受性を低下
させる作用がダントロレンには認められた． 
 

(7)p.Arg2508Cys 変異 RYR1 遺伝子導入した
HEK293 細胞は Wild RYR1 を導入した HEK293
細胞にくらべ，静止時 Ca2+濃度は高い傾向で
あった．ダントロレンの作用については、ダ
ントロレンによりカフェインによる Ca2+上昇
反応が、経時的に減少する傾向が強く、EC50

の計算ができなかった． 
 p.Arg2508Cys変異と同様に MH素因がありか
つ静止時 Ca2+濃度が上昇している（SR からの
Ca2+リークが増大）骨格筋細胞に対して，ダ
ントロレンは Ca2+リークが亢進した心筋細胞
への作用と同じように，RYR1 の感受性を低下
させ，Ca2+動態を正常化させる作用がある可
能性が示唆された． 
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表 2.カフェインの EC50へのダントロレンの影響の比較     

 A-High 群  A-Normal 群 N-Normal 群  

カフェイン EC
50
 (mM) 

ダントロレン－  2.56±0.13 2.92±0.11 5.19±0.35 

ダントロレン 5μM 3.43±0.22 3.99±0.20 5.08±0.17 

ダントロレン 15μM 3.99±0.62 4.61±0.20 5.24±0.10 
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