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研究成果の概要（和文）：L型Caチャネルの調節機構について研究を行った。その結果、Caチャネルは
inside-outパッチ状態でもAキナーゼ（PKA）や蛋白フォスファターゼを結合していることが判明した。また、Ca
チャネルのC末近位部と同遠位部の新たな結合を発見し、これがチャネルのCaM結合を低下させることを見出し
た。更に、PKAリン酸化がこの結合に与える影響について検討した結果、C末近位部のリン酸化は、この結合およ
びチャネルのCaM結合に影響を与えることが判明した。これは、PKAによるCaチャネル活性化の一機構をなすと示
唆される。

研究成果の概要（英文）：We have investigated mechanisms underlying Cav1.2 Ca2+ channel regulation. 
We have found that: 1) the Ca2+ channels bind with protein kinase A (PKA) and protein phosphatases 
even in the inside-out mode; 2) there is a new interaction between CaM-binding region in the 
proximal C-terminal (CT1) and a region in the distal C-terminal (CT3) of alpha1C subunit; 3) PKA 
phosphorylation of CT1 affects the binding not only between CaM and CT1 but also the new 
proximal-distal (CT1-CT3) interaction. These results suggest that PKA phosphorylation regulate the 
Cav1.2 channel activity, at least partially, via affecting the CaM-CT1 interaction.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
Cav1.2 型 Ca チャネルは、神経系においては
シナプス後膜の興奮や細胞内 Ca2+ シグナリ
ング（興奮-代謝連関や興奮-転写連関）に重
要で、また、心臓においてはペースメーカー
細胞の自働能や作業筋における興奮収縮連
関に必須である。更に、平滑筋や分泌細胞に
おいても、重要な役割を担っている。このた
め、Cav1.2 型 Ca チャネルは、生体の様々な
状況に対応できるように種々の調節機構を
持ち、その活動を調節している。この中で、
蛋白リン酸化、CaM、ATP、redox による調
節は、特に重要であると考える。 
蛋白リン酸化による Cav1.2 型 Ca チャネ

ルの調節は、cAMP/A キナーゼ（PKA）や
Ca2+/CaM 依存性キナーゼ II（CaMKII）に
よる活性増加作用がよく知られているが、リ
ン酸化部位が研究者間で異なり確定してい
ない。また、調節の分子機構も不明の点が多
い。申請者らは、PKA と CaMKII の新規の
リン酸化部位を報告している[1,2]。CaMは、
Ca2+/CaM として CaMKII を活性化する以外
に、直接チャネルに結合してその活動を正と
負との二重に調節している。申請者らは、
CaM がチャネルの run-down を防ぎ活性を
維持することを報告したが[3-5]、その分子機
序には不明な点が多い。ATP も CaM と同様
に、チャネルの活性に必須である[3,6]。さら
に、申請者らは、ATP がチャネルに直接結合
することを明らかにしたが[7]、結合部位の詳
細は未解明である。また、Cav1.2 型 Ca チャ
ネルの活動が酸化還元薬により影響を受け
ることが長年知られているが[8,9]、その分子
機構の解明は未だ初期段階である[10]。 
 以上のように、申請者らは、これまで Ca
チャネルのリン酸化（PKA および CaMKII）
による調節とCaMやATPによる調節の研究
などについて成果をあげてきたが、未解明の
部分が多いと感じている。 
 本研究は、これまでの研究成果を基に、Ca
チャネルの種々の調節機構を分子レベルで
解明し、さらに、それら調節機構間の相互作
用を明らかにするとともに、病態におけるチ
ャネルの調節機構の変調も解明して、Cav1.2
型 Ca チャネルの調節機構についての総合理
解を得ようとする目的で計画された。 
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２．研究の目的 
 
当初、Cav1.2 型 Ca チャネルの PKA や CaM
による調節の総合な理解を目指したが、初年
度に PKA による調節の新しい分子機構の存
在が示唆される実験結果が得られたので、次
年度以降は、その解明に集中することに方針
を変更した。 
 PKA による Cav1.2 型 Ca チャネルのリン
酸化部位は、当初、チャネルαサブユニット
C 末部の Ser1928 (ウサギのアミノ酸配列) が
報告されたが、その後、Catterall らは C 末
近位部の Ser1700 を提唱した。一方、我々は
Ser1575 と Ser1627 のリン酸化を見出している。
しかし、この PKA によるリン酸化部位は確
定しておらず、また調節の分子機構も不明の
点が多い。一方、CaM のチャネルへの直接
作用は、Ca2+依存性促通（CDF）と Ca2+依
存性不活性化（CDI）として知られるが、PKA
による調節との関連は未詳である。 
 そこで、両者の関連を検討したところ、
PKAのリン酸化がCaMの調節作用に影響を
与えるという結果が得られた。これは、PKA
リン酸化によるチャネル活性の増強作用が



CaM の調節作用の修飾を介してなされると
いう新しい分子機構の存在を示唆している。
そこで、本研究は、その解明を目指すことに
した。 
 
３．研究の方法 
 
Pull-down 実験：CaM と Ca チャネル C 末
端部の断片ペプチド（近位部：CT1 と CT1B; 
遠位部： CT3 と CT3D）は、それらの GST
融合ペプチドをコードする cDMA を大腸菌
に発現させ、ホモジネートを glutathione 
Sepharose 4B に通して精製した。CaM およ
び CT1、CT1B は、PreScission プロテアー
ゼにて GST を切断した。GST 融合 CT3 また
は CT3D を glutathione Sepharose 4B に固
定して、CT1 または CT1B を混合し、それら
の結合を pull-down 法にて調べた。また、そ
れらに結合に及ぼす CaM の影響をしらべた。 
 
電気生理学的実験：実験はモルモット心室筋
細胞および Ca チャネルを発現させた
HEK293 細胞を用いて行った。 
(1) モルモット心臓を麻酔下で摘出し、ラン
ゲンドルフ式潅流を施行して、コラゲナーゼ
を作用させ、単離心室筋細胞を得た。単離細
胞にパッチクランプを適用し、cell-attach 法
および inside-out 法にて Ca チャネル電流を
記録した。細胞外液には Tyrode 液を使用し
た。Inside-out 時の細胞内側液（IO 液）の組
成 は  (mM): K-aspartate, 90; KCl, 30; 
KH2PO4, 10; EGTA, 1; MgCl2, 0.5; CaCl2, 
0.5; HEPES-KOH バッファー, 10 (pH 7.4、 
free [Ca2+] 80 nM). ピぺット内液は (mM): 
BaCl2, 50; TEA-Cl, 70; EGTA, 0.5; BAY K 
8644, 0.003; HEPES-CsOH バッファー, 10 
(pH 7.4). Inside-out での Ca チャネルの活性
は IO 液に CaM と ATP を加えることにより
維持した。チャネルの活性はパッチ内のチャ
ネル数（N）と平均開口確率（Po）の積（NPo）
により表した。使用した試薬類は、CaM、ATP、
PKA の catalytic サブユニット（PKAc）、オ
カダ酸（非選択的蛋白フォスファターゼ抑制
薬）、K252a（非選択的タンパクキナーゼ抑
制薬）、PP1 inhibitor-2、fostriecin（PP2A
抑制薬）、cyclosporine A + cyclophilin A
（PP2B 抑制薬）である。また、Ca チャネル
C末端部の断片ペプチドCT1BとCT3Dも使
用した。 
(2) モルモット Cav1.2 型チャネルの野生型、
C 末部を切除した変異型（Δ1671）および同
切除型の C 末に CaM を融合させた変異型を
HEK293 細胞に発現させ、①と同様の
inside-out 法で CaM、ATP、オカダ酸の効果
を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Ca チャネルに inside-out パッチ状態で

PKAや蛋白フォスファターゼ1と2A （PP1、
PP2A）が結合して機能しているかを検討し
た。その結果、PKA を活性化する cAMP は
チャネル活性を増加させ、また、PP1 や PP2 
A の阻害薬はチャネルの遅い run-down を抑
制した。これらより、 Ca チャネルは
inside-out パッチ状態でも PKA や蛋白フォ
スファターゼ 1 と 2A（PP1、PP2A）を結合
していると結論した。 
 
(2) Ca チャネルの C 末近位部と同遠位部は
相互作用してチャネル活性を抑制すること
が知られている。我々は、この相互作用部位
（C 末近位部の PCRD 部位と遠位部の
DCRD 部位）以外に新たな相互作用部位が存
在するかどうかを検討した。その結果、C 末
PCRD より近位部にある CaM 結合部位と
DCRD 部位より遠位側（C 末側）にある CCD
部位とが結合して、チャネルの CaM 結合を
低下させることを見出した。 
 
(3) 前述の研究で、Ca チャネルの C 末近位
部（CT1）の CaM 結合部位と同遠位部（CT3）
の CCD 部位が結合して、チャネルの CaM 結
合を低下させることを見出したので、PKA の
リン酸化が CaM および CT3 の CT1 への結
合に与える影響について検討した。その結果、
高 Ca2+条件下で、CT1 の PKA リン酸化処理
は、CaM の結合を有意に減少させたのに対
し、低 Ca2+条件下では、CaM の結合を有意
に増加させた。一方、CT3 の CT1 への結合
は CT1 のリン酸化により有意に減少した。こ
れらより、PKA による CT1 のリン酸化には
２つの作用があることが示唆された。第一に、
低 Ca2+条件下で、CT1 のリン酸化が CaM の
CT1 への結合を直接的に促進すること、第二
に、CT1 のリン酸化が CT1-CT3 結合を抑制
して、間接的に CaM の結合を促進すること
である。これらの作用により、チャネル活性
は増加すると考えられた。さらに、高 Ca2+

条件下で、CT1 のリン酸化が CaM の結合を
減少させることは、PKA リン酸化が Ca2+依
存性不活性化を抑制することを示唆してい
る。 
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