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研究成果の概要（和文）：本研究では、巨大カルシウムチャネルであるリアノジン受容体(RyR)の開閉制御機構
を解明するため、ヒト由来RyRの安定発現株の構築および制御タンパク質であるカルセクエストリン(CSQ)やジャ
ンクティン(JCT)の構造機能解析に取り組んだ。CSQについては、カルシウム濃度に依存して延長した構造からコ
ンパクトな構造へとダイナミックに構造変化していることが明らかになった。またCSQとJCTのルーメンドメイン
との相互作用解析を行ない、CSQに対して複数のJCTがヘテロに結合することが示唆された

研究成果の概要（英文）：Structural studies of huge calcium channel, Ryanodine receptors (RyR) and 
its regulatory proteins Calsequestrin (CSQ) and Junctin (JCT) were performed. CSQ has been found to 
assume an extended conformation or a compact conformation, depending on the calcium concentration. 
CSQ and JCT formed heterogeneous complexes likely through electrostatic interactions.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造解析　カルシウム
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞小器官の一つである小胞体は、分泌タン
パク質や膜タンパク質の折りたたみおよび
成熟化を担うほかに、細胞内におけるカルシ
ウムイオンの貯蔵庫として機能している。通
常、サイトゾル内のカルシウムイオン濃度は
数 µM 程度に保たれているが、外界のシグナ
ルに応答して小胞体からサイトゾルにカル
シウムが流入し、ホルモンや消化酵素の分泌、
筋収縮など様々な細胞応答反応が引き起こ
される。小胞体からのカルシウム流出におい
ては、IP3 受容体とリアノジン受容体（RyR）
の二つのカルシウムチャネルが中心的な役
割を果たしている。RyR は、全長約 5000 ア
ミノ酸残基で構成された細胞内中で最大の
大きさをもつイオンチャネルであり、小胞体
膜上で４量体を形成して機能している。哺乳
動物では 3 つのアイソフォームが知られてお
り、RyR1 は主に骨格筋、RyR2 は主に心筋、
RyR3 はユビキタスに発現しており、筋収縮
や興奮性細胞応答において重要な役割を果
たしている。RyR はこれまで細胞生理学等の
アプローチで広く研究されているが、構造生
物学的な研究は、電子顕微鏡による 10Å 程度
の低分解能での解析に留まっており、結晶構
造解析による部分構造も全体の約 15%程度
しか決定されておらず、RyR の分子機構はほ
とんど明らかになっていなかった。 
 RyRはサイトゾルおよび小胞体内腔側それ
ぞれで、様々な調節タンパク質との相互作用
によってチャネルの開閉が制御されている。
小胞体内腔では、1 分子あたり 30 個以上のカ
ルシウムイオンを結合できるカルシウム結
合タンパク質カルセクエストリン(CSQ)が大
量に存在している。CSQ はカルシウムイオン
濃度依存的に多量体を形成することでカル
シウムを貯蔵し、小胞体内の遊離カルシウム
濃度を約 1~2 mM に維持している。CSQ は、
一回膜貫通タンパク質であるジャンクティ
ン (JCT) およびトライアジン (TRD) を介
して RyR と過渡的に相互作用していると考
えられている。しかし、どのように RyR と相
互作用しカルシウムイオンの放出に関わっ
ているかは、ほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
  
 本研究は、カルシウムチャネル RyR の制御
メカニズムの解明を目指すものである。そこ
で、小胞体内腔において RyR の開閉調節に関
与している CSQ、JCT について、両者の過渡
的な相互作用様式を複合体の結晶構造解析
によって明らかにし、調節分子間の連携の仕
組みを明らかにする。またヒト由来全長 RyR
について、構造解析に向けたヒト細胞発現系
による高発現系の構築、および安定で均一
な精製タンパク質を得るための精製方法を
確立する。その後、精製タンパク質の結晶
化に取り組み、最終的に全長 RyR の立体構

造をX線結晶構造解析によって原子分解能
で決定し、チャネル開閉の分子基盤を明ら
かにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は、構造機能解析を通して、カルシ
ウムチャネルの開閉機構の分子基盤の解明
を目指すものである。ヒト由来 RyR1 および
RyR2 については結晶化のための大量精製を
目指してヒト培養細胞 HEK293 を用いた大量
発現系の構築に取り組んだ。誘導発現系構築
のためのベクターのセレクションを行った。
また、調節タンパク質である CSQ および JCT
について、大腸菌発現系に最適化した遺伝子
をそれぞれ合成し、大量発現・精製の後に、
結晶構造解析、X 線小角散乱解析を行った。
X 線回折実験および X 線小角散乱実験は、放
射光施設SPring-8およびphoton factoryで行っ
た。 
 
４．研究成果 
 
(1)ヒト由来 RyR の安定発現株の構築  
 ヒト由来 RyR1 および RyR2 について、培
養細胞 HEK293T を利用して、誘導発現系に
よる発現系の構築を試みた。RyR は HEK293
内では分解されやすいことも予想されたた
め、細胞の大量培養後、発現誘導をかけ目的
タンパク質を大量発現させる方法を採用し
た。誘導発現ベクターとして、広く利用され
ているテトラサイクリン誘導型と最近開発
された Cumate 誘導型によるベクターなどを
作成しトライした。しかし、RyR を組み込ん
だ発現ベクターは、ベクターサイズが 20kb
を超えるためか、不安定で大腸菌内で容易に
切断・組み換えされやすい性質があり、大量
調製に難航したこともあり、誘導発現系の安
定発現株の樹立には至っていない。一方、研
究の過程において、海外の３グループから、
最新のクライオ電子顕微鏡による単粒子解
析によって ラビット由来 RyR1 の全長構造
が 3.8-6Å 分解能において報告され、RyR1 全
体構造が近原子分解能レベルで明らかにな
った。そのため、CSQ と JCT の複合体構造の
構造解析に重点的に取り組んだ。 
 
(2)CSQ の構造機能解析 
 CSQ は、328 アミノ酸残基で構成されてお
り、ヒトでは CSQ1 と CSQ2 の二つのアイソ
フォームが存在する。CSQ1 はおもに骨格筋
の筋小胞体に局在し、CSQ2 は心筋に存在し
ている。本研究では、ヒト由来 CSQ１および
CSQ2 について、N 末端に His-tag を融合させ
たコンストラクトを作成し、大腸菌発現系に
よる大量発現を確立し、高純度サンプルの精
製に成功した。従来の報告では、CSQ は、カ
ルシウム非存在下でモノマーとして存在す
ることが報告されていた。しかし、精製した
CSQ1 について、ゲルろ過クロマトグラフィ



い体積（分子量が大きい）で CSQ1 が溶出す
る結果が得られた。さらにカルシウム濃度と
の関係を調べた結果、カルシウム濃度が上昇
するに従って、モノマーの成分が増えること
が分かった（図１）。ゲルろ過と多角度光散
乱検出器を組み合わせた SEC-MALS によっ
て、各ピークの絶対分子量を調べた結果、興
味深いことに、溶出体積変化に関わらず、分
子量は変化しておらず、モノマーとして存在
していること分かった。つまり、カルシウム
非存在下では、非常に延長した構造を取り、
カルシウム濃度上昇に合わせて、よりコンパ
クトな構造を取ることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に CSQの構造変化をより詳細に明らかに
するために、カルシウム非結合型 CSQ1 につ
いて、結晶構造解析に取り組んだ。結晶化ス
クリーニングの結果、主にクエン酸ナトリウ
ムと PEG400 を沈殿剤に用いた条件において
柱状の結晶が得られた。得られた結晶を用い
て放射光を用いた回折実験の結果、2.1Å分解
能を超える回折点が確認でき、反射強度デー
タを収集した。位相決定は、既に報告されて
いる CSQ1 の構造を用いて分子置換法によっ
て決定した。構造解析の結果、従来報告され
た構造とは異なり、カルシウム非依存的な
CSQ モノマー間の相互作用様式が明らかにな
った（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかし、モノマーの自体の構造は大きく変化
がなかったため、今回の結晶化条件中では、
コンパクトフォームの構造が安定であった
ことが示唆された。現在、エクステンドフォ
ームの構造を調べるため、引き続き、結晶化
条件の検索を進めている。 
 
 また、溶液中のエクステンドフォームの構
造情報を得るために、SPring8 BL45XU におい
て、X 線小角散乱実験を行った。予備的な散
乱実験の結果、CSQ1 は放射線損傷を受けや
すいことが分かり、バッファー条件および測
定条件の最適化を進めている。比較的損傷が
少なかった予備的散乱データの解析結果、
SAXS の散乱強度から求められた推定分子量
はモノマーであり、SEC-MALS の結果と一致
した。散乱プロファイルから計算された Pr
関数は、やや横長に分布しており、CSQ1 の
エクステンドフォームを支持する結果が得
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) JCT ルーメンドメインの構造機能解析 
 JCT は、210 残基からなる一回膜貫通タン
パク質である。RyR と相互作用し、CSQ を
RyRにつなぎとめるアンカーとして機能して
いると考えられている。JCT のうち小胞体ル
ーメンドメインについて、二次構造予測から
JCT-43:43-210 残基と JCT-68:68-210 の二つの
コンストラクトを作成し、His タグまたは
MBP タグを融合させた融合タンパク質とし
て、大腸菌での大量発現・精製に取り組んだ。
JCT-43 については、精製過程で次第に分解さ
れてしまう傾向が見られた。JCT-68 について、
Ni-アフィニティーカラム、および陽イオン交
換カラムによって高純度の精製サンプルが
得られた。JCT は構造情報が全くないため、
精製した JCT-68 について、結晶化条件のスク
リーニングを行った。現在までに、いくつか
の条件でアモルファスは得られているが、結
晶化には至っていない。 
 
 
 

図１　ゲルろ過クロマトグラフィーにおけるカ
ルシウム濃度に依存したCSQ1の溶出体積
変化  

図2　カルシウム非依存的なCSQ１の相互作用  

図3 CSQ1のX線小角散乱解析（Pr関数）  



4)CSQ-JCT 相互作用解析 
 精製した CSQ および JCT-68 について、ゲ
ルろ過クロマトグラフィーによる相互作用
解析を行った。興味深いことに、カルシウム
非結合 CSQ と JCT-68 を混合すると、白濁し
主に両者が沈殿しまう結果が得られた。pH
やカルシウム濃度などをいくつか検討した
が、いずれの条件においても沈殿が生じた。
上清と沈殿成分を調べた結果、JCT の大部分
が沈殿画分に回ってしまっていた。CSQ は分
子表面に酸性アミノ酸が多いのに対して、
JCT は塩基性残基が多いため、CSQ に対して
複数の JCTが静電相互作用を介してヘテロに
結合しており、CSQ と JCT 間の相互作用には
複数の相互作用様式があることが示唆され
た。 
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