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研究成果の概要（和文）：申請者らはCaM BDのペプチドに点突然変異を組み込んだペプチドを28種類作成した。
作成した多数のCaM BDの変異ペプチドの中からCaMへの結合が最も強いものを２種類の方法でスクリーニングし
た。選んだ変異を組み込んだCaM高親和性RyR2変異を組み込んだKIマウス作成が完了し,このマウスではRyR2と
CaMの親和性が高く、リン酸化してもCaMがRyR2から外れにくいことがわかった。CaM高親和性KI マウスの不整脈
：CaM高親和性RyR2変異を組み込んだKIマウスとRyR-R2474S型CPVTマウスを掛け合わせたところ、運動負荷、お
よび薬物負荷時の不整脈の頻度は激減した。

研究成果の概要（英文）：Applicants made 28 kinds of peptides incorporating point mutations in the 
peptide of CaM BD. Among the mutated peptides of many prepared CaM BDs, those with the strongest 
binding to CaM were screened by two methods. The creation of KI mouse incorporating the CaM high 
affinity RyR2 mutation incorporating the selected mutation was completed and the affinity of RyR2 
and CaM was high in this mouse and it was found that CaM was not easily removed from RyR2 even when 
phosphorylated. Arrhythmia in CaM high affinity KI mice: Multiplying CaI high-affinity RyR2 mutated 
KI mice with RyR-R 2474 S CPVT mice resulted in a dramatic decrease in exercise burden and 
arrhythmia frequency at drug loading.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： リアノジン受容体　カルモジュリン
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１． 研究開始当初の背景 
 

RyR には様々な修飾蛋白があるがその中でカ
ルモジュリン(CaM)は非常に重要な修飾蛋白
であることを申請者らは報告してきた。申請
者らは RyRに結合した CaMはチャネル制御ド
メインからチャネル孔へシグナルを伝達す
る役割をしていると考えた。申請者らは右心
室高頻度刺激心不全モデルにおいてチャネ
ル制御ドメインの unzip に伴い CaMの RyR に
対する親和性が低下していることを示し
(Cardiovasc Res 2010)、CaM の N 末端に
Gly-Ser-His の３つのアミノ酸をつけた
GSH-CaM は RyR2 に高親和性を示し、不全心筋
の Ca2+ハンドリングを改善することも示し
た(Cardiovasc Res 2012)。最新の申請者ら
の研究ではヒト CPVT 型 R2474S KI mouse に
おいて CaMの N末端に Gly-Ser-His の３つの
アミノ酸をつけた GSH-CaM は RyR2 に高親和
性を示し、R2474S KI mouse 単離心筋細胞の
Ca2+ハンドリングを改善し、Delayed after 
deporarization (DAD)を減少させることを示
した。申請者ら以外にも RyR に結合した CaM
の重要性についての研究は多く、Meissner ら
は RyR の 3つのアミノ酸を変異させ CaMが結
合しにくい変異 RyR を持った KI mouse は心
肥大から心不全を経て著明に寿命が短くな
ることを示した(J Clin Invest.2007)。さら
に最近 CaMの突然変異により CaM が RyR に結
合しにくくなり CPVT を生じることが報告さ
れた(Am J Hum Genet. 2012)。 
2006 年 Hamilton SL らは RyR1 の中に CaM

と相同性をもつ CaM like domain(CaM LD)と
言うべきドメインが存在することを報告し
た 。 さ ら に Ikemoto ら は CaM binding 
domain(CaMBD)と CaM LD の間の interaction
について報告している。これらの報告から申
請者らは RyRに対する CaMの結合について興
味深い仮説を作った。すなわち CaM LD は CaM
と競合的に CaM BD に結合しているのではな
いかという仮説である。 
申請者らは CaM binding domain の変異ペ

プチドを多数作成し、その中から野生型より
もCaMとの親和性の高いペプチドを発見した。
現在この変異を組み込んだ CaM 高親和性 KI 
mouse を作成中である。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究の目的は，上述の最新知見に基づき

CPVT 型 knock-in mouse を用いてリアノジン
受容体内の CaM binding domain と CaM like 
domain の構造連関を解明し、リアノジン受容
体に対するCaMの結合性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。具体的にはすでに作
成済みの CaM like domain 内に突然変異を有
する N4103K KI mouse を用いその CPVT 発症
メカニズムを調べる。N4103K における不整脈
発生メカニズムが仮説通りか検討する。次に、

現在作成中の CaM 高親和性 KI mouse と CPVT
型 KI mouse を掛け合わせ、CaM 高親和性マ
ウスが本当に不整脈や心不全耐性を示すか
否かを検討する。さらに CaM に変わってリア
ノジン受容体に結合し、リアノジン受容体を
安定化するコンパウンドを探査する。 
 

３． 研究の方法 
 

 予備実験にて N4103K KI マウス心筋細胞を
単離しサポニンで透過処理した後、蛍光ラベ
ルした F-DP4066 を添加し共焦点顕微鏡で観
察すると、WTマウスに比べ著しい結合の低下
を示した。このことは N4103K 型の点突然変
異では CaM BD-CaM LD の連関が強固になって
いる可能性を示唆している。今後さらに
N4103K KI マウス心筋細胞に対する CaM の
affinity の検討や F-DP4066 の結合解離
kinetics を検討することで N4103K 型の点突
然変異では CaM BD-CaM LD の連関の異常を解
明する。 
 CaM 高親和性 RyR2 変異を組み込んだ KI マ
ウスを申請者らは現在作成中である。作成中
の CaM 高親和性 RyR2 変異マウスであるがこ
れを当院の生命科学実験施設に搬入し交配
し増やした上で、まず CaM の高親和性の確認
を行う。このため蛍光ラベルした CaM(F-CaM)
を用意し、単離培養した変異マウスの心筋細
胞にサポニン処理後添加し結合親和性を測
定する。次に我々が保有している３つの CPVT
型 KI マウス(R2474S, S2246L, N4103K)とこ
の KIマウスの掛け合わせを行い、genotyping
後、ヘテロマウスが抗不整脈性を獲得してい
るか否かを単離心筋のパッチクランプ、潅流
心臓での心外膜 optical mapping を用いて検
討する。 
 
４． 研究成果 

 
申請者らはすでに CaM BD のペプチドに点

突然変異を組み込んだペプチドを 28 種類作
成した。作成する際には CaM BD と CaM の PDB 
file から Swiss PDB viewer を用いて３次元
構造を描出しながら、作成した突然変異が新
たな共有結合を生み出すように設計を試み
た。作成した多数の CaM BD の変異ペプチド
の中からCaMへの結合が最も強いものを２種
類の方法でスクリーニングした。すなわち
CaM BD 上にある Typの蛍光を計測することで
CaM の CaM BD への結合をみる方法で、もう一
つ は CaM に ク ロ ス リ ン カ ー で あ る
sulfo-SANPAHのsuccinimydyl基を結合させ、
SRと暗所でSRと混和しUVをあててRyRにク
ロスリンクさせ、western blot で RyR の
565kDaのRyRのバンドを抗CaM抗体で検出す
る。このクロスリンクを CaM BD の変異ペプ
チドの存在下で行い CaMの RyR へのクロスリ
ンクを最も抑制するものがCaMに対する結合
性の最も高い CaM BD の変異ペプチドである
という手法である。ともに１つの有望な変異



（Pep#26）を選び出した。 
選んだ変異を組み込んだCaM高親和性RyR2

変異を組み込んだKIマウス作成が完了し,こ
のマウスでは RyR2 と CaM の親和性が高く、
リン酸化しても CaM が RyR2 から外れにくい
ことがわかった。CaM 高親和性 KI マウスの
不整脈：CaM 高親和性 RyR2 変異を組み込んだ
KIマウスとRyR-R2474S型CPVTマウスを掛け
合わせたところ、運動負荷、および薬物負荷
時の不整脈の頻度は激減した。 
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